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OZET

Denovo Sentezlenen Antrakinon Turevlerinin Pankreas Kanseri Hiicre
Kiilturiinde Etkinliginin Arastiriimasi

Dr. Samet DEMIRCI

Dinya capinda pankreas kanserinin gortilme sayisi 459.000’dir. Bunlarin
432.250’si 6lumle sonuglanmaktadir. Kanser mortalite siralamasinda 7. sirada yer
almaktadir. Pankreas kanseri nispeten kisa hayatta kalma siresine ve kanser
teshisinin ardindan 5 yillik disuk sag kalim oranina sahiptir. Ayrica insidans orani
yilda %1.5 artmaktadir ve pankreas kanseri hastalarinin hayatta kalma orani sabittir.
En aktif kemoterapi rejimleriyle tedavi edildiginde bile sag kalimlar yiz guldiricu
degildir. Radyoterapi, lokal olarak ileri hastalii olanlarin tedavisine katkisi ¢ok az
oldugu gorunmektedir. Bu nedenle, bu timor hicrelerini daha etkili bir sekilde
hedefleyebilen ve niiksetme insidansini azaltabilen yeni ilaglara kritik bir ihtiyag vardir.
Bunlardan, en umut verici yaklasim olan immiuinoterapi etkili bir terapétik stratejidir.
Son yillarda pankreas kanseri hastalarinda immdinterapi tedavisi icin telomeraz
inhibitorleri kullaniimigtir.  Yapilan c¢alismalar, telomeraz aktivitesinin pankreas
adenokarsinomunun prognozunu iyilestirebilecedini ve terapdtik bir hedef

olabilecegini gdstermektedir.

Antrakinon turevleri, yarim asirdir antikanser ajanlari olarak kullaniimaktadir. Bu
molekdller, DNA ile etkilesime girme yetenekleri agisindan énemlidir. Yapilan bir¢ok
calisma dogal antrakinonlarin antikanser, anti-inflamatuar, immunosupresif,
antimikrobiyal, ditretik, katartik, laksatif, damar gevsetici, antioksidan ve fitodstrojen

aktiviteleri gibi ¢ok cesitli biyoaktivitelere sahip oldugunu gdstermistir.

Ftalosiyaninler, aromatik yapisi ve 1r-elektronlarinca zenginligi sayesinde gugli
kimyasal, termal ve foto kararliiga sahip yogun renkli saglam molekullerdir.
Ftalosiyanin bilesiklerinin telomerik G-Kuadrupleks DNA’ya baglanma o6zellikleri

kanser tedavisinde yeni bir arastirma alanidir.

Biz bu calismada yeni sentezlenen ve molekiler docking analizlerinde G-
Kuadrupleks DNA’ya baglanma enerjileri yliksek olarak belirlenen antrakinon yan
zincir tasiyan 2 farkl ftalosiyanin turevleri ginkoftalosiyanin bilesiklerinin (p—ZnPc ve
np—ZnPc) pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia-PaCa-2 ve PANC-1) telomeraz

inhibitord aktivitelerinin belirlenmesi igin; Telomeraz reverse transkriptazin (TERT)
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ekspresyon tayini arastirarak olasi yeni aday telomeraz inhibitérlerinin gosterilmesi

amacladik.

Anahtar kelimeler: Pankreas kanseri, Antrakinon, Ftalosiyanin, Telomer,

Telomeraz inhibitoru
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SUMMARY

Investigation of the efficacy of Denovo synthesized anthraquinone derivatives

in pancreatic cancer cell culture
Dr Samet Demirci

The incidence of pancreatic cancer worldwide is 459,000. Of these, 432,250
result in death. It ranks 7th in cancer mortality. Pancreatic cancer has a relatively short
survival time and a low 5-year survival rate after cancer diagnosis. Also, the incidence
rate is increasing 1.5% per year and the survival rate of pancreatic cancer patients is
stable. Even when treated with the most active chemotherapy regimens, their survival
is not promising. Radiotherapy appears to add little to the treatment of those with
locally advanced disease that cannot be removed. Therefore, there is a critical need
for new drugs that can more effectively target these tumor cells and reduce the
incidence of recurrence. Of these, more effective therapeutic strategies are with
immunotherapy being the most promising approach. In recent years, telomerase
inhibitors have been used for immunotherapy treatment in pancreatic cancer patients.
Studies show that telomerase activity can improve the prognosis of pancreatic

adenocarcinoma and be a therapeutic target.

Anthraquinone derivatives have been used as anticancer agents for half a
century. These molecules are important for their ability to interact with DNA. Many
studies have shown that natural anthraguinones have a wide range of bioactivities
such as anticancer, anti-inflammatory, immunosuppressive, antimicrobial, diuretic,

cathartic, laxative, vasodilator, antioxidant and phytoestrogen activities.

Phthalocyanines are intensely colored solid molecules with strong chemical,
thermal and photo stability due to their aromatic structure and richness in 11-electrons.
The binding properties of phthalocyanine compounds to telomeric G-Quadruplex DNA

is a new research area in cancer therapy.

In this study, we demonstrated that two different phthalocyanine derivative
Zincphthalocyanine compounds (p—ZnPc and np—ZnPc) containing anthraguinone
groups, which were newly synthesized and determined to have high binding energies
to G-quadruplex DNA in molecular docking analysis, in pancreatic cancer cell lines

(Mia-PaCa-2 and PANC-1) for determination of telomerase inhibitor activities; We

XV



aimed to show possible new candidate telomerase inhibitors by investigating the
expression determination of telomerase reverse transcriptase (TERT).

Keywords: Pancreatic cancer, Anthraquinone, Phthalocyanine, Telomer,

Telomerase inhibitor
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1.GiRIS

Dinya capinda pankreas kanserinin insidansi 459.000’dir. Bunlarin 432.250’si
olimle sonucglanmaktadir. Kanser mortalite siralamasinda 7. sirada yer almaktadir.
Pankreas kanseri nispeten kisa hayatta kalma stresine ve kanser teshisinin ardindan
5 yilhk dusik sag kalim oranina sahiptir. En aktif kemoterapi rejimleriyle tedavi
edildiginde bile sag kalimlari ylz guldirtci degdildir. Radyoterapi, lokal ileri hastaligi

olanlarin tedavisine katkisi ¢cok az oldugu gorinmektedir (1).

Kanser dizensiz hlcre blylmesi, invazyon ve hicrelerin orjin noktasindan
vicudun bagka boélgelerine yayilmasi ile karakterize edilen bir hastalik cesididir.
Kanser vakalari son yillarda oldukca artis gostermekte ve sayinin daha da artacagi
dugsunulmektedir. Kanser arastirmalari ve potansiyel tedavilerinde, hastaligin klinik
Ozellikleri ile molekdler yapisi arasindaki iligkilerin agiga ¢ikmasi 6nem tagimaktadir.
Ayrica yuksek 6lim oranlari ve her yil dunya ¢apinda milyonlarca kisinin 6lumu
nedeniyle kanser bilim diinyasinda arastirmanin en ¢ok yapildidi hastalik grubudur.
Bircok gesidi ve kisiden kisiye farklilik olusturmasi nedeniyle de tedavi planlarini
zorlastirmaktadir. Cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi haricinde hedefe ydnelik

tedavi ve gen tedavileri calismalari artmaktadir.

Bu nedenle, bu timér hicrelerini daha etkili bir sekilde hedefleyebilen ve
nuksetme insidansini azaltabilen yeni ilaglara kritik bir ihtiya¢ vardir. Bunlardan, en
umut verici yaklasim olan immunoterapi etkili bir terapdtik stratejidir. Son yillarda
pankreas kanseri hastalarinda immiunterapi tedavisi igin telomeraz inhibitérleri
kullaniimistir. Yapilan calismalar, telomeraz aktivitesinin pankreas
adenokarsinomunun prognozunu tahmin edebilecegini ve terapdtik bir hedef

olabilecegini gdstermektedir.

Ftalosiyaninler, aromatik yapisi ve r-elektronlarinca zenginligi sayesinde gugli
kimyasal, termal ve foto kararliiga sahip yogun renkli sadlam molekullerdir.
Ftalosiyanin bilesiklerinin telomerik G-Kuadrupleks DNA’ya baglanma o6zellikleri
kanser tedavisinde yeni bir arastirma alanidir (2).

Bu calismada yeni sentezlenen ve molekller docking analizlerinde G-
Kuadrupleks DNA'ya baglanma enerijileri ylksek olarak belirlenen, 2 adet antrakinon
yan zincir tagiyan, ftalosiyanin bilesiklerinin, pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia-

PaCa-2 ve PANC-1) sitotoksik etkisini belirlemek ve telomeraz inhibitoru aktivitelerini



human Telomerazreverse transkriptazin (hTERT) ekspresyon tayini ile

karsilastirilarak yeni aday telomeraz inhibitérlerini gdstermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. TARIHGE

Pankreas tarihte ilk defa cerrah ve anatomist olan Yunan Herofilus (MO: 335-
280) tarafindan tanimlanmistir. Endokrin hlicre kiimeleri ise bir tip 6grencisi olan
Langerhans tarafindan 1869'da tanimlanmis ve Langerhans adaciklari olarak

adlandiriimistir (3).
2.2. PANKREAS EMBRIYOLOJISI

Pankreas fetal hayatin dérdincu haftasinda gelismeye baslar. Dorsal tomurcuk
pankreas basinin st kismi, boyun, gévde ve kuyruga dénlsur. Ventral tomurcuk ise
pankreasin geri kalan kisimlari olan pankreas basinin alt kismi ve unsinat prosese
donusur (4). Ventral tomurcuk Wirsung kanalini olusturur. Dorsal tomurcuk Santorini

kanalini olusturur (5).
2.3. PANKREAS ANATOMISI

Pankreas duodenumun C seklindeki halkasindan dalagin hilusuna oblik sekilde
uzanir. Pankreasin derin yerlesimli ve retroperitonda her taraftan ¢evrelenmis olusu
nedeniyle pankreatik patolojiler zor lokalize olmaktadir (5). Pankreas dért anatomik
bdlimden olusur; bas, boyun, gévde ve kuyruk. Pankreas bas kismi orta hattin hemen
saginda, vena kavanin hemen éninde ve transvers kolon mezosunun arkasindadir.
Uncinat proces ise pankreas basindan c¢ikip siperior mezenterik venin (SMV)
arkasina uzanir ve superior mezenterik artere (SMA) bitisik olarak sonlanir (4).
Pankreasin boyun kismi pankreas basi ve gdévde kisminin arasinda olup nispeten
daha kisadir. Pankreasin gdvdesi ikinci lumbal vertebranin (zerinden geger ve
splenik arter ve venin hemen 6ninde yer alir (5). Tamamen periton ile kapli olan
pankreasin kuyrugu sol taraftaki bébredin éniinde ve burada dalak hilusu ve sol

kolonun fleksurasiyla yakindan iligkilidir (6).
2.3.1. Pankreasin Vaskiiler Anatomisi

Pankreas kan akimi c¢Olyak trunkus ve SMA dallarindan gelmektedir.
Gastroduodenal arter duodenumun inferiorunda anterior ve posterior superior
pankreatikoduedenal arter dallarini verir. SMA, pankreas boynundan gecgerken
pankreas boynunun inferior kenarinda inferior pankreatikoduodenal arterini verir. Bu

arter hemen anterior ve posterior inferior pankreatikoduodenal arter dallarina ayrilir.



Ayrica SMA’nin dali olan inferior pankreatik arteri pankreas gdvde ve kuyruk
kesimlerinin uzun aksi boyunca splenik arter ile birlestiren 3 tane damar bulunur.
Bunlar lateralden mediale dodru kaudal, blylk ve dorsal pankreatik arterlerdir. Bu
arterler pankreas gévde ve kuyruk bdlgelerinin iginde olusturdugu arklar ile organin

zengin kan akimindan sorumludurlar (5).

Pankreasin vendz dolasimi ise arteryal dolagimi takip eder ve arterlere gore
daha yuzeyeldir. Pankreas basi anterior ve posteriorunda vendz arklar bulunur.
Superiorda ven6z drenaj portal venin posterior ve lateraline drene olurken, posterior
inferior ark ise inferior mezenterik vene (IMV) drene olur. Anterior inferior
pankreatikoduodenal ven, sag gastroepiploik ven ve middle kolik ven ile birlesip ortak
venoz trunkus olusturarak SMV’ye drene olur (4). Geriye kalan pankreas gévde ve

kuyruk kesiminin drenaji ise splenik vene olur (4, 5).
2.3.2. Pankreasin Lenfatikleri

Pankreasin lenfatik drenaji oldukga genis ve yaygindir. Lenf damarlari ve lenf
nodlari arasi iliski zengin oldugundan pankreas timorleri etrafa hizlica yayilir. Lenf
nodlar distal safra yolunda, pankreas basi arkasinda mezenterik venin pankreas
altindan gegctigi bdlgede cikan hepatik arter ¢evresinde, splenik arter ve splenik ven
cevresinde palpe edilir. Pankreasin bu kadar yaygin bir sekilde lenfatik dolagiminin

olmasi, kanserlerinin kotl prognoza sahip olmasi ile iligkilidir (4, 5).
2.3.3. Pankreasin Sinirleri ve innervasyonu

Pankreas c¢oOlyak pleksustan ayrilan sempatik ve parasempatik sinirlerce
innerve edilir (6). Pankreas ayni zamanda somatostatin vazoaktif intestinal peptid
kalsitonin gen iliskili peptid ve galanin gibi salgilanan gesitli amin ve peptitlerce
uyarilan néronlar tarafindan da inerve edilir. Pankreasta ayrica agrilardan sorumlu
affarent sinir lifleri agisindan da zengindir. Bu somatik lifler siperiorda ¢dlyak

gangliyona dogru ilerler (5).
2.4 PANKREAS HISTOLOJiSi VE FizYyoLOJisi

insan pankreasi, endokrin ve ekzokrin fonksiyonu olan karmasik bir salgi
bezidir. Pankreas kutlesinin yaklasik %85’ini ekzokrin pankreas, %10’unu
ekstraselliler matriks, %4’Gni damar ve major kanallar ve %1-2’sini ise endokrin doku

olusturur (4).



2.4.1. Ekzokrin Pankreas

Pankreastan giinde yaklasik 500-800 ml renksiz, kokusuz, alkali ve izoosmotik
sivi salgilanir. Bu sivi asiner hicre ve kanal hicrelerinden salinan sekresyonlarin
karisimidir. Asiner hiicrelerden 3 tip besinin sindirimi icin gerekli olan amilaz, lipaz ve
proteaz salgilarlar (7).Tripsin diger proteolitik enzimleri aktive ettiginden asiner hucre
icinde salgilanan inhibitérlerin varhigi ile baskilanir. Bu tripsinojenin erken
aktivasyonuna karsi koyarak asiner hucreleri oto sindirimden korur. Pankreas
sekratuvar tripsin inhibitord, serin proteaz inhibitoru Kazal tip 1 (spink1) geni
tarafindan kodlanir. Bu gen mutasyonlari 6zellikle ¢cocukluk ¢agi kronik pankreatit

gelisimi ile iligkilidir (5).
2.4.2. Endokrin Pankreas

Endokrin pankreasin ana fonksiyonu glukoz metabolizmasini dizenlemektir.
Bunu saglayan endokrin salgilar langerhans adaciklarinda bulunan hicrelerden
salgilanir (5). Langerhans adaciklarinda 5 tip ana hiicre bulunmaktadir. Bunlar
glukagon salgilayan alfa hicreleri, insilin salgilayan beta hiicreleri, somatostatin
salgilayan delta hucreleri, ghrelin salgilayn epsilon hiicreleri ve pankreatik polipeptid

salgilayan PP hacreleridir (4, 5, 8).

Hipoglisemi, arginin ve alanin aminoasitleri glukagon salinimini artirirken
hiperglisemi, insilin, somatostatin, glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) glukagon
salinimini inhibe eder (4, 9). Glukagon, GLP-1, gastrik inhibitér peptit (GIP),
kolesistokinin (CCK) insulin salinimini artirirken somatostatin, amilin, pankreastatin
insulin salinimini inhibe eder. Kolinerjik ve beta sempatikler insdlin salinimini
uyarirken alfa sempatikler inhibe eder (4, 10). Somatostatin, gastrointestinal
sekresyonlarin inhibisyonuna neden olur. Bu yonlyle sentetik analoglarin pankreas

fistll ve enterik fistullerin kapanmasini hizlandirdigi gosterilmistir (5, 11).

Toplam adacik kitlesinin %1’ini olusturan epsilon htcreleri ghrelin Uretirler (8).
Ghrelin ayni zamanda mide fundusunda da bulunan istah agici bir hormondur.
Ghrelinin glukoz ve inkretin hormonlarinin beta hucre yanitini azaltarak karacigerde

insulin etkisini bloke ettigi gosterilmigtir (12).

Pankreastan salgilanan 5 ana peptide ek olarak adaciklardan salgilanan amilin
pankreastatin gibi bir takim peptidler ile vazoaktif intestinal peptid (ViP), galanin,

seratonin gibi néropeptitler de vardir. VIP, insilin salinimini uyaran mide salgisini



fizyolojik seviyelerde inhibe eden 28 aminoasidlik bir peptitdir. 37 aminoasitlik bir
peptit olan amilin beta hucrelerinden salgilanir ve insilin sekresyonunu inhibe eder.
Pankreastatin ise insulin salinimini inhibe eden, glukagon salinimini artiran adacik

hucrelerinden sentezlenen bir peptiddir (13).
2.5. KANSER

Kanser, saglkh hicrelerin kontrolsiiz c¢odalan apoptoza karsli direng
go6stermeleri sonucu molekiler duzeydeki farkliliklarla beraber hicresel motilite ve
invazivitede degisiklikleri iceren ¢ok asamali bir sirectir. Kanser olimlerinin ana
nedeni metastazdir. Metastaz, mikrocevre destegi sayesinde kanser hicrelerinin
dolasim sistemi araciligiyla uzak organlara kolonizasyonu ve gelisimini igerir.
Kanserin, kontrolstiz proliferasyon ve metastatik yayilimindaki en dnemli nedeni
genomik degisikliklerdir. Kanser arastirmalari ve gelecekteki potansiyel tedavilerinde,
hastaligin klinik 6zellikleri ile molekuler yapisi arasindaki iligkilerin agiga g¢ikmasi
onem tasimaktadir. Ayrica yuksek 6lim oranlari ve her yil diinya ¢gapinda milyonlarca
Kisinin 6lumU nedeniyle kanser bilim dunyasinda aragtirmanin en cok yapildigi
hastalik grubu olmustur. Bir¢ok ¢esidi ve kisiden kisiye farklilik olusturmasi nedeniyle

de tedavi planlarini zorlagtirmaktadir.
2.5.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri insidansi bolgelere ve populasyona goére degiskenlik
gOstermekle birlikte kanser Olumlerinin giderek yayginlasan bir nedeni haline
gelmektedir (14). Yapilan galismalarin dogrultusunda, pankreas kanserinin 2030
yihna kadar Amerika Birlesik Devletleri'nde kansere bagl olumlerin dérdincu en

onemli nedenlerinden ikincisine yukselecegini tahmin etmektedir (15, 16).

GLOBOCAN tarafindan 2020 yilinda yapilan bir ankete goére, yeni Pankreatik
Duktal Adenokarsinom (PDAK) vakalarinin sayisi 495.773 olup, en yaygin kanserler
listesinde on dorduncu sirada yer almaktadir. Bununla birlikte, PDAK'a bagh dlimlerin
sayisi yilda 466.003'tUr. Bu onu kanser olumlerinin yedinci 6nde gelen nedeni
yapmaktadir (16, 17). PDAK ile iligkili 6lum orani Ulkeler arasinda da farklilik gdsterir.
Avrupa, en yiksek PDAK 6lim oranina (100.000 kisi basina 7,2 6lum) sahiptir ve onu
Kuzey Amerika (100.000 kisi basina 6,5) izlemektedir. Dogu Afrika en distik PDAK
O0lum oranina sahiptir (100.000 kisi bagina 1.2). PDAK insidansi erkeklerde
(100.000'de 5.7, 262.865 vaka ile) kadinlara gére (100.000'de 4.1, 232.908 vaka ile)
biraz daha ylksektir. Ulkelere gére PDAK mortalitesi karsilagtirildiginda, erkeklerde



ve kadinlarda 6lim oranlari en yiksek Macaristan'da (erkeklerde 10,3, kadinlarda
6,4) ve Uruguay'da (erkeklerde 9,6, kadinlarda 6,3) bulunmustur (Sekil 2. 1) (16).
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Sekil 2.1 :Dinyada 2020'de pankreas duktaladenokarsinomundan tahmini insidans ve mortalite
GLOBOCAN 2020 a) pankreas duktal adenokarsinomu insidansi; b) pankreas duktal adenokarsinomiu
hastalarin 6lim orani (16)

En agresif kanser tlrlerinden biri olan pankreas kanseri dlsuk insidansa sahip
olmasina ragmen ylksek mortalite oranina sahiptir. Kanser tedavilerinde ilerlemeye
ragmen, sagkalim orani son on yilda degismeden kalmistir (18). Bir yillik sagkalim
orani % 20 olan pankreas kanseri hastalarinin 5 yillik sagkalim orani ortalama %7°dir.
Dunyada yaygin kanser gesitleri arasinda 14. sirada, kansere bagli dlumlerin 7. 6nde
gelen nedenidir (19). Kétu prognozun asil nedeni; yeri nedeniyle sinsi buyime,
spesifik olmayan semptomlar ve erken tani icin hassas ve spesifik yontemlerin
bulunmamasidir. Bilim insanlar ilerleyen zamanlarda pankreas kanserinde 6lim
sayisinin artacagini disinmektedir. ABD'de kanserden Olum sebepleri arasinda
Uglnci sirada olan hastaliktan her yil diinyada asagi yukari 227.000 kisi 6lmektedir.
2030 yilina gelindiginde kanser 6lum nedenleri arasinda ikinci sirada olmasi
beklenmektedir (19).

Tarkiye’de erkeklerde gorulme insidansi 2002 yilinda yuz binde 3,1 iken, 2016
yilinda 5,7’ye ylUkselmistir. Kadinlar da ise bu oran 2016 yili icin 3,6’dir. Turkiye‘de
erkeklerde en sik goriilen 10 kanserden biri olup bu cinsiyette tim kanserler igindeki
orani %2,2'dir. Tirkiye istatistik Kurumu’nun (TUIK), 2021 yili 6lim sebebi istatistik

verilerine gore 2021 yilinda pankreas malign timaoru sebebiyle 4920 tane 6lim vakasi



g6rilmus, bu malign timorler sebebiyle gerceklesen élumler icinde % 6’lik bir orana
sahiptir (20). Pankreas tumorleri igin morfolojik ve patolojik yonden %95 ten fazlasi

ekzokrin kaynakli %5 den azi endokrin kaynakhidir (21).
2.5.2. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri
Sigara

Pankreas adenokarsinomu icin en yaygin risk faktérlerinden biri sigaradir (22).
Yapilan c¢alismalar, sigara icenlerin icmeyenlere gére 2.2 kat pankreas kanseri

riskinde artisa sahip oldugunu gdstermistir (23).
Alkol

Pankreas kanseri ile alkol arasindaki iliski yapilan ¢alismalarda tuketilen alkol
miktari ile iligkili bulunmustur. Ginde 30 gram veya daha fazla alkol tiketimi ile orta

dizeyde bir pankreas kanseri riskinde artis bulmustur (24).
Obezite

Obezite artmis pankreas kanseri riski ile iligkili oldugu calismalarda gorilmustar.
Fiziksel hareketsizlik de pankreas kanseri riskinin artmasiyla iligskilendirilmistir (25).
Genellikle orta veya geg yetiskinlikte élgtlen vicut kitle indeksi (BMI), cogu calismada

pankreas kanseri insidansi ve mortalitesi ile pozitif olarak iliskilendirilmistir (26).
Cinsiyet

Dinya genelinde pankreas kanseri erkeklerde kadinlardan daha fazla goralur.
Erkek kadin mortalite ve morbidite oranlarinin 1'i gegctigi géz énine alindiginda,
hamilelik, adet donglsu, oral kontrasepsiyon ve hormon replasman tedavisi ile iligkili
kadin hormonlarinin rol oynadigi disinilmus fakat calismalar sonucunda bu
hipotezler desteklenemediginden pankreas kanseri gelisiminin Greme faktorleri ile

iliskili olmadigi kanisina variimistir (27).
Yas

ik otuz yilda pankreas kanseri nadirdir, ancak 30 yasindan itibaren insidansi
onemli élgtde artar ve adenokarsinomlarin %80'inin teghis edildigi yedinci ila sekizinci

dekatta zirveye ulagir. Ortalama tani yagi 65'tir (28).



Etnik Kéken

Irk farkhhklari ile ilgili olarak, pankreas kanseri Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
Afrikali Amerikahlarda, Kuzey Avrupa sakinlerinde, Hawaii'de Polinezyalilarda ve
Yeni Zelanda'da Maorilerde en yuksek insidansi goéstermektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, Afrikali Amerikan nifusunun 6lim orani, Kafkas nifusundan 1,4 kat
daha fazladir (28). Afrikali Amerikalilar icin pankreas kanseri insidans oranlari
Kafkasyalilardan daha yuksekken, Asyali Amerikallar ve Pasifik Adalilarinda en
dusuktdr. Genel olarak, siyah insanlarda pankreas kanseri orani riski, diger irk

gruplarina goére yuksektir (29).
Kan Grubu

ABO kan grubu ABO sisteminin antijenleri, kirmizi kan hicresi zarlarinin yani
sira birka¢ diger normal ve patolojik hicre ve dokularin ylzeyinde ifade edilir.
Dunyanin farkh yerlerinde yapilan calismalar sonucunda A, B ve AB kan grubuna
sahip bireyler 0 grubuna kiyasla karsilastirildiginda artmis pankreas kanseri riski

bulunmustur (29).
Diabetes Mellitus

Tip 2 diabetes mellitus, bir dizi epidemiyolojik caligmada pankreas kanseri riski
ile iligkilendirilmistir. Ayni zamanda yeni baslayan diyabet de potansiyel bir hastalik
belirtisidir. Bununla birlikte, 10 yil veya daha uzun siredir diyabeti olan bireylerde
pankreas kanseri icin bazi artmis riskler bildirilmistir (30). Uzun suredir diyabeti olan

hastalarda pankreas kanseri riskinde yaklasik 2 kat artis oldugu bildirilmistir (31).
Kronik Pankreatit

Kronik pankreatit, PDAK dahil olmak tzere pankreas malignitesi igin iyi bilinen
bir risk faktoradur. Yapilan geriye donuk caligmalarda, kronik panreatitli hastalarda

pankreas kanseri riskinin 14 kat arttigini bulunmustur (32).

Aile Oykiisii

Epidemiyologlar, aile dykusunun genetik yatkinliklarin, paylasilan ¢evrenin ve
ortak davranislarin sonuglarini yansittigini bilerek, genellikle birinci derece

akrabalarin aile dykisini genetik risk igin bir belirte¢ olarak kullanmiglardir (33).



Pankreas kanserinde hastalarin %10 kadarinda ailesel bir temele sahiptir. Bir
dizi klinik ortamda pankreas kanserine kalitsal bir yatkinlik gérulir. Peutz-Jeghers
sendromu (PJS), melanom pankreas kanseri sendromu (MPCS) veya ailesel atipik
multipl mol melanomu sendromu (FAMMM), kalitsal meme ve over kanseri (HBOC)
gibi birgok kalitsal kanser sendromunun artan pankreas kanseri riski ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Bunlarla beraber daha az dlgtide olmak Gzere Lynch sendromu (LS) ve
ailesel adenomatdz polipozis (FAP) de artmis pankreas kanseri riski mevcuttur. Ek
olarak, kalitsal pankreatit veya kistik fibrozlu hastalarda artmis pankreas kanseri riski

mevcuttur.

PJS, gastrointestinal sistemin karakteristik hamartom polipleri ve mukokutanéz
melanin pigmentasyonu ile otozomal dominant kalitsal bir hastaliktir. Tum PJS
hastalarinin neredeyse yarisinda serin/treoninkinaz 11/liverkinaz B1 (STK11/LKB1)
timor baskilayici gen mutasyonlarini barindirir. Bu gen htcre polaritesini ve
metabolizmasini diizenleyen bir serin/treonin (S/T) kinazi kodlar. Etkilenen bireylerin

yasam boyu kumdulatif olarak pankreas kanseri (PK) gelistirme riski %36'dir (34).

FAMMM, iki veya daha fazla birinci veya ikinci derece akrabada atipik nevus ve
malign melanom olusumu ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir.
Melanomlarin yaklasik %10'u ailesel bir kiimelenme paternine sahiptir ve CDKN2A
tumor baskilayici gendeki mutasyonlar bu ailelerin kabaca %40'inda tanimlanmistir.
PK, CDKN2A mutasyonlarina sahip akrabalarin énemli bir kisminda gézlenmigtir ve

yasam boyu PK gelistirme riskinin %17 oldugu bulunmustur.

HBOC, baska bir otozomal dominant kalitsal kanser sendromudur ve BRCA1
ve BRCA2 genlerindeki germ hatti mutasyonlarindan kaynaklanir. BRCA2 mutasyon
tasiyicilari meme, overve prostat kanseri riskinin yani sira 3.5-10 kat artmis PK riskine
sahiptir. BRCA1 mutasyon tasiyicilari igin bildirilen pankreas kanseri riski ise normal

populasyonun 2,5 katidir (34).

Herediter nonpolipozis kolorektal karsinom sendromu olarak adlandirilan Lynch
sendromuna, MSH2 (MutS homolog 2), MLH1 (MutL homolog 1), MSH6 ve PMS2
(Protein Mismatch repair System component homolog 2) yanhs eslesme onarim
(MMR) genlerindeki mutasyonlar neden olur. MMR genlerinde mutasyon olan
bireylerde %5 ile %10 arasinda degisen bir PK gelistirme riski vardir. Ayrica hem
MLH1 hem de MSH2 tagiyicilarinda PK riski yedi kat artmaktadir (28, 34).
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FAP, ylzlerce ile binlerce kolorektal adenomatéz polipin erken gelisimi ile
karakterize edilir; bu poliplerin bazilari kaginiimaz olarak maligniteye ilerler ve 40
yasina kadar neredeyse %100 kolorektal kanser riski vardir. Desmoid, duodenum,
tiroid, beyin, ampullar, pankreas ve hepatoblastom tumorleri dahil olmak Uzere
ekstrakolonik kanser riski de yuksektir. FAP'a, bir tumor baskilayici gen olan APC
(adenomatdz polipozis koli) genindeki mutasyon neden olmaktadir. Yapilan

calismalarda, FAP'da goreceli PDAK riskinin 4,5 ile 6 kat oldugu rapor edilmigtir (22).

Kalitsal pankreatit, hastalarin ¢ocuklukta baglayan ve tipik olarak erken
erigkinlik ddneminde pankreas yetmezIigi ile sonuglanan tekrarlayan akut pankreatit
ataklarindan muzdarip oldugu, nadir gérulen kaltsal bir pankreatit formudur. Katyonik
tripsinojen genindeki (PRSS1) mutasyonlar, otozomal dominant bir forma neden
olurken, SPINK1 mutasyonlar ise otozomal resesif bir kalitsal pankreatit formuna
neden olur. Herediter pankreatitli hastalarin normal populasyona gére pankreas

kanseri gelisme riski 58 kat faha fazladir (23).

Kistik fibroz, Kistik Fibrozis Transmembran Gegirgenlik Regulatori (CFTR)
genindeki mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif gegisli bir hastaliktir ve
viskoz mukus uretimi ile karakterizedir. Bu da solunum yollarini bloke etmenin yani
sira pankreas kanalinin tikanmasina da yol acarak iltihaplanma riskini artirir. Bu

hastalar artmis kronik pankreatit ve pankreas kanseri riski altindadir (28).
2.5.3. Pankreas Kanseri Tiirleri
Endokrin Pankreas Neoplazileri

Pankreasin endokrin dokusunda olusan ve malignite yapan pankreasin
néroendokrin tumdrleri (NET), adacik hicresi timorleri olarak da bilinir (35). Ender

olarak goérulen bu tiumoérlerin prevelansi yaklasik 100.000 kisiden birdir (36, 37).

Bu timorler, B hiicreleri ve a hicreleri de dahil olmak Uzere pankreas adacik
hicrelerinden kaynaklanir. Pankreasta, bu timorler siklikla ylksek seviyelerde
insulin, gastrin, glukagon ve VIP olmak (izere pankreas hormonlarini tiretirler. Bunun
sonucunda da sendromlar ortaya cikabilir (36, 38). Fonksiyonel NET'ler iginde,
instlinomalar %42, gastrinomalar %24, glukagonomalar %14, VIPomalar %10,
somatostatinomalar %6 oraninda gorulurken geri kalan ektopik ve ¢oklu hormon

ureten neoplazmalar daha nadirdir (37).
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Ekzokrin pankreas neoplazileri

Pankreas kanserinde meydana gelen en yaygin malignite ¢cogu pankreas
basinda olmakla birlikte duktal adenokarsinomdur. Pankreas adenokarsinomlarinin
yaklagik %60-70'i pankreasin baginda ortaya c¢ikar, geri kalani gévdede (%15) ve
kuyrukta (%15) bulunur (39).

2.5.4. Pankreas Kanseri Patofizyolojisi

Pankreatik duktal adeno karsinom (PDAK) olarak adlandirdiimiz pankreas
adenokarsinomunu daha iyi tanimlamak icin molekller patogenezisin ve
karsinogenezin iyi anlasilabilmesi gerekmektedir. Bu patogenezezis ve
karsinogeneziste, neoplastik invaziv olmayan lezyonlar bir dizi asama ile invaziv
lezyonlara donusur. Bu gelisimde pankreatik intra epitelyal neoplaziler (PanIN), intra
duktal papiller misin6z neoplaziler (IPMN) ve misindz kistik neoplaziler (MCN) olmak
Uzere 3 adet oncl lezyon mevcuttur. Bu lezyonlarin kendilerine 6zgl patolojik, klinik
ve molekuler 6zellikleri vardir (40). Burada bahsedilen 6ncl lezyonlarin erken tespiti
ve tedavisi muhtemelen hastalari invaziv pankreas kanserine ilerlemekten kurtarabilir.
invaziv pankreas karsinomunun Ug¢ farkli morfolojik yolunun modeli sekilde

gOsterilmistir (Sekil 2.2) (41). PanIN'ler bu lezyonlarin en yaygin olanlaridir (42).

[ —
— < L

PaniN-1A 1PN MO
lezyon
PMN MCnN
:'“N“ B dusuk dereceli dustk dereceli
displazi displazi
1PMN MCN
:’B"'N'z orta diazey orta dizey
ezyon displazi displazi
iPMIN MCN
v viksek dereceli viksek dereceli
displazi displazi
invaziv Pankreatik Karsinom

Sekil 2.2:invaziv pankreas karsinomunun (i¢ farkli morfolojik yolu (41)
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Pankreas intraepitelyal Neoplazi (PanIN)

Bir PDAK'nun en o6nemli ve iyi bilinen oncisl pankreas intra epitelyal
neoplazisidir (PanIN). PanlIN histolojisinde, kliguk intralobdler pankreas kanallarindan
kaynaklanan mikroskobik genellikle 5 mm den kiglk diz veya papiller bir
lezyonlardan bahsedilir. PanIN'ler, sitonukleer ve mimari atipinin derecesine gore Ug¢
dereceye ayrilirlar. Minimal sitolojik ve mimari atipi olan duslk dereceli lezyon olan
PanIN-1 kendi icinde ikiye ayrilir. PanIN-1A lezyonlari bazal olarak yuvarlak ile oval
Uniform c¢ekirdeklere sahip kolumnar misindz htcrelerden olusan diiz bir epitele
sahiptir. PanIN-1B ise papiller mimariye sahiptir. PanIN-2 lezyonlari, erken nuikleer
polarite kaybi, psodostratifikasyon ve hiperkromazi dahil olmak Ulzere daha fazla
mimari karmasikliga sahiptir ve tUmu orta dereceli displazi ile uyumludur. Yiksek
dereceli PanIN'ler (PanIN-3) siddetli sitolojik ve mimari atipi ile karakterizedir.
Lezyonlarindaki mimari degisiklikler, diiz epitelden ziyade papiller, bazen Iimen
nekrozu ve kimeler arasinda kribriform mimariyi igerir. PanIN-3 lezyonlarinin hala
bazal membran iginde sinirli oldugunu ve neoplastik epitel hiicrelerinde invaziv bir

bayime olmadigini belirtmek gerekir (43).

Sekilde goruldigu gibi PanIN’lerde erken genetik degisikliklerden telomeraz
kisalmasi, KRAS aktivasyonu sonucunda ug¢ timor baskilayici genin [p16/CDKN2A,
timor proteini 53 (TP53) ve SMAD aile Uyesi 4 (SMAD4/DPC4)] inaktivasyonu
pankreas kanseri olusumu ile ilgilidir (Sekil 2.3). p16/CDKN2A'nin inaktivasyonu,
erken PanIN asamalarinda saptanabilirken, TP53 ve SMAD4/DPC4'lin inaktivasyonu,
tumar ilerleme modelindeki daha sonraki degisikliklerle iligkilidir (21, 44, 45).

[ ‘7
r L

e ee—

el Telomer isalmasi, KRAS =t
A c;;le Hipermetilasy;\ }
— 1l mucsacH
L P16/CDKN2
— MUC] — | |
B TP53, SA\lfl;AD4/DPC4—-

Sekil 2.3:PanlN ilerleme modeli sirasinda molekuler degisikliklerin 6zeti (41)
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intraduktal Papiller Miisinéz Neoplazm (IPMN)

IPMN'ler, blylk pankreas kanallarinda ortaya c¢ikan epitelyal muisin Ureten
timorlerdir. IPMN'ler tanim geregdi 5 mm den bulylk ¢aptadirlar ve tipik olarak mevcut
kanal altyapisini genisleten papiller proliferasyonlarla karakterize edilirler. IPMN'ler
genellikle pankreasin basinda bulunur, ancak pankreasin herhangi bir b&limuinu

tutabilir ve bazilari bezin tim uzunlugunu icerebilir.

IPMN'ler makroskobik olarak U¢ gruba ayrilabilir: %10-35'i ana pankreas
kanalinda (MD), %40-65'i bir dal kanalinda (BD) ortaya ¢ikar ve %15-40'l hem ana
hem de BD'leri (karma tip) icerir. IPMN'nin histolojik ve immiinohistokimyasal
Ozelliklerine gore intestinal, pankreatobiliyer, onkositik ve gastrik alt tipleri ayirt edilir.
Histopatolojik alt tiplerin ayirici tanisi, transmembran proteinlerinden MUC (musin)
ekspresyonunun (MUC1, MUC2, MUC5AC ve MUCBG6) ve bagirsak belirteci olan
homeobox transkripsiyon faktord CDX-2'nin histomorfolojik ve immunohistokimyasal

analizi ile gergeklestirilir (41).

BD-IPMN'lerin ¢ogunda gastrik-foveolar histoloji bulunurken, intestinal,
pankreatobiliyer ve onkositik histolojiler daha ¢ok ana kanal tipi IPMN'lerde goralir.
Cogu bagirsak tipi olan MD-IPMN tipinde yalanci ¢ok katli sGtunlarla kapli papillalar,

puro sekilli cekirdekleri ve musin gibi apikal kadehi olan hlicreler mevcuttur (46).

invaziv olmayan IPMN'ler, mimari ve sitolojikatipinin derecesine gdre histolojik
olarak, hafif displazili IPMN (IPMN adenomu), orta derecede displazili IPMN ve
belirgin displazili IPMN (karsinoma in situ) olarak derecelendirilir. Ana kanal IPMN'leri
daha yuUksek derecelerde displaziye sahip olma egilimindedir ve dal kanali tipine

kiyasla daha sik invazivkarsinom ile iligkilidir (47).

Artan displazi dereceleri ile Kirsten Rat Sarkoma (KRAS) gen mutasyonlarinin
sikhgi dogru orantihdir. TP53 ve p16/CDKN2A gen inaktivasyonunun rapor edilen
sikhgi degiskendir. Ancak, SMAD4 gen mutasyonlari nispeten daha nadirdir (48).

Gastrik-foveolar IPMN'ler, mide mukozasinin foveolar epiteline benzeyen epitel
ile doselidir. Neoplastik epitel hicreleri, kicik bazal yonelimli ¢ekirdeklere sahip
apikal musin igerir. Epitel genellikle dizdur ve tek bir hicre katmanindan olusur,
ancak neoplastik epitel papilla olusturabilir. Mitozlar nadirdir ve cogu lezyonda dusuk
dereceli displazi vardir, ancak %10'unda orta ya da ylksek dereceli displazi

mevcuttur. imminohistokimyasal olarak neoplastik epitel, MUC5AC ve MUCB'yI
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eksprese eder, ancak MUC1 ve MUC2'yi eksprese etmez. MUC4, daha yuksek
dereceli displazili lezyonlarda eksprese edilir (49).

Miisinéz Kistik Neoplazm (MCN)

MCN'ler, pankreasin musin Ureten ve septali kist olusturan epitelyal neoplazisi
olarak tanimlanir ve belirgin bir yumurtalik tipi stromaya sahiptir. Genellikle
soliterdirler ve boylari 5 ile 35 cm arasinda degisir, kalin bir fibrotik duvara sahiptir ve
duktal sistemle iletisimi yoktur. MCN'ler diger 6nci lezyonlara gore daha nadirdir.
Kadin erkek orani 20:1'dir. Ortalama tani yasi 40 ila 50 arasindadir. Vakalarin %95-

98'inde neoplazmin yeri pankreasin goévdesi ve kuyrugundadir (50, 51).

Makroskopik bakida periferik Kkalsifikasyon ve papiller proliferasyon ile
kalinlasmis bir duvar, vaskuler tutulum ve hipervaskuler patern, malign degisiklikleri
olan MCN'yi dusundurir. MCN'deki displazinin derecesi minimalden siddetliye ve

hatta fokal invaziv bluylimeye kadar degisebilir (49).

Hucre atipi derecesi ile birlikte p53 ekspresyonu ve KRAS mutasyonu artar.
MCN'lerin buyuk ¢ogunlugu (%70-80) dusuk derecelidir. Cerrahi olarak rezeke edilen
noninvaziv MCN'si olan hastalar rezeksiyondan sonra tam anlamiyla iyilesir. MCN ile
iliskili invaziv karsinomu olan hastalarda 5 yillik sagkalim orani, invazyon derecesine
bagli olarak yaklasik %50-60'tir (50).

2.5.5 Pankreas Kanseri ve Genetik

Tdm gen dizi calismalarinda, PDAK'In dort yaygin genetik degisiklikle
karakterize molekiler olarak heterojen bir hastalik oldugunu ortaya koyulmustur.
Bunlar onkojenik KRAS mutasyonu ve tumor baskilayict Sikline Bagimh Kinaz
inhibitérii 2A (CDKN2A), pankreas karsinomunda silinmis 4. Lokus geni (SMAD4) ve
TP53’Un inaktivasyonudur. Bununla birlikte, sayisiz ek gen, timdr alt kiimelerinde,
tipik olarak ¢ok dusuk bir frekansta (<%10) mutasyona ugrar. Bu seyrek degisikliklerin
daha fazla analizi, bunlarin KRAS, Transforme edici bliyime faktori-B (TGF-B) yani
sira S-faz girisi, aksonal rehberlik, kromatin yeniden sekillenmesi, DNA ve RNA
onarimi dahil olmak gibi az sayidaki yolak ve hucresel surecte birlestiklerini ortaya
cikarmistir. Genetik olarak dedistiriimis bu yollar arasindaki etkilesimlerin PDAK
ilerlemesine nasil katkida bulundugunu anlamak, hastahgi tedavi etmek icin daha

secici ve etkili terapotik yontemlerin gelistiriimesinde kilit bir hedeftir (44).
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Onkogenler

KRAS, %95'ten fazla pankreas kanserinde mutasyona ugrar ve cogunlukla
kodondaki nokta mutasyonlari tarafindan aktive edilir. KRAS geni 12p3
kromozomunda yer alir ve membrana bagl bir guanozin trifosfat (GTP) baglayici
proteini kodlar. KRAS geni, hicre iskeletinin yeniden sekillenmesi, hareketlilik ve
cogalma dahil olmak Uzere ¢ok cesitli hlicresel aktiviteler sergileyen GTP baglayici
proteinlerin RAS ailesinin bir Gyesini kodlar. KRAS'In aktive edilmis mutasyonlari,
KRAS proteininin dizenlenmis GTPaz aktivitesini ortadan kaldirir. Bu da Mitojenle
aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyalleme kaskadinin yapisal aktivasyonu ile
sonuclanir. MAPK kaskadinda KRAS'tan asagi akista, RAF (Ras aktive edici faktor),
Ozellikle V-Raf murin sarkomu viral onkogen homologu B (BRAF), V600E'nin yanhsg
anlamh mutasyonu ile aktive edilir. KRAS mutasyonlari pankreas karsinogenezinde

erken bir genetik olaydir ve pankreas kanseri igin imza olarak kabul edilir (52, 53).
Tiimér Baskilayici Genler

Kromozom 9p Uzerindeki bir timor baskilayici gen olan p16/CDKN2A geni
P16INK4A ve P14ARF'yi kodlar ve pankreas kanserlerinin yaklasik %95'inde inaktive
edilir. p16/CDKN2A geninin protein Grind olan p16, hicre dongusu ve kaybinin
dizenlenmesinde onemli bir rol oynar. P16INK4A proteini, sirayla retinoblastoma
proteinin fosforilasyonunu engelleyen siklin bagimli kinaz kompleksini inhibe ederek

G1/S kontrol noktasinda hiicre dongusunu duzenler (52).

Kromozom 17p Uzerindeki TP53 tumor baskilayici gen, pankreas kanserlerinin
%75'inde inaktive edilmigtir. TP53, p53 proteinini kodlar ve p53, hiicresel stres
yanitlarinda, o6zellikle DNA onarimini aktive ederek, buylmenin durdurulmasini
indUkleyerek ve hiicre 6limunu tetikleyerek apaptozda énemli bir rol oynar (54). TP53
geninin mutasyonu yoluyla p53 fonksiyonunun kaybi, bu nedenle bir dizi kritik hiicre

fonksiyonunun kaybi yoluyla pankreas neoplazisini tegvik eder (52).
SMAD4

Pankreas kanserinde somatik olarak hedeflenen dérdiinci ana gen, kromozom
18q.84 Uzerindeki SMAD4 timor baskilayici gendir. SMAD4 geninin protein Urlnui
Smad4, Transforme edici buyume faktérli beta (TGFB) hicre sinyal yolunda iglev
gorir. SMAD4 fonksiyonunun kaybi, SMAD4'e bagimli TGF-B yolunu ortadan kaldirir

ve diuzensiz hlcresel proliferasyona yol agar (54, 55).
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Pankreas kanserindeki SMAD4 mutasyonlari, koti prognoz ve daha yaygin
olarak metastatik hastalikla iligkilidir. Bu dort ana gene ek olarak birkag gen, pankreas
kanserinde daha dusik frekanslarda somatik olarak mutasyona ugrar. Bunlardan
genetik olarak inaktive edilmis Ataksi Telenjiektazi Mutated (ATM) genine sahip
kanserler radyasyon hasarina ve poli ADP ribozpolimeraza (PARP) inhibitorine karg!

Ozellikle duyarli olabileceginden dolayi ilging bir terapotik hedefdir (23).

PDAK!'lar ¢esitli blytime faktorlerini ve reseptdrlerini agiri ifade ederler. Blylime
faktort ligand-reseptor etkilesimlerinin aracilik ettigi akis sinyalinin anjiyogenez dahil

olmak uzere PDAK'larin fenotipik 6zelliginde dnemli roller oynadigi digunulmektedir.
Epidermal Biiyiime Faktorii

Epidermal blyume faktorli reseptorleri (EGFR), hicresel proliferasyon ve
hayatta kalma sinyallerine aracilik eden membran reseptor tirozin kinazlardir. EGFR,
PDAK'da asiri eksprese edilir. EGFR'nin bir veya daha fazla ligandinin asiri
ekspresyonu, hastalarda koétl prognozun bir belirteci gibi goérinmektedir. PDAK
EGFR'ye yonelik antikorlar (6rn; setuksimab) ve bunun tirozinkinaz aktivitesinin

inhibitorleri (6rn; erlotinib) PDAK tedavisinde degerlendiriimektedir (56).
Transforme Edici Biiyiime Faktorii-8

TGF-p protein ailesi, 6zellikle hlicresel proliferasyonun inhibisyonu olmak tizere
karmagsik bir dizi fonksiyonla iligkilidir. Pankreas kanseri hucrelerinde
DPC4/SMAD4'in inaktivasyonu, onlarin TGF-B'nin buylime &nleyici etkilerinden
kagmalarina izin verebilir. TGF-B sinyalinin varsayilan promalign etkileri, invazyon ve

anjiyogenezin tesvik edilmesini icerir (56).
Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii

Vaskiler endotelyal biytime faktért (VEGF), endotelyal hiicre proliferasyonunu
dolayisiyla anjiyogenezi destekler. VEGF, pankreas kanseri hlcreleri tarafindan ve

pankreas kanseri dokularinda asiri eksprese edilir (56).
2.5.6. Pankreas Kanserinde Sinyal Yolaklari
Raf/Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinaz (MAPK) Kaskad

Hem aktive edici KRAS mutasyonlari hem de buyime faktoéri reseptoéra ligand

etkilesimleri, pankreas kanserinde bu kademenin aktivasyonu ile alakalidir. Aktive
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Ras, serin/treonin kinazlarin Raf ailesini aktive eder, sonra bir dizi fosforilasyon olayi
yoluyla MAPK'y1 ve onun akis asagi efektor hiicre disi sinyalle ilgili kinazi (ERK) aktive
eder. Substratlarinin ERK aracili fosforilasyonu hucre proliferasyonunu, hayatta
kalmasini ve farklilagsmasini destekler. Bu yolun yapisal aktivasyonu pankreas
kanseri hicrelerinin blyimesine, hayatta kalmasina yol agar. Ras'in kendisini hedef
almak zor olsa da, tedavileri ydnlendirilmis bu yolun asagi akis efektdrleri daha fazla

arastirmayi hak ediyor (56, 57).
C-Met / Hgf Sinyal Yolaklari

Protoonkogen c-met, bir transmembran olan reseptér tirozinkinaz ailesinin bir
Uyesini kodlar. Met reseptorl, hepatosit blylime faktori/sagiima faktoriine (HGF/SF)
baglanir ve bu faktdr tarafindan aktive edilir. Bu da proliferasyonun artmasina,

motilitenin degismesine ve invazyonun artmasina neden olur (58).
PTEN / PI3K / AKT Yolu

Kromozom 10'da silinen fosfataz ve tensin homologu PTEN, onkojenik PI3-
K/Akt sinyal yolunun negatif diizenleyicisidir. Pten fosfatazin timér baskilayici islevi,

P13-K/Akt sinyal yolunun antagonizmasi ile ilgilidir (59).

Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) sinyali, diger blylme faktérl ile aktive olan
tirozinkinaz yollarinin yani sira Ras tarafindan da aktive edilebilir. Bu yolun efektérleri,
PDAK'larda aktive edilir. Bu, hicre proliferasyonu, hayatta kalma ve kemorezistans
sinyallerine aracilik eder. Rapamisinin memeli hedefinin (mMTOR) inhibitorleri bu yolun

asagi akis bilesenlerini hedeflemek igin etkili bir strateji olabilir (58, 59).
2.5.7. Pankreas Kanseri Tanisi
Klinik Bulgu ve Semptomlar

Sinsi olarak ilerleyen pankreas kanserinde ilk bagvuru belirtileri tGmorin
lokalizasyonuna goére degisebilir. Bu kanserlerin  %90'indan fazlasi duktal
adenokarsinomlardir ve Ugte ikisinden fazlasi pankreasin basinda meydana gelir.
Karin agnisi, sarilik, kasinti, koyu renkli idrar ve akolik digki, karin icindeki
biliyeragacin tikanikligin bir sonucu olarak belirtiler gosterebilir. Pankreatik govde
veya kuyruk kanserlerinin spesifik olmayan bulgulari arasinda aciklanamayan kilo
kaybi, anoreksiya, erken doyma, hazimsizlik, bulanti ve depresyon yer alir (60).

Pankreas kanseri icin fizik muayene bulgulari da degiskendir. Hastalar erken
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dénemde normal muayene bulgular ile veya ileri evrelerde karinda hassasiyet,

sarilik, kaseksi gibi karaciger tutulumu bulgulari ile bagvurabilirler (60).
Tani Testleri

Mortalitesi ylksek kanser tlrlerinden biri olan pankreas kanseri igin tani
asamasinda basit, ucuz, kolay ulasilabilir, invaziv olmayan, hastaya zarar verme
olasiligi en disuk tetkiklerden baslanir. Pankreatik duktal adenokarsinomlar icin en
yaygin serum timor belirteci, pankreas ve hepatobiliyer hastalikta eksprese edilen
karbonhidrat (CA19-9) antijenidir. Bununla birlikte, CA 19-9 timore 6zgu degildir; bu
nedenle asemptomatik hastalar igin yeterli bir bireysel tarama araci degildir. CA 19-9,
%50 ila %75 arasinda sinirh bir duyarliliga ve %80 ila %85 6zgullige sahiptir kanser
ve kronik pankreatit ve muhtemelen kronik inflamasyonlu diger hastalik durumlari

arasinda ayrim yapamaz (60).
Ultrasonografi (US)

Abdominal ultrason (US), genellikle sariik ve karin agrisi ile basvuran
hastalarda koledokolitiazis ekarte etmek ve safra dilatasyonu aramak icin yapilir.
Pankreas timorlerini teshis etmek icin geleneksel US'nin gercek diinyadaki dogrulugu
%50 ila %70'dir. US'nin sonuglari blylk o6lgide operatére baglidir. Pankreatik
etiyolojiyi disuinduren belirti ve semptomlari olan bir hastada ilk US, koledokolitiazisi

diglarsa, daha ileri degerlendirme igin yaygin olarak BT veya MRG kullanilir (61).
Bilgisayarli Tomografi (BT)

Cok kesitli bilgisarayli tomografi (CKBT), birgok tibbi kurumda pankreas kanseri
suphesi olan hastalarda en &nemli goruntileme ydntemlerinden biri olarak
kullaniimaktadir. Ozellikle kesitsel goriintileme modalitelerinden CKBT, timor
rezektabilitesini 6ngérmede en oOnemli faktér olan vaskidler tutulumun
degerlendiriimesinde en iyi performansi g0Ostermistir. Pankreas kanserinin
rezektabilitesini dngérmek icin bildirilen pozitif prediktif deger, duyarlilik ve 6zgullik
sirasiyla %89, %100 ve %72'dir (62).

Pankreas protokolli BT (BT anjiografi) ise ameliyat 6ncesi evreleme ve
rezektabilite degerlendirmesi pankreas protokollt BT veya BT anjiyografi kullanilarak
yapihlabilir. Pankreas protokol BT'nin rezektabiliteyi belirlemede pankreas disi
protokol kontrasth CKBT'den Ustin oldugu yaygin olarak kabul edilse de, bunu

destekleyecek yeterli dogrudan kanit yoktur (61).
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Manyetik Rezonans  Gériintileme (MRG), Manyetik Rezonans
Kolanjiyopankreatikografi (MRCP)

Son yillarda, Manyetik Rezonans Goruntileme (MRG) tarayicilari ve
goruntileme teknikleri daha gelismis hale gelmesi, goértntileme kalitesinde ve tanisal
dogrulukta gelismelere yol a¢mistir. MRG'nin daha ylksek yumusak doku
kontrastlanmasi, kliglk timorlerin tespit ettiginden BT'ye kiyasla bu durumlarda daha
Ustiinddr. MRCP ayni zamanda pankreatik duktal sistemin invaziv olmayan bir sekilde
tanimlanmasi i¢in ¢ok basarili ve klasik bir MR teknigidir ve ERCP'ye degerli bir
alternatiftir. MRCP, kaguk bir kitlenin varhgini dusundurebilecek ince duktal daralmayi

tespit etmek icin de kullanighdir (62).
Endoskopik Retrograd Kolanjiyopankreatografi (ERCP)

Endoskopik Retrograd Kolanjiyopankreatografi (ERCP), pankreatobiliyer
maligniteleri bilinen veya suphelenilen hastalarda tani ve palyasyon amaciyla
kullanilir. igne aspirasyonu, firca sitolojisi ve forseps biyopsisi kullanilarak doku
teshisi yapilabilir. Pankreas ve biliyer kanserli hastalarda safra yolu tikanikliginin

palyasyonu, ERCP ile biliyer stent yerlestiriimesi de saglanabilir (61).
Endoskopik Ultrasonografi (EUS)

Endoskopik ultrasonografi (EUS), endoskopun ucunun ylksek frekansh bir
donustartci ile donatildigi bir US teknigidir. Yapilan ¢alismalarda, EUS ve kontrastli
EUS ve EUS kilavuzlugunda ince igne aspirasyonu (EUS-FNA) kuguk kanserlerin
tespiti, pankreas solid veya kistik lezyonlarinin ayirici tanisi, evrelemesi ve klinik

degerlendirmesinde dnemli bir rol oynamaktadir (63).

Pankreas lezyonlarinin saptanmasi agisindan BT ve EUS karsilastirildiginda,
EUS ve CT'nin duyarhliklari sirasiyla %94 ve %74 olarak belirlenmigtir.
Vaskilerinvazyon acisindan yapilan degerlendirmede ise EUS'un duyarlihdi ve

0zgulligu% 88 ve % 93 iken BT' nin sirasiyla % 58 ve % 95 olarak saptanmistir (64).
Pozitron Emisyon Tomografisi

Pozitron emisyon tomografisi (PET-BT) PDAK igin cogunlukla malign hucrelerin
artan glikoz metabolizmasi ilkesine dayanan radyo izleyici 18F floro-2-deoksi-D-
glukoz (FDG) ile gerceklestirilir. Goruntdlemenin ilk tanidaki rolu, sadece iyi huylu ve

kotl huylu timérleri ayirt etmek degil, ayni zamanda, rezektabilitenin dogru bir sekilde
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degerlendirilmesini saglamaktir. PET-BT nin de kullanim zorluklari mevcutur. Yanls
negatif ve yanlis pozitif bulgular bulunabilmekle birlikte kiglk timorler gézden
kacabilir (65).

Patolojik degerlendirme

Pankreas kanseri tanisinda patoloji, tani koymada altin standarttir. Pankreastan
nasil 6rnek alindigina baglh olarak, elde edilen materyaller sitolojik veya histolojik
degerlendirilebilir (66). Sonug¢ olarak; PDAK pankreas kitlesinin ana nedeni olarak
kabul edilir, ancak pankreasta diger bircok neoplazma ve iyi huylu durum tespit
edilebilir. Farkl tipte pankreas kitlelerini ayirt etmek énemlidir. CUnkl patolojik tani

dogrulamasi en iyi tedaviyi olusturmak igin oldukgca 6nemlidir (66).
2.5.8. Pankreas kanseri evreleme

Pankreas kanserlerinin evrelendiriimesinde, Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
(AJCC) evrelendiriime sistemi kullaniimaktadir. Tablo 2.1 ve Tablo 2.2 ‘de
gosterilmektedir.

Tablo 2.1: TNM evrelemesi-AmericanJointCommittee on Cancer (AJCC) 8. Baski (67)

Primer Tiamor

TX Primer timor degerlendirelemez
TO Primer tUmor kaniti yok
Tis Karsinoma in situ (PanIN-Ill siniflandirmasini da icerir)
T1 En buyuk boyutu 2 cm veya daha kuguk olan tumaor
Tla TUmdr en buyilk boyutu 0,5 cm veya daha az
T1lb Tamadr 0,5 cm'den blyuk ve en buyuk boyutu 1 cm'den kiguk
Tlc Tumor 1 cm'den blyuk ancak en buyuk boyutu 2 cm'den fazla degil
T2 Tumor 2 cm'den buyik ama en buyuk boyutu 4 cm'den fazla degil
T3 TUmor ve en blylk boyutu 4 cm'den fazla
T4 TUmor ¢dlyak ekseni, superiormezenterik arter ve/veya ortak hepatik
arteri icerir
Bolgesel Lenf Dugumleri
NX Bolgesel lenf dugumleri degerlendirilemez
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 1 ila 3 bolgesel lenf duguminde metastazlar
N2 4 veya daha fazla bdlgesel lenf digiminde metastaz
Uzak Metastaz
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
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Tablo 2.2:Prognostik Evreleme-AmericanJointCommittee on Cancer (AJCC) 8. Baski(67)

EVRE T N M

0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
B T2 NO MO
A T3 NO MO
1153 T1,T2,0r T3 N1 MO
I T1,T2,0rT3 N2 MO
11 T4 Herhangi bir N MO
\% Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.5.9. Pankreas Kanseri Tedavi

Pankreas kanseri tedavi secgenekleri arasinda cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi olup, malignite asamalarina bagli olarak bu yontemler tek bagslarina ya da
birlikte kullaniimaktadir. Pankreas kanserinde tedavi, hastaligin evresi, hastanin
performans durumu, hasta ve ailesinin tedavi hedeflerine gore yapilir. Pankreatik
adenokarsinom igin tek potansiyel kiratif tedavi cerrahidir, ancak hastalarin sadece
%10-20'sinde tedavi Oncesi evrelemeden sonra acik¢ca rezektabl hastalik ile

basvururken yaklasik %50'si metastatik hastalik (evre 4) ile karsimiza ¢ikar (68).

Bununla birlikte, kiratif cerrahiden sonra bile, lokal ve uzak relapslarin yiksek
sikhgi nedeniyle ortanca sagkalim 15-20 ay ve 5 yillik sagkalim %8 ile 15 arasindadir.
Bu nedenle cerrahi tedavi, multimodal tedavi olarak da bilinen tam bir tedavi dizisine

entegre edilmelidir (69).
Cerrahi Tedavi

Cerrahi olarak pankreatikoduodenektomi (Whipple proseduirt), distal
pankreatektomi ve total pankreatektomi olmak lGzere 3 ana rezeksiyon tipi vardir. Bu
prosedurler rezeksiyonun kapsami ve alinan lenf nodlari acisindan standardize
edilmistir (68).

Pankreas bas ve unsinat prosesteki pankreas kanserleri igin standart cerrahi
yontemi Whipple prosedurudir (70). Pankreasin govdesi ve kuyrugundaki lezyonlar
icin distal pankreatektomi endikedir. Pankreasin govde ve kuyrugundaki rezektabl
tumorler genellikle olumlu bir prognoz tagidigindan, rezeksiyon mumkinse distal
pankreatektomi yapilmaldir. Splenik ven veya arter tutulumu rezeksiyon igin bir

kontrendikasyon degildir (71).
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Pankreas kanserinde genigletilmis lenfadenektominin faydali olduguna dair bir
kanit yoktur. Standart lenfadenektomi, hepatoduodenal ligaman, ana hepatik arter,
portal ven, sag tarafli g¢olyak arter lenf dugumu ve SMA'in sag yarisindaki lenf
dugumlerinin diseksiyonunu i¢erir. LNR = 0.2 negatif bir prognostik faktor oldugundan,

lenf nodu orani (LNR, tutulan LN sayisi/incelenen LN sayisi) belirtiimelidir (72).
Kemoterapi ve Radyoterapi

Bu tedavide kanser hiicrelerinin yok edilebilmesi igin gesitli ilaglar kullanilir. Evre
0 (in situ karsinoma), 1A, 1B ve 2A pankreas kanseri tedavisinde cerrahi rezeksiyon
ilk ve en iyi segenektir. Ameliyattan sonra, kalan kanser hicrelerini yok etmeye ve
niksu onlemeye yardimci olmak icin adjuvan kemoterapi veya radyasyon tedavisi

verilebilir.

Evre 2A, Evre 2B ve Evre 3 pankreas kanserlerinin konumuna bagli olarak,
tedavi genellikle ameliyattan 6nce timaoru kagultmek icin neoadjuvan tedavi ile birlikte
rezeksiyon igerir. Sinirda rezektabl pankreas kanseri yakindaki dokulara, organlara
veya buyuk bir kan damarina buylimustir. Tumord cikarmak mdmkuin olsa da,
cerrahlar tumoru ameliyatla tamamen ¢ikaramayabilirler. Ameliyattan sonra kalan
kanser hucrelerini yok etmeye yardimci olmak i¢in kemoterapi veya radyasyon yoluyla

adjuvan tedavi uygulanabilir (73).

Evre 4 metastatik kanser icin en yaygin tedavi kemoterapidir, ancak Kklinik
arastirmalar ek segenekler sunabilir. Ameliyat, diger organlara yayildigi igin bu tip
pankreas kanserini tamamen ortadan kaldirmaz. American Klinik Onkoloji Dernegine
(ASCO ) gore, pankreas kanseri hastalarinin yaklasik yuzde 45 ila 55'i bu asamada
teshis edilir (73).

Neoadjuvan tedavi ise rezeke edilemeyen tumoérleri rezektabl timorlere
donusturmeyi ve mikroskobik tam tumor rezeksiyon oranlarini artirmayi amaclayan

herhangi bir preoperatif tedavi olarak tanimlanir (74).

Mayo Clinic bolus 5-FU programini kullanan Gemsitabin(GEM) veya 5-
Florourasil ( 5-FU) ile adjuvan kemoterapi RO/R1 rezeke edilen hastalarda 5 yillik
sagkalim oranini %9'dan %20'ye yukseltir. Bununla birlikte, GEM tedavisi, bolus 5-
FU'ya kiyasla daha az toksikdir. Hastalar ayrica R1 rezeksiyonundan sonra adjuvan

kemoterapiden de yarar gérmustur (72).
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Pankreas kanserinin tedavi segeneklerinin sinirli olmasi ve yasam suresinin
kisa olugu nedeniyle yeni terapotik stratejilere gereksinim duyulmaktadir. Tumor
hucrelerini daha etkili bir sekilde hedefleyebilen ve nuksetme insidansini azaltabilen
yeni ilaglara kritik bir ihtiyac vardir. Telomeraz inhibitdrleri, kanser hicrelerinin
yeniden buydmesini durdurmasi nedeniyle o6zellikle ¢ok uygun oldugu o6ne

surdlmastar.
2.6. TELOMER

Telomerler 25 kb'ye kadar diziler halinde tekrarlayan (TTAGGG) nikleotid
dizileridir. Her hicre bélinmesi déngusinden sonra yaklasik 30—-200 bp kisalirlar (1,
75). Dogrusal DNA molekillerinin yari-koruyucu replikasyonunun bir sonucu olarak
ortaya cikan son replikasyon kayiplarini dnlemede anahtar rol oynarlar. Ayrica
kodlama dizisi erozyonuna ve sonugta DNA hasari onarimina karsi koruma saglarlar.
Bu da genom Kkararsizhdi, kromozomal flzyonlar ve yeniden duzenlemelerle
sonuglanir. Anormal telomer uzunlugu birgok kanserde tanimlanmistir. Bu nedenle
telomeraz ve telomer uzunlugunun kontroll, insanlarda timér olusumu sureciyle

yakindan baglantili oldugu disunulmastar.

insan telomeraz kompleksi, telomeraz ters transkriptaz (nTERT), telomeraz
RNA, telomeraz ile iligkili protein-1 ana bilesenlerinden olusur. Telomer uzunlugu, her
hicre bolinmesi sirasinda kademeli olarak telomerik DNA sekansi (TTAGGG) kaybi
nedeniyle giderek kisalir ve telomerlerin kritik bir esigin 6tesinde kisalmasi, replikatif
yaslanmaya veya apoptoza yol acar. hTERT, tek zincirli TTAGGG tekrarlarini
sentezlemek i¢in bir RNA sablonu (TERC) kullanir. Sonu¢ olarak telomeraz,
heksamerik DNA tekrarlarini (TTAGGG) telomerlerdeki DNA zincirlerinin 3'yan ucuna

ekleyerek telomer uzunlugunu korur (76, 77).

Telomeraz tarafindan eklenen TTAGGG tekrar dizileri, insan kromozomlarinin
uglarini belirtir. Alti telomere 6zgl proteinden olusan bir kompleks, bu diziyle birlesir
ve kromozom uglarini korur. Ug kompleks alt birimi, telomer tekrar faktérii 1 (TRF1),
telomer tekrar faktord 2 (TRF2), telomer 1'in korunmasi (POT1), TTAGGG tekrarlarini
dogrudan tanir. Bunlara ek olarak 3 barinak proteini, baskilayici/aktivatér protein 1
(RAP1), TRF1 ve TRF2-etkilesimli nikleer protein 2 (TIN2) ve TINT1/PTOP/PIP1
proteini (TPP1) ile birbirine baglanir. Bunlar hicrelerin telomerleri DNA hasari

bolgelerinden ayirt etmesine izin veren bir kompleks olugtururlar. Barinagin koruyucu
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aktivitesi olmazsa, telomerler arttk DNA hasari gobzetiminden gizlenemez ve

kromozom uglari DNA onarim yollari tarafindan uygunsuz bir sekilde iglenir (78, 79).

Telomerazi hedeflemeye yonelik cesitli yaklagsimlar olmustur. Bunlar; TERT
timorle iliskili antijenleri taniyan immunoterapilerden, dogrudan telomerazi baglayan,
telomer uzantisini baskilayan kigik molekulld inhibitérlere, oligonUkleotitlere,
ndkleosid analoglarinin yeni uzatiimis telomerlere dahil edilmesi yoluyla telomer
disfonksiyonunun indiklenmesine, TERT gen ekspresyonunu hedefleyen G-
Kuadrupleks stabilizasyon gibi telomeraz regtlasyonunu veya islevini bozan dolayl
yontemlerden olugur (Sekil 2.4) (80).

6. Telomerase
localization

-

Telomeric DNA

/

DDR

2. Small molecule inhibitors
&
Oligonucleotide inhibitors

[ oo

Sekil 2.4:Telomerazi hedeflemek igin terapétik stratejiler: Telomerazi hedeflemeye yonelik yaklasimlar sunlari icerir:
1. immiinoterapiler - Peptid veya DNA asilari, telomeraz eksprese eden kanser hiicrelerine karsi bagisiklik tepkilerini
uyaran immunojenik TERT epitoplari saglar. Adapte olan hicre transfer terapileri, telomeraza 6zgi sitotoksik T-
hucrelerinin inflzyonunu gerektirir. 2. Direkt telomeraz inhibitorleri — kiiglik molekiller TERT'ye baglanabilir ve bunun
katalitik aktivitesini inhibe ederek kademeli telomer asinmasina neden olabilir. Alternatif olarak, TERC sablon
boélgesini tamamlayan oligonUkleotidler, rekabet¢i telomeraz inhibitorleri olarak hareket edebilir. 3. G-dortli (G4)
stabilizatorleri, telomerik G-dortli DNA'nin ¢ozunurligiunu bloke ederek telomeraz fonksiyonunu bozar. 4. Nikleosit
analoglarinin yeni sentezlenmis telomerlere dahil edilmesi, POT1 baglanmasini bozarak, bir DNA hasar yaniti (DDR)
ve hucre 6lumu ortaya ¢ikaran telomer islev bozukluguna neden olur. 5. TERT gen ekspresyonunu hedefleme - TERT
promotdr mutasyonlari (TPM'ler), kanserde TERT ekspresyonunu yeniden aktive eden ETS transkripsiyon faktorleri
icin yeni baglanma bolgeleri olusturur Mutant TERT promotoriiniin hedefleme diizenlemesi, ortaya ¢ikan bir yaklagimi
temsil eder. 6. Telomeraz lokalizasyonunun bozulmasi — TCAB1 ve barinak alt birimlerinin aracilik ettigi telomeraz
alimina midahale, telomer islev bozukluguna neden olur (80).
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2.6.1 Telomerazi Hedeflemek igin Terapétik Stratejiler
immiinoterapiler

Kanser hicreleri tarafindan Uretilen endojen TERT peptitleri, major
histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif | veya |l molekdlleri tarafindan taninabilir ve
adaptif immun yanitlari tetikleyebilir. TERT peptit asilari, klonal genisleme sirasinda
telomerazi eksprese eden hematopoietik hiicrelere karsi potansiyel otoimmun tepki
olusmasi endiselerine neden olmustur. Ancak, erken asama klinik denemelere
ilerlemistir. Ornegin, TERT peptit asilari UV1, metastatik hormon kullanmamis prostat

kanserli hastalarin %86'sinda bir bagdisiklik tepkisi ortaya ¢ikarmistir (81).

Bununla birlikte, TERT asilarina verilen bagisiklik yanitlarinin, hastaligin
ilerlemesini kontrol etmede vyetersiz oldugu kanitlanmistir. Dért asi, faz |l
denemelerine ilerlemistir, bunlardan bir TERT asisi (GV1001) faz lll'e ilerlemistir.
Yapilan calismalarda ilerlemis pankreas kanseri olan hastalarda GV1001'in faz Il
calismasi, kemoterapiye gore herhangi bir sagkalim avantaji gosterememistir (69,
80).

Oligoniikleotid inhibitérleri

Oligonukleotid inhibitorleri, arasinda dogrudan bir telomeraz inhibitdri olan
imetelstat klinik deneylere ilerlemistir. Imetelstat, telomeraz aktivitesini rekabetgi bir
sekilde inhibe eden, kanser hiicresi canliigini ve timoér biylimesini baskilayan TERC
sablon bolgesini tamamlayan lipitlenmis bir 13-mer tiyofosforamidatoligonikleotittir.
Imetelstat'in etki mekanizmasi antisens temelli bir yaklasim degildir. Aksine, yuksek
afinite ile baglanarak insan telomeraz enzimatik aktivitesinin rekabetgi bir inhibitoru
olarak etki eder (82).

Ayrica Imetelstat, uzun bir gecikme suresinin ardindan bir DNA hasar yanitinin
aktivasyonu ve hicre o6lumiU ile sonuglanan kademeli telomer asinmasini
uyarmaktadir (76, 80).

Yapilan ¢alismada ilerlemis kigUk hiicreli disi akciger kanseri olan hastalarda
imetelstat faz Il calismasinda progresyonsuz sagkalimda (PFS) veya genel
sagkalimda (OS) herhangi bir iyilesme gostermezken, kisa telomere sahip hastalarda

sagkalimda iyilesme egilimi gézlenmistir (80).
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Kiigiik Molekiillii inhibitérler

Telomerazi hedeflemeye yonelik oligonikleotid ve immuinoterapdétik yaklasimlar
klinik gelisimde en fazla ilerleme kaydetmistir. BIBR1532 (2-[(E)-3-naphtalen-2-yl-but-
2- enoylamino]-benzoicacid) gibi kiigik molekulli inhibitérler umut verici preklinik
sonuglar tretmistir. TERT'nin korunmus bir hidrofobik cebine baglanarak ve TERC'nin
aktivasyon alani ile etkilesimleri bozarak telomeraz dizenegini bozdugu ortaya
konmustur (80, 83). BIBR1532, kanser hucrelerinde progresif telomer kisalmasina ve
uzun sureli tedaviyi takiben replikatif yaglanmaya aracilik eden rekabetci olmayan

klguk molekullt bir telomeraz inhibitéradur (83).
G-Kuadrupleks Gruplar

G-Kuadrupleks vyapilar, guanin bazlarinin hidrojen bagi ve katyon
koordinasyonu ile stabilize edilmis istiflenmis dizlemsel tetradlar olusturdugu dort
sarmall ikincil nukleik asit yapilaridir. G-Kuadrupleks sekonder yapilar, telomerler
dahil guanin agisindan zengin DNA veya RNA dizilerinde olusabilir. Bu yapilar, kare
bir dizlemsel dlizenlemede dort guanin bazi arasinda hidrojen bagiyla olusturulan
guanin tetrad vyiginlarini icerir. Telomerik G-Kuadrupleks gruplar, telomer

uzamasindan dnce DNA helikazlar tarafindan ¢6zalur (84).

G-Kuadrupleks DNA, agirlikli olarak onkogen bcl-2, VEGF, c-myc, c-kit gibi
genlerin kromozomal telomerik dizilerinde ve promotoér bolgelerinde bulunur. Normal
somatik hdcrelerde insan telomerik DNA'sI, hiicre bolinme déngusu basina 50—-200
bp oraninda kisalir ve sonugta birikmis telomer kisalir hlicre yaslanmasi ve apoptoz
ile sonuclanir. Bununla birlikte, kanser hicrelerinde telomer kisalmasi yerine telomer
bakimi ve uzamasi hakimdir. Bu, kanser hlicresi ¢ogalmasi ve élimslzlesmesinin
temelidir. Bu hicre g¢ogalmalari normal hicrelerde sessiz olan ancak kanser
hicrelerinin %85-90'Inda gdrilen ylksek telomeraz aktivitesine baglanmaktadir. Aktif
telomeraz, telomeri uzatmak igin telomerik DNA'nin 3'-¢ikintisi ile hibritlenir, béylece
kanser hlcrelerinde telomerik DNA butunluguni korur. Telomerik DNA'nin 3'-¢cikintisi
icinde G-Kuadrupleks yapilarinin olusumu, telomeraz hibridizasyonunu bloke ederek

telomeraz aktivitesinin inhibisyonuna neden olur (85).

G-Kuadrupleks yapilarin siniflamasi, sekans yapilari ve érnek PDB kodlari sekil
2.5'de verilmistir. Bu ¢alismada kullandigimiz fitalosyanin molekdlleri telomerik G-

Kuadrupleks 4DAQ yapisina in-slico yiksek enerji ile baglanmaktadir (86).
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G-Quadruplex

Monomer Dimer Tetramer

Antiparallel Parallel Mixed Antiparallel Parallel Mixed Parallel
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Sekil 2.5:insan genomundaki G-Kuadrupleks yapilarin siniflamasi, niikleotid sekanslari ve PDB veri
tabanindaki kristal yapilarin kodlari (86)

G-Kuadrupleks stabilizérler, klinik 6ncesi ¢alismalarda antikanser etkiler ortaya
cikarmistir, ancak sinirli klinik gelistirme gegirmistir. Ornegin, G-Kuadrupleks
stabilizator telomestatin, I6semi ksenogreft modellerinde telomeraz aktivitesini ve
tumor buyumesini baskilamigtir. Bu tir bilegikler sinirli absorpsiyon sergilerler.
Gelecek vaat eden bir bagka 6rnek olan G-Kuadrupleks stabilizatér (BRACO-19), bir
rahim kanseri hucre dizisinde (UXF1138L) telomerlerin énemli olgide kisaldigini
gOstermistir (87). Bu bilesik, bir G-Kuadrupleks yapiya in-silico olarak yerlestirilip daha

sonra potansiyel bir antikanser ilaci olarak patentlenmistir (88).

Bununla birlikte, telomerik olmayan G-Kuadrupleks gruplar igin afinite, kabul
edilemez toksisiteye yol agabilir. G-Kuadrupleks motifleri en gok telomerlerde asiri
temsil edilse de, hesaplamali analiz, insan genomundaki 300.000'den fazla bélgede
potansiyel G-Kuadrupleks grup olusumu oldugu 6ngorulmustur. Bu nedenle, daha
fazla telomer spesifik G-Kuadrupleks ligandlari tanimlamak igin, in vivo telomerlerde

hangi G-Kuadrupleks yapilarinin kararli bir gsekilde olustugunu belirlemek esastir.
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Genomdaki ¢ok sayidaki G-Kuadrupleks ve telomerlerdeki G-Kuadrupleks gruplar
arasindaki yapisal benzerligin, G-Kuadrupleks ligandlarin segiciligini engelleyip

engellemeyecegdi henliz gérilmemistir (80).

Kanser hicrelerindeki G-Kuadrupleks mRNA'lar kanserle iligkili genleri agik
tutar ve bodylece hlicre bolinmesinin yeniden baslatimasini saglar. Kanser
hicrelerinde G-Kuadrupleks yapilari stabilize eden ligandlar, telomerazin telomerlere
baglanmasini engelleyerek telomerlerin siurekli uzamasini ve hicre bdlinmesini
kesintiye ugratir. Bu nedenle, imit verici antikanser ilaglar olarak kabul edilmektedir
(89, 90).

Tek sarmalli telomerik DNA'nin dortll bir yapiya katlanmasi, telomeraz enzimini
inhibe ederek apoptoz yollari ile hicre 6élumdnd etkiler. Telomeraz ekspresyon
seviyeleri, kanser ilerlemesi ve metastatik durum ile iligkilidir ve kanser hulcresi
blylmesine ydnelik dilzenleyici potansiyeli kanitlanmistir. Literatirde G-
Kuadrupleksleri stabilize eden kuglik molekdller icin alkaloidler, flavonoidler,
porfirinler, antrakinonlar, antrasiklinler gibi bilegikler degerlendirilmektedir (91).

Niikleosid Analoglari

Nukleosid analoglari telomeraz katalitik aktivite inhibitorleri, kritik telomer
erozyonu, replikatif yaslanma ve hicre olimu aracili bir DNA hasar tepkisini
tetikleyene kadar, birbirini izleyen DNA replikasyon turlari ile tedrici telomer

yipranmasina dayanir (80).

Yapilan calismalarda telomer DNA dizisine ikame edilmis 5-floro-2'-deoksilridin
(5-FdU) iceren nukleotitlerin, temel telomer ug baglama komplekslerinin baglanmasini
engelledigini gosterilmigtir. Hucre hatlarinda, 5-FdU'nun uygulanmasi, aktif
telomerazin varligina bagh bir sekilde telomerik DNA hasari tepkilerini ve muteakip
hicre 6lumand induklemigtir. Bu bulgular, kanser karsiti ajan 5-FdU i¢in alisiimadik

bir etki mekanizmasini ortaya koymustur (92).
TERT Gen Ifadesini Hedefleme

Telomer uzunlugu kritik derecede kisaldiginda, replikatif yaslanmayi veya
apoptozu tetikler. Hekzamerik DNA tekrarlarini (TTAGGG) DNA sarmallarinin 3' yan
ucuna dahil ederek telomer uzunlugunu korumak, bir ribonukleoprotein kompleksi
olan telomerazin iglevidir. insan telomerazi, RNA sablonunu (TERC) ve RNA'ya

bagimli DNA polimeraz insan telomerazi ters transkriptazi (hTERT) igerir. TERC,
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hTERT aracili telomer uzantisi i¢in bir sablon gorevi gorur. Ek olarak, hTERT, dizgin
¢alismasi igin barinak olarak bilinen alti proteinli bir kompleks dahil olmak Uzere birkag
proteinle birlesir. Pankreas kanserlerinde de TERT ekspresyonu ve telomeraz
aktivitesi onemli olgude daha yuksektir. PDAK'da yuksek aktif telomeraz insidansi,
telomerazi hedeflemenin bu hastaligin tedavisi icin umut verici bir strateji oldugunu
dugundurmektedir (93).

Kusumoto ve meslektaslari, adenoviris aracili p53 gen transferinin insan
pankreas kanseri hucrelerinde telomeraz aktivitesini inhibe ettigini gosterdiler (94).
Daha sonra Xu ve arkadasglari, vahsi tip p53'in bir p53-Sp1 kompleksi olusturarak
Htert proksimal promoterine Sp1 baglanmasini inhibe ettigini ve boylece telomerazin

inhibisyonuna neden oldugunu gdstermiglerdir (95).
Telomeraz Lokalizasyonu ve Katalizinin Diizenlenmesi

Telomeraz holoenzim kompleksi, telomerazi kontrol eden ve TERC CR4/5 RNA
alaninin konformasyonunu dizenleyerek telomeraz katalizini uyaran bir RNA iskele
proteini olan Telomeraz Cajal Body Protein 1’i (TCABL) igerir. Bunun kaybi telomeraz
lokalizasyonunu bozar ve telomer uzantisini bozar. TCAB1 tikenmesi, ksenogreft
tumorlerin bayUimesini baskilar. Bu, TCABl'in potansiyel bir antikanser hedef
olabilecegini gosterir (80). Barinak kompleksi, telomeraz aktivitesini dizenleyen ve 3'
telomerik ¢ikintiyr ayirarak ve kromatini sikistirarak kromozom uglarinin yanhslikla bir
DDR'ye baglanmasini énleyen alti alt birimden (TRF1, TRF2, POT1, RAP1, TIN2 ve
TPP1) olusur. Barinma kompleksi bilesenlerinin genetik ablasyonu, telomer kapaginin
aciimasi yoluyla telomer disfonksiyonuna neden olur. Yapilan bir caligmada bir p53-
null KrasG12V akciger adenokarsinomu fare modelinde telomer uzantisi TRF1'in
negatif didzenleyicisinin sistemik tikenmesi, kontrol farelerinin canliigini agik¢a
tehlikeye atmadan telomer disfonksiyonuna ve bozulmus timér gelisimine neden

olmustur (96).
2.7. ANTRAKINONLAR

Antrakinonlar, benzokinonlar ve naftakinonlarla birlikte kinon ailesinin
birsinifidir. Bu sinifin en temel yapisi, U¢gbenzen halkasi ve merkezi halkada iki keton
grubu icermesidir. Antrakinonlar 9,10-antrakinon,9,10-dioksoantrasen ve de 9,10-
antrasendion olarak da isimlendirilir. Doksorubisin klinik kullanimi olan prototip

moleklldir. Yapilan galismalarda dogal antrakinonlarin antikanser, anti-inflamatuar,
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immunosupresif, antimikrobiyal, diretik, damar gevsetici, antioksidan ve fitodstrojen

aktiviteleri gibi ¢cok farkli biyoaktivitelere sahip oldugunu gosterilmistir (97).

Sitotoksik antikanser ajanlarin en yaygin olarak recete edilen antikanser ilag
sinifi, bir antrokinon pargasi igeren antrasiklinlerdir. Bu ila¢g sinifinin 6ncusu
Streptomyces peucetius bakteri turinden elde edilen daunorubisin ya da

daunomisindir (98).
2.7.1. Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler doért izoindolinin azot atomlari ile baglanmis, 16 Gyeli, delokalize
18 1 elektron sistemine sahip, 2 boyutlu, makrosiklik bilesiklerdir. Sayisiz metal
atomlar1 ve yari metallerin ve bazi ametallerin merkezdeki hidrojen atomlari ile yer
degistirerek olusturulan ftalosiyaninler “metallo-ftalosiyaninler” olarak adlandiriimakta
ve “MPc” ile sembolize edilmektedirler. M harfi yerine hangi metali igceriyorsa onun
semboll de yazilabilmektedir. Ornegin ¢inko ftalosiyanin bilesigi “ZnPc” seklinde ifade
edilir. Ayrica 16 adet slbstitisyona uygun konuma sahip olan ftalosiyaninlerin
halkasindaki 2, 3, 9, 10, 16, 17, 23 ve 24 numarali konumlar ¢evresel yani “periferal”
1, 4,8, 11, 11 15, 18, 22 ve 25 numarali konumlar ¢evresel olmayan “nonperiferal”

konumlar olarak isimlendirilir (Sekil 2.6) (99).

Sekil 2.6:Ftalosiyanin bilesidinin numaralandiriimasi

Antrakinon tlrevleri, yarim asirdir antikanser ajanlari olarak kullaniimaktadir
(100). Bu molekller, DNA ile etkilesime girme yetenekleri agisindan dnemlidir.
Doksorubisin, bu antikanser ajan grubunun prototip ilaci olarak bilinir. Daha sonraki
arastirmalar ile 2000'den fazla doksorubisin analogu sentezlenmistir. Doksorubisin
analoglari, G-Kuadrupleks DNA segmentlerine baglanabilmekte ve interkalasyon
yapmaktadir (101).
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Universitemiz Biyomedikal Mihendisligi veTeknoloji Fakiltesinde sentezlenen,
ve molekller docking analizlerinde G-Kuadrupleks DNA’ya baglanma enerjileri
yuksek olarak belirlenen periferal (p) ve non-periferal (np) 2 farkl ftalosiyanin turevinin
etkinligi bu calismada arastirildi. Bu molekiiller, B7 (Sekil 2.7) ve B9 (Sekil 2.8) olarak
adlandiriimistir.

Sentezlenen yeni bilesiklere U¢ farkh DNA fragmani kullanarak in-slico
molekuler kenetlenme ¢alismalari uygulandik. Avrupa'daki Protein Veri Bankasi'ndan
indirilen 4DAQ kodlu telomerik G-Kuadrupleks DNA ve telomerik G-Kuadrupleks
MRNA segmenti (2KBP) kullanildi. Doksorubisin referans ajan olarak kullanildi.
Baglanma enerjileri karsilastirildiginda B7 ve B9 bilesiklerinin DNA’ya doksorubisine
gbre daha iyi baglandigi tespit edilmistir. B7 bilesiginin ayrica telomerik G-
Kuadrupleks DNA ve RNA yapllar ile etkilesimi de benzer 6zellikte bulunmustur (102).

k

O

Chemical Formula: Cg4H75C14N1,01,84Zn Chemical Formula: C;4H7,CI4N{,0,S4Zn
B7 B9
Sekil 2.7:B7 Bilesigi Molekuler Formli Sekil 2.8: B9 Bilesigi Molekuler Formli

Segici olarak DNA veya RNA G-Kuadruplekslerini hedefleyen onaylanmis bir
antrakinon turevi yoktur. Bu nedenle yeni sentezlenen ve Molekiler Docking
analizlerinde G-Kuadrupleks DNA’ya baglanma enerjileri yiksek olarak belirlenen iki
adet ftalosiyanin bilesiginin pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia-PaCa-2 ve PANC-
1) telomeraz inhibitdéri aktivitelerinin belirlenmesi igin telomeraz iligkili genlerin

ekspresyonlarinin tayini gergeklestirildi.
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3. GEREC ve YONTEM

Projede gercgeklestirilien bitlin asamalar Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak
gerceklestirildi ve 26.07.2022 tarihli 11 sayili etik kurul karari ile c¢alismamizin

yapillmasinda etik agidan sakinca olmadigina karar verilmistir.
3.1. HUCRE KULTURU

Mia-PaCa-2 ve PANC-1 huicre kudltura igin DMEM- yuksek glikoz (Gibco)
besiyeri, %10 FBS (Gibco) ve %1 penisilin-streptomisin (Gibco) ile hazirladi ve
hicreler 37°C'de, %5 CO2 ve %95 nemli hava iceren ortamda kultire edildi. Hicreler

%80 yogunlugda ulastiginda pasajlama iglemi gerceklestirildi.
3.2. CCK8 TESTI

Yeni sentezlenen maddeler B7 ve B9 ana stok 50mM konsantrasyonda DMSO
ile ¢dzuldu ve farkli konsantrasyonlarda hiicrelerin muamelesi sonrasi 24-48 ve/veya

72 saat noktalarinda hicre canliigi agisindan 3 tekrarli olarak analizi gergeklestirildi.

96-kuyucuklu platelere her kuyuda 5000 hucre ekildikten 24 saat sonra seri
dilisyon seklinde 5-1000uM doz araliinda reaktiflere maruz kalan hiicre hatlarinin
hicre canhhigina olan etkileri CCK8 testi ile incelendi. Etkilerin kantitatif hesaplamalari
reaktiflere maruz kalmis kuyucuklardaki hicrelerin negatif kontrole goére canlihgini
oranlayarak, in vitro doz titrasyon egrisinden nonlineer regresyon ydntemi ile ICso

konsantrasyonlari hesaplanarak degerlendirildi.
Hucrelerin isaretlenmesi igin;
* Besiyeri uzaklastirildi ve 100 pl taze besiyeri ile degistirildi,

* 10 uL CCKS stok solisyonunu her kuyuya eklenecek. Negatif kontrol olarak

sadece 100 yLmedium igeren kuyuya 10 uL CCK8 stok soltisyonu eklendi,
* 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakildi,

* 450nm de absorbans dlgumu gergeklestirildi.
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3.3. RNA iZOLASYONU

Total RNA izolasyonu igin her iki hiicre hatti da 2 madde uygulamasi ve 1 adet
kontrol grubu olmak Uzere 3 farkli grup olarak kiiltire edildi. Her hlicre hatti icin T25
flasklara 500.000 hiicre ekildi ve 24 saat sonrasinda hiicreler B7 icin 200uM, B9 igin
375uM muameleleleri ve kontrol grubu icin standard besiyeri muamelesi ile

gerceklestirildi.

Uygun besiyerleri ile Panc-1 hlicre hatti igin 24 saat ve Mia-Paca hucre hatti igin
48 saat sureli inklibasyon sonrasi flasklardan ticari kit (GeneALL — Hybrid-R Mini Kit)
yardimi ile RNA izolasyonlar gergeklestirildi.

Hucreler 1 ml RiboEXTM ile kaldiriip 1,5 ml'lik ependorflara aktarildi. Oda
sicakliginda (15-25° C’'de) 5 dakika bekletildikten sonra 12000 g 4°C de 10 dakika
santrifilj edildi ve stipernatant 1,5 ml yeni eppendorfa aktarildi. 1 ml RiboEXTM igin
200 pl kloroform eklenip 15 saniye karistirilip 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
12000 g 4°C de 15 dakika santrifij edildi. Stpernantant yeni eppendorfa alindi. 1 ml
Buffer RB1 eklenerek iyice karistirildi. Karisimdan 700 ul alinip Hybrid-R spin
kolonlarina aktarildi. Oda sicaklhiginda 10000 g de 30 saniye santriflij yapildi.
Siupernantant atildi ve Hybrid-R mini spin kolonu yeni tlipe aktarildi. 500 pIBuffer SW1
eklendi. Oda sicakliginda 10000 g de 30 saniye santrifj yapildi. Stipernantant atildi
ve Hybrid-R mini spin kolonu yeni tupe aktarildi. 500 plBuffer RNW eklendi. Oda
sicakliginda 10000 g de 30 saniye santriflij yapildi. SUpernantant atildi ve Hybrid-R
mini spin kolonu yeni tipe aktarildi. Oda sicakhginda 10000 g de 1 dakika santrifQj
yapildi. SUpernantant atildi ve 1,5 ml’lik yeni eppendorf tlplere aktarildi. Tuplerin
merkezine 50-100 pINuclease-freewater eklenip 1 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Oda sicakhginda 10000 g de 1 dakika santriflij yapildi. Kolonda bulunan total RNA
1,5 mllik yeni eppendorfa toplandi. RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri

Nanodrop cihazi ile gergeklestirildi.
3.4. CDNA SENTEZI

hTERT ekspresyon analizi icin cDNA donisimi gergeklestirildi (A.B.T.™
cDNASynthesis Kit). 20 yl Ters Transkriptaz Reaksiyonu igin gerekli miktarlar Tablo

3. 1 “ de verilmigtir. Tablo 3. 2 ‘dec DNA Reaksiyonu Basamaklari verilmigtir.
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Tablo 3. 1.20 pl Ters Transkriptaz Reaksiyonu icin gerekli miktarlar

20 ul cDNA Reaksiyonu Miktar
10X Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix (2.5 mMeach) 1ul
Random Hexamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transcriptase (200 U/pl) 1l
RNase Inhibitor 0.5l
RNase FreeWater 3.5 ul
RNA Template 10 pl

Tablo 3. 2. cDNA Reaksiyonu Basamaklari

cDNA Reaksiyonu Basamaklari Sicaklik Zaman Dongu
(C)
1.Basamak 25 10 Dakika 1
2.Basamak 37 120 Dakika 1
3.Basamak 85 5 Dakika 1
4.Basamak 4 0 1

3.5. EKSPRESYON ANALIZi

hTERT ekspresyonu 6zgln primer ve A.B.T.™ 2X PCR MasterMix ile Real-
Time PCR gergeklestirildi. Ekspresyon Reaksiyon Karisimi Tablo 3. 3 ’de verilmigtir.
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Tablo 3. 3.Ekspresyon Reaksiyon Karigimi

20 yl PCR Reaksiyonu Miktar

A.B.T.™ 2X PCR MasterMix 10 ul
Forward Primer (10 pM)* 0.2-2ul
Reverse Primer (10 yM)* 0.2-2ul
Template 1-5ul

RNase-Free Distilled Water

20 ul tamamlanir

*hTERTprimer dizileri

Forward Primer: GCCGATTGTGAACATGGACTACG

Reverse Primer: GCTCGTAGTTGAGCACGCTGAA

Ekspresyon Reaksiyon basamaklari Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3. 4. Ekspresyon Reaksiyon basamaklari

PCR Reaksiyon Basamaklari Sicakhk(°C) Zaman Dongl
ilk Denatiirasyon 95 300 Saniye 1

Denatiirasyon 95 10-60 Saniye 25-40

Anneal 58 10-60 Saniye 25-40

Uzatma 72 60 Saniye 25-40

Normalizasyon GAPDH ekspresyonu ile yapildi. Ekspresyon degisimleri 22T metodu ile belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. HUCRE CANLILIGI ANALIZi SONUGLARI
Panc-1 hicre hattinin farkli konsantrasyonlarda B7 ve B9 muameleleri

sonrasinda ICso de@erleri 24 saatte B7 maddesi igin 200uM, B9 maddesi igin 375uM
olarak Sekil 4.1’ de gosterilen degerler tGzerinden hesaplanmistir.

Panc-1 Hucre Hatti
24 saat

100

80

60

40

% Canhliki

20

50uM 100uM 250uM 500uM 750uM 1000uM
B7 Konsantrasyon

Panc-1 Hucre Hatti
24 Saat

120
100

80

60

% Canlilik

o B B S
20

50uM 100pM 250uM 500uM 750uM 1000pM
B9 Konsantrasyon

Sekil 4. 1.Panc-1 hiicre hattinin B7 ve B9 farkli konsantrasyonlari ile muamelesi sonrasi yiizde canli
hicre degerleri
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Mia-Paca hicre hattinin farkli konsantrasyonlarda B7 ve B9 muameleleri
sonrasinda ICso de@erleri 48 saatte B7 maddesi icin 200uM, B9 maddesi icin 375uM
olarak Sekil 4.2’de gosterilen degerler Gizerinden hesaplanmigtir.

Mia-Paca Hucre Hatti

24 ve 48 saat
120
100
X 80
S 60
(@]
X 40
20
0
50puM 100pM 250uM 500uM 750pM 1000puM
B7 Konsantrasyon
BN 04 saat  EEEEEEE 48 saat  ceeeeeee- Ustel (48 saat)
Mia-Paca Hlicre Hatti
24 ve 48 saat
120
100
~ 80
T MHHE BER .
CHEREEE | B | e | e
X 40 "Rl
. HE BE EBHBE BE BE i
0
50puM 100pM 250uM 500uM 750pM 1000puM

B9 Konsantrasyon

BN 24 saat  EEEEEEN 48 saat  ceeceeees Ustel (48 saat)

Sekil 4.2:Mia-Paca hiicre hattinin B7 ve B9 farkli konsantrasyonlari ile muamelesi sonrasi yiizde canli
hicre degerleri
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4.2. HTERT EKSPRESYON SONUCLARI

Ekspresyon sonuglarina goére Panc-1 hicre hattinda 24 saatte B7 ve B9
muamelesi sonrasinda hTERT ekspresyonu sirasiyla -13,09 kat ve -16,91 kat
azalirken, Mia-Paca hucre hattinda 48 saatte B7 ve B9 muamelesi sonrasinda

siraslyla -3,12 kat ve -1,48 kat azalmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: B7 ve B9 maddeleri muamelesi sonrasi Panc-1 ve Mia-Paca hlicre hatlarinda hTERT kat

degisimleri

Panc-1

Mia-Paca

B7

B9

B7

B9

hTERT

-13.09

-16.91

-3.12

-1.48
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5. TARTISMA

Pankreas kanserinin tedavi sec¢eneklerinin sinirli olmasi ve yasam suresinin
kisa olusu yeni terapétik stratejileri hedeflenmektedir. Bu nedenle, bu timor
hicrelerini daha etkili bir sekilde hedefleyebilen ve niksetme insidansini azaltabilen
yeni ilaglara kritik bir ihtiyag vardir. Telomeraz inhibitérlerinin, geleneksel kanser
tedavisinden sonra artik kanser hicrelerinin yeniden blylimesini engelemesi son

zamanlarda aragtirma konusu olmaya devam etmektedir.

Biz bu calismada yeni sentezlenen ve molekiler docking analizlerinde G-
Kuadrupleks DNA'ya baglanma enerjileri ylksek olarak belirlenen antkrakinon
gruplari iceren, iki farkh ftalosiyanin tlrevi bilesiklerinin pankreas kanseri hiicre
hatlarinda human telomeraz reverse transkriptazin (hTERT) ekspresyon tayinini
aragtirarak olasi yeni aday telomeraz inhibitorlerinin gdésterilmesini amacladik.
Calismamizda Panc-1 hucre hattinda 24 saatte B7 ve B9 muamelesi sonrasinda
hTERT ekspresyonu sirasiyla -13,09 kat ve -16,91 kat azalirken, Mia-Paca hucre
hattinda 48 saatte B7 ve B9 muamelesi sonrasinda sirasiyla -3,12 kat ve -1,48 kat

azaldigini tespit ettik.

Calismamizin baslica 6zelligi bu calismada kullanilan bilesigin yeni ve
dolayisiyla daha dnce Uzerinde galisiimamis olmasidir. Bu agidan ele alinacak olursa,
bu calisma antrakinon yan zincir tasiyan cinkoftalosiyanin bilesiklerinin insan

pankreas hlicre hattinda sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu goésteren ilk calismadir.

Tek sarmalli telomerik DNA'nin doértli bir yapiya katlanmasi, telomeraz enzimini
inhibe ederek apoptoz yollari ile hicre olumund etkiler. Telomeraz ekspresyon
seviyeleri, kanser ilerlemesi ve metastatik durum ile iligkilidir ve kanser hicresinin

cogalmasina yonelik dizenleyici potansiyeli kanitlanmigtir (91).

Calismamizda molekuler docking analizlerinde G-Kuadrupleks DNA'ya
baglanma enerjileri yliksek olan ve yeni sentezlenen B7 ve B9 igin hTERT ekspresyon
analizi gergeklestirdik. Ekspresyon sonuglarina gére Panc-1 hicre hattinda 24 saatte
B7 ve B9 muamelesi sonrasinda hTERT ekspresyonu sirasiyla -13,09 kat ve -16,91
kat azalirken, Mia-Paca hilicre hattinda 48 saatte B7 ve B9 muamelesi sonrasinda

sirasiyla -3,12 kat ve -1,48 kat azaldigini tespit ettik.

Wang ve ark 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada antisens (ans) fosforotiyoat

oligodeoksinikleotitlerin pankreas kanseri hicresi dizisi Bxpc-3’ te telomeraz
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aktivitesi ve in vitro hucre ¢ogalmasi Uzerindeki inhibe edici etkilerini arastirdilar. Ans-
hTERT'nin neden oldugu hicre gogalmasinin kontrol gruplarina gére bariz bir sekilde
engellendigini gosterirdiler. 72 saat inkiUbasyonundan sonra hucrelerin 6 ymol/L ans-
hTERT ile kontrol grubuna kiyasla ans-hTERT grubunun telomeraz aktivitesinin
inhibisyon orani %63 olarak tespit ettiler. Sonu¢ olarak ans-Htert
oligodeoksinukleotidlerinin, hTERT gen ekspresyonunu etkili bir sekilde inhibe
edebildigini, telomeraz aktivitesini azaltabildigini ve apoptozu tetikleyebildigini
gosterdiler. Olusan bu etkinin doza ve zamana bagli oldugunu gosterdiler (103).
Ayrica calismalarinda pankreatik kanser hticresi Bxpc-3'Uin ¢ogalmasinin, G0/G1
fazindaki hiicre dongusu birikimi ile baglantili olarak doza ve zamana bagli bir sekilde
antisens oligodeoksinikleotit (ans)-hTERToligodeoksinlkleotitleri tarafindan inhibe
edildigini géstermiglerdir. GO/G1 fazinin hicre orani %2,70'den %14,69'a yukselmis,
S fazinin hicre orani %72,7'den %51,0'e dismis ve G1 evresinin 6ninde G1 alti
evre hicre apoptoz zirvesi ortaya c¢ikmistir.  Sonuglar, ans-Htert
oligodeoksinukleotidlerinin, hTERT gen ekspresyonunu etkili bir sekilde inhibe
edebildigini, telomeraz aktivitesini azaltabildigini ve apoptozu tetikleyebildigini
gosterdiler. Apoptoz Uzerinde ans-hTERT tarafindan hizla indiklenen kisa sureli bir
etki ilave telomeraz aktivitesi Uzerinde uzun vadeli bir etki ile telomer uzunlugu
telomerik DNA tarafindan kritik olarak kisaltildiginda hiicre élimine neden oldugunu
goOsterdiler. Sirekli ans-hTERT oligodeoksinUkleotit tedavisi, telomeri hicre
yaslanmasina yol agacak bir boyuta kisaltabilir. Sonu¢ olarak ans-hTERT
oligodeoksinikleotitleri ile tedavi, telomeraz aktivitesi olan kanser igin potansiyel bir

strateji olabilecegini sonucuna vardilar (103).

Calismamizda da B7 ve B9 molekilleri doza bagimli olarak sitotoksiste artigi ve
hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz inbibisyonu yapmistir. in vitro olarak
yaptigimiz ¢alisma telomerazinhibisyonu yapmasiyla Wang ve ark’inin ¢alismasi ile
paraleldir. Biz de burada B7 ve B9 molekiillerinin hTERT ekspresyonunu azaltarak
telomeraz aktivitesi olan pankreas kanserinde potansiyel bir tedavi olabilecegdini

disUnduk.

MIA PaCa-2 ve PANC-1, PDAK karsinojenezinin in vitro calismalari icin yaygin
olarak kullanilan iki tumor hicre hattidir. Primer tumor kultdrine kiyasla daha kolay
erisilebilir, daha glvenilir ve daha az problemlidirler. Hem MIA PaCa-2 hem de PANC-
1'in farklilagsmasi zayiftir ve PANC-1, metastazi olan bir hastadan tiretilirken, MIA

PaCa-2'nin turetildigi hastanin metastatik durumu belirsizdir (104).
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Shen ve arkadasglari 2019 yilinda yaptiklar ¢galismalarinda immunositokimyasal
olarak belirlenen PANC-1 ve MIA-PaCa-2'nin sonuglari, PANC-1'de daha fazla kdk
hucre yuzeyi belirtecinin ifade edildigi gostermiglerdir. PANC-1 ve MIA-PaCa-2 hucre
hatlarinda, hdcrelerin %99,9'u CD44 pozitif ve ayrintili olarak PANC-1'de CD24+
hucrelerinin yuzdesi %17,3 + 3,7 ve EpCAM+ hicrelerinin ylzdesi %46,0 + 3,5 MIA-
PaCa-2'de, CD24+ hicrelerinin ylzdesi %11,5 + 0,7 ve EpCAM+ hlcrelerinin ylzdesi
%38,7 £ 0,5 PANC-1'deki CD24+CD44+EpCAM+ hucrelerinin yuzdesi %16,8 + %3,6
ve MIA-PaCa-2'de %11,5 = %0,7 olarak bulmuslardir. Kanser kok hicrelerinin
varliginin, timor agresifliginden sorumlu oldugu yaygin olarak kabul edilmistir. Kok
hicre ylzey belirtecgleri tespitinin bu sonuglari, PANC-1 hiicre hattinin MIA-PaCa-

2'den daha fazla kok hicreye sahip oldugunu gostermistir.

Ayrica Shen ve arkadaglar, PANC-1 ve MIA-PaCa-2 hucreleri, kure
olusturma yetenegindeki farkliliklari degerlendirmek icin kire olusturma ortaminda
kalturlediler. PANC-1'deki kire olusum oraninin ylzdesinin %96.7 oldugunu, MIA-
PaCa-2'de kure olugsum orani yuzdesi %80 oldugunu tespit ettiler. Bunun sonucunda
PANC-1 hilcre hattinin daha fazla kanser kokine sahip oldugunu kanitlamislardir
(104).

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hucrelerinin mikroskobik gézlemlerinde; MIA PaCa-
2'de iki farkh morfolojik model (bulylk htcreler ve kiglk hicreler) oldugunu ortaya
cikarirken, PANC-1‘de U¢ farkli morfolojik model (buyuk hicreler, ara hucreler ve

kiguk hicreler) ortaya gikarmigtir.

Gradiz ve ark 2016 yilinda yaptiklari calismada E-cadherinin MIA PaCa-2'de
eksprese oldugu ancak PANC-1'de eksprese olmadigi immunohistokimya analizi ile
dogrulanmigtir. Artan E-cadherin ekspresyonu, gesitli timor tiplerinde iyilestiriimis
hayatta kalma ile iligkili oldugundan PANC-1'in davraniginin daha buyuk bir metastaz
yapma potansiyeli ile daha agresif oldugu distnilmektedir. Bu sonuglarla, PANC-1'in

MIA PaCa-2'den daha heterojen ve istilaci oldugunu disunduler (104, 105).

Calismamizda Panc-1 hicre hattinin MIA PaCa’ ya gbére daha iyi cevap
vermesinin nedeninin B7 ve B9 molekiilllerinin metastatik dzellikli pankreas kanser

turlerinde daha etkin cevap alinabilecegini distndurtmustar.

Deeb ve ark 2015 yilinda yaptiklari calismada PDAK hicrelerinde Pristimerin
(PM) antitimor aktivitesine aracilik etmede telomerazin rolint aragstirdilar.

Calismalarinda PM, hicre proliferasyonunu inhibe etti ve hicreleri G1 hiicre dongusu
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fazinda durdurdu. MiaPaCa-2 ve Panc-1 PDAK hicrelerinde apoptozu indikledigini
tespit ettiler. PM'nin bu antitim&r aktiviteleri, telomeraz kompleksinin katalitik alt
birimini kodlayan gen olan hTERTinhibisyonu ile iyi bir sekilde iligkili oldugunu
buldular. PM, hTERT gen ekspresyonunu kontrol eden Spl, c-Myc ve NF-kB
transkripsiyon faktorlerini baskilayarak hTERT ekspresyonunu inhibe ettigini tespit
ettiler. PM ayrica hTERT nukleer ithalatini ve telomeraz aktivitesini fosforile eden ve
kolaylastiran protein kinazAkt'l da inhibe ettigini tespit ettiler. Bu bulgular i1s1§ginda,
hTERT'yi (telomeraz) PDAK'un tedavisi icin potansiyel bir PM terapétik hedefi olarak
tanimladilar. Bununla birlikte, PM tarafindan hTERTinhibisyonununtelomerlerin
kisalmasiyla sonuclanip sonucglanmadigini ve PM'nintelomerazin RNA sablonunu
baglayip bozdugunu belirlemek icin daha fazla calisma gerekli oldugunu disunduler
(93).

Calismamizda da Deep ve arkadaslarinin ¢alismalarindakine benzer sekilde
hTERT ekspresyonunu azaldigini tespit ettik. Deeb ve ark’inin calismasinda PM’nin
hicreleri G1 hlicre dongusu fazinda durdugunu tespit etmiglerdir B7 ve B9
molekdllerinin daha ileri ¢alismalar ile hTERT’i hangi gene bagh transkripsiyon
faktorlerini baskilayarak ya da hticre proliferasyonunu hangi hiicre déngusi fazinda

durdurabileceginin arastiriimasi disinmekteyiz.

Chiapporive ark 2015 yilinda yaptiklari ¢calismada ilerlemis kiiguk hicreli digi
akciger kanseri (NSCLC) igin idame tedavisi olarak telomeraz inhibitéri imetelstat'in
randomize bir faz Il caligsmasinda imetelstat'in etkinligini degerlendirdiler.
Calismalarinda 52 hasta tek basina imetelstat aldi, 24 hasta imatelstat arti
bevacizumab aldi, 12 hasta sadece bevacizumab aldi ve 26 hasta hicbirini almadi.
Vardiklari sonucta, idame imetelstat, birinci basamak tedaviye yanit veren cesitli
telomeraz uzunluguna (TL) sahip ilerlemis NSCLC hasta populasyonunda
progresyonsuz sagkalimi (PFS) iyilestirmede basarisiz oldu. Ozellikle kisa telomerleri
olanlarda sagkalimda iyilesme egilimi vardi. Kisa TL'nin prediktif bir biyobelirteg olarak
prospektif olarak dogrulanmasi, imetelstat'in daha fazla klinik gelisimi igin gerekli
olacaktir. Ayrica, nétropeni ve trombositopeni, kontrol kollarina kiyasla tek basina
imetelstat ve imetelstat ile bevacizumab birlikte oldugu kollarda daha ylksek olarak
buldular (82).

Calismamizda B7 ve B9 molekiillerinin telomeraz enzim inhibitori olarak in vitro
ortamda degerlendirdik ve hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz inbibisyonu

yaptigini gosterdik. Calismamizin in vivo ortam olmamasi nedeni ile progresyonsuz
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sagkalim ve klinik olarak yan etkilerinin arastirilmasi igin invivo ortamda yapilacak

daha ileri galismalara ihtiya¢ oldugunu disinmekteyiz.

Damm ve ark 2001 yilinda yaptiklari calismada telomerazi in vitro ve in vivo
olarak secici olarak inhibe eden yeni kimyasal bilesikleri tarif etmislerdir. Bu
Nukleosidik olmayan kuguk bilesikleri BIBR1532 {2-[(E)-3-naphtalen-2-yl-but-2-
enoylamino]-benzoicacid} ve BIBR1591 {5-morpholin- 4-yl-2-[(E)-3-naphtalen-2-yl-
but-2-enoylamino]-benzoicacid} seklinde adlandirdilar. Bu bilesikler tarafindan
telomeraz inhibisyonunu, fibrosarkom, akciger, meme ve prostat karsinomundan
tiretilen insan kanser hlicre hatlarinda telomerlerin slrekli erozyonu ile
sonuglandigini tespit ettiler. Kanser hcrelerinin bu inhibitérlerle tedavisi, akut
sitotoksisite olmadan ilerleyici telomer kisalmasina yol agtigini, ancak morfolojik,
mitotik ve kromozomal sapmalar ve degistiriimis gen ekspresyonu modelleri dahil
olmak Uzere yaglanmanin ayirt edici Ozellikleri olan karakteristik bir gecikme

doéneminden sonra proliferasyonun durmasina yol actigini tespit ettiler (106).

Calismamizda B7 ve B9 molekillerinin G-Kuadrupleks DNA’'ya baglanarak
telomeraz inhitdéri oldugunu tanimladik. Calismamizda PANC-1'in MIA PaCa
pankreas kanseri hiicre hatlar kullandik. ileri déniik calismalarda telomeraz aktivitesi

olan farkl tur kanserlerde de bu bilesiklerin kullanilabilecegini duginmekteyiz.

Xu ve ark 2000 yilinda yaptiklari ¢alismada insan tiumér hiicrelerinde vahsi tip
(wt) p53'Un indiklenmesinin ardindan hTERT ekspresyonunun agagi regule edildigini
ve wt p53'Un hTERT transkripsiyonunu dogrudan inhibe edildigini gosterdiler.
hTERT/telomeraz aktivasyonunun hiicre oOlimsizlesmesi ve tumoér gelisimi ve
ilerlemesi icin merkezi oldugu géz énlne alindiginda, p53'in bu yeni iglevi, p53'Un
aracilk ettigi 6nemli bir tumoér baskilama mekanizmasini temsil edebilecegini
dugunduler (107).

Calismamizda B7 ve B9 molekulleri G-Kuadrupleks DNA’ya baglanarak hTERT
ekspresyonunu azaltmistir. Bu ekspresyon azalmasinin p53 Uzerinden etkisi olup
olmadiginin arastirimasi icin daha fazla c¢alismaya ihtiyag olabilecegini

dusundurtmuistir.

Li ve ark 2020 yilindaki ¢alismalarinda Cin ilacinin aktif bir bileseni olan
antrakinonun yapisal modifikasyonu ile bir dizi yeni antrakinon, 8a(1-nitro-2-asil
antrakinon-16sin) bilesigini Urettiler. Bu bilesik 8a'nin kolon kanseri hicrelerine karsi

en iyi anti-tumor aktivitesine sahip oldugunu ve ROS (reaktif oksijen turleri)/JNK sinyal
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yollari yoluyla apoptozu indikledigini gOsterdiler. 8a ile indlklenen apoptozda, ROS-
JNK sinyal yolunun ilk aktivasyonu, artan ROS Uretimine, JNK fosforilasyonuna,
ardindan mitokondriyalmembran potansiyelinde bir azalmaya ve Bax ve Bcl-2'nin
eylemlerinin aracilik ettigi sitokrom c'nin salinmasina neden oldu. Bu sonuglar kaspaz
9 ve kaspaz 3 bdlinmesine yol agarak, bu da kaspaz sinyal yolunun aktivasyonuna
ve nihayetinde apoptoza yol agtilar. Bu nedenle g¢alismalarinin daha etkili anti-timaor
ilaclarinin gelecekteki tasarimi ve geligtiriimesi icin yeni bilgiler sunacagini dusinduler
(100).

Calismamizda da Li ve arkadaglarinin calismalarindakine benzer sekilde
kullanilan bilegikler de antrakinon tldrevi bilesiklerdir. Li ve ark antrakinon tirevi
bilesigin kolon kanseri hicrelerinde apoptoza yol acgtigi tespit edilmis olup, bizim
c¢alismamizda da bilesiklerimiz pankreas kanseri hicrelerinde sitotoksik aktiviteyle
etkili olmustur. Antrakinon tirevli ilaglarin farkli kanser tdrlerinin tedavisinde

kullanilmasi bizim sonuglarimiz ile uyumludur.

Zengve ark 2018 yilinda yaptiklari ¢calismada nukleotid analogunu 5-FdU (5-
fluoro-2'-deoxyuridine) tedavisi telomeraz-pozitif pankreas kanseri MIA-PaCa2
hicrelerinde hicre 6limind doza bagl bir sekilde indUkledigini géstermislerdir. Bunu
kanser hicrelerinde telomer iglev bozuklugunu ve daha hizli hicre o6lumand
tetiklemek igin toksik, dogal olmayan nikleotitleri secici olarak iletmek igin kanser
hicrelerinde telomeraz aktivitesini bir "Truva at" olarak kullanma alternatif bir
stratejisi ile gostermiglerdir. Florlu pirimidin analogu 5-FAUTP'yi, ssDNA'nintelomeraz
aracili uzantisi igin etkili bir substrat olarak tanimlamislar ve sonug¢ olarak 5-FdU
tedavisinin 3 gun icinde ve telomeraza bagimh bir sekilde énemli hicre 6lumune
neden oldugunu goéstermiglerdir. Bununla birlikte, bu bulgular telomerazin 5-FdU'nun
telomerlere yanlis dahil edilmesine aracilik ettigini ve ilacin klinik olarak uygulanabilir
konsantrasyonlarinda insan kanser hdcrelerinin hizli bir gekilde 6ldurilmesine yol

actigini dusunmektedirler (92).

Calismamizda kullandigimiz bilesikler MIA-PaCa hicre kulturlerinde 48 saatte
ICs0 deg@erleri B7 maddesi icin 200uM, B9 maddesi icin 375uM olarak hesapladik.
Panc-1 hicre hatti farkli konsantrasyonlarda B7 ve B9 muameleleri sonrasinda ICso
degerleri 24 saatte B7 maddesi i¢cin 200pM, B9 maddesi igcin 375uM olarak
hesapladik. B7 ve B9 bilegiklerinin G-Kuadrupleks DNA'ya baglanip telomerik G-

Kuadrupleks DNA'nin ¢ozunurlugunu bloke ederek aracilik ettigini ve ilacin klinik
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olarak uygulanabilir konsantrasyonlarinda insan kanser hicrelerinin hizli bir sekilde

oldurdlmesine yol agabilecegini duguinmekteyiz.

Burger ve ark 2005 yilindaki calismalarinda 3,6,9-tristbstitlie bir akridin bilesigi
olan G-Kuadrupleks baglayici ligand BRACO-19'u in vitro ve in vivo telomeraz
fonksiyonu Uzerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Bu bilesigin, dortli DNA igin
yuksek segicilige ve afiniteye sahip oldugunu bulmuslardir. BRACO-19'un biyolojik
aktivitesi, cok kisa telomerlere (2.7 kb) sahip olan insan endometrium karsinomu
hiicre hatti UXF1138L'de degerlendirmiglerdir. in vitro, hTERT ekspresyonu 24 saat
sonra blyuk dlgtide azalmistir. Ayrica hicrelerde telomer kisalmasini géstermiglerdir
(87).

Calismamizda da molekullerimiz  telomerik  G-Kuadrupleks DNA'nin
¢6zUnarlGguna bloke ederek etkisini gosterdigini tespit ettik. 24 saatte Panc-1 hiicre
hattinda B7 ve B9 muamelesi sonrasinda hTERT ekspresyonu sirasiyla -13,09 kat ve
-16,91 kat azalirken, Mia-Paca hicre hattinda 48 saatte B7 ve B9 muamelesi
sonrasinda sirasiyla -3,12 kat ve -1,48 kat azalmistir. Benzer sekilde Li ve ark’nin
yaptigi calismada da ankrakinon bilesiklerinin apapitoza yol agarak sitotoksisiteye yol
actgindan bahsetmistik. Fakat calismalarinda telomer uzunluk tayini yapmamiglardi.
Bilesiklerimizin telomerin kisalmasina ne kadar etki edecegini bulabilmek i¢in daha

ileri calismalara ihtiya¢ oldugunu disiniyoruz.

Guterresve ark 2020 yilinda hTERT aktivitesinin inhibe edilmesine dayali
tedaviler, her hucre bdélunmesinde telomerlerin kademeli olarak yipranmasina bagl
olduklarindan, anti-kanser etkileri uygulanmadan &6nce uzun bir tedavi siresi
gerektirebilecegini disinduler. Bu, onlari birinci basamak tedavi olarak kullanim igin
uygunsuz hale getirebilir ve direngli klonlarin evrimi ve blylimesi potansiyelini
artirabilir. Ayrica, telomeraza yonelik tedavilerin yan etkileri, hematopoietik soylar gibi
kok ve oncu hicrelerde telomerazin ekspresyonu nedeniyle potansiyel olarak ortaya
¢lkabilir. Ek olarak, telomeraz inhibitdrt etkinliginin, dlsik seviyelerde telomeraz
aktivitesinin kisa telomerleri surdirme ve tumor hicresi ¢odalmasini surdirme
kabiliyeti ile sinirlandiriimasi muhtemeldir, bu da oldukg¢a guglu inhibitorlere ihtiyag
oldugunu goéstermistir. Bununla birlikte, telomeraz, evrenselligi, kanser hicrelerine
yuksek 6zgullugu ve replikatif 6limsizlik verme yetenegi acisindan cekici bir kanser

hedefi oldugunu dugtnduler (80).
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Calismamizda da hTERT ekspresyonunun azaldigi sonuglarini bulmustuk.
Buldugumuz bilesiklerin telomer ekspresyonu olan hematopoetik hicreler gibi
hucrelere de etkilerinin ileriki in vivo c¢aligmalarda gosteriimesi gerektigini

dusuniyoruz.

Tauchive ark 2006 yilinda yaptiklari calismada G-Kuadrupleks yapi ile
etkilesimli olan telomestatin ile telomeraz inhibisyonunu arastirmiglardir.
Telomesatatinin farkli tGmér hicre tiplerinde apoptozu indukledigini ve normal
progenitdr hdcrelere kiyasla kanser hicrelerine karsi segicilik gosterdigini
dusunmuslerdir. Bu kaniya telomestatinin normal fibroblastlar Gzerinde daha az etkiye
sahip oldugunu go6zlemleyerek yuksek bir antikanser 6zgulligd oldugunu
daginmauslerdir. Ayrica telomestatinin ALT (alternatif telomer uzamasi)-pozitif
hicreler Gzerinde minimum etkiye sahip oldugunu gézlemlemiglerdir. Telomestatinin
aksine, tercinen molekiller arasi G-Kuadrupleks yapilarin olusumunu kolaylastiran bir
bilesik olan TMPyP4, ALT pozitif hiicrelerin cogalmasini baskilar. Bu farkin, molekil
ici (telomestatin) veya molekiller arasi (TMPyP4) G-Kuadrupleks yapilar icin
bilesiklerin seciciliginden kaynaklandigini bildirmistir. Ayrica telomestatin sistemik
uygulamalarinda dozu artirildikgca 3 mg/kg veya 9mg/kg veya 15mg/kg kontrole
kiyasla timor telomeraz aktivitesini sirasiyla %60,2, %74 ve %92,5 azalttigini
bulmuslardir (108).

Calismamizda B7 ve B9 molekilleri G-Kuadrupleks yapi ile etkilesime girerek
telomeraz inhibisyonu yaptigini tespit ettik. B7 ve B9 molekiillerinin G-Kuadrupleks
yapilar icin kanser hucrelerindeki telomeraza 6zgulligund ve segiciligini daha iyi
bulabilmek i¢in telomerik olmayan G-Kuadrupleks gruplar igin afinitesi ileriki

galismalarda arastirilabilir.

Mu-Yong Kim ve arkadaslari 2003 yilinda yaptiklari calismada molekdller arasi
G-Kuadrupleks yapilar icin TMPyP4 bilesiginin telomeraz pozitif hiicrelerin yani sira
telomer (ALT) alternatif uzamasi pozitif hicrelerin gogalmasini da baskiladigini
gormuslerdir. Ayrica, TMPyP4'lUn deniz kestanesi embriyolarinda anafaz kdprulerini
indukledigini, oysa telomestatinin bu etkiye sahip olmadigini gostermisler ve
sonucunda bizi telomestatinin molekul igi G-Kuadrupleks yapilar igin ve TMPyP4'un
molekuller arasi G-Kuadrupleks yapilar i¢in segiciliginin farkh oldugu sonucuna

goturmastr (109).
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Calismamizda B7 ve B9 molekulleri pankreas kanseri hucre kutlerinde hTERT
ekspresyonunu azaltarak telomer inhibisyonu yaptigini gordiuk. Telomeraz pozitif
hucrelerde alternatif telomer uzamasini baskiladigini gérmek icin daha fazla

calismaya ihtiyag vardir.

Huang ve ark 2008 yilinda yaptiklari g¢alismada insan telomerik dizisinin
olusturdugu G-Kuadrupleks DNA vyapisini stabilize eden karbazol tarevleri
tasarlanmis  ve  sentezlenmistir. Bunlarin arasinda 3,6-bis(1-metil-4-
vinilpiridinyum)karbazoldiiyodur (BMVC), G-Kuadrupleks erime sicakliginda 13°C
artis gostermis ve telomeraz aktivitesi Uzerinde guglu bir inhibitoér etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. BMVC'lerin insan H1299 (lenf dugumunden turetilen bir insan kiguk
hicreli olmayan akciger karsinomu huicre dizisi) kanser hicrelerinin yaklagik
%70'inde 40 dakika icinde tespit edildigini bulmuslar. Buna karsilik, ayni miktarda
normal insan IMR90 hucresinin BMVC'yi almasi 300 dakikadan fazla sirmus, bu da
BMVC'nin kanser hicrelerine alinmasinin normal hicrelerden daha verimli oldugunu

gOstermislerdir (110).

Calismamizda da B7 ve B9 molekdlleri insan telomerik dizisinin olusturdugu G-
Kuadrupleks DNA yapisini stabilize eden antrakinon yan zincir tasiyan ilaclardir.
Telomeraz pozitif pankreas kanseri hiicre kultlrlerine kiyasla normal hilcrelere
etkilerinin  kiyaslanmasi acisindan daha fazla c¢alismaya ihtiyag oldudunu

dusuinmekteyiz.

Gaove ark 2020 yilindaki yaptiklari ¢alismada multidisipliner yaklagimlar
kullanarak, insan telomerik G-Kuadrupleks multimerlerine yiksek segicilik ile
monomerik G-Kuadrupleks Uzerinden baglanan ve ilgili DNA ile birlikte G-
Kuadrupleks DNA'nin olusumunu indukleyen yeni bir kinolin ¢ekirdek ligandi olan
BMPQ-1'i belirlemislerdir. BMPQ-1'in dimerik G-Kuadrupleks c¢dzeltiye titrasyonu,
konformasyonel degisiklik yapmistir. Bu konformasyonel kayma, Ugla, doértll, begli,
altili G-Kuadrupleks birimlere uzanan tanima igin de gézlemlemisdir. Caligmalarinda,
konformasyonel dagihmin degisiminin, multimerik G-Kuadrupleks gruplar icin BMPQ-
1'in seciciliinde énemli bir rol oynadidini gézlemlemislerdir. Calismalarinda (3+1)
hibritmultimerik G-dortli  gruplara secici olarak baglandigi ve konformasyonel
degisiklikleri indukledigi gosterilen bir ligandin ilk 6rnegi oldugunu digunduler. BMPQ-
1'in farkh kanser hucre hatlarinda ve normal karaciger hicrelerinde CCK8 yardimi ile
sitotoksisitesini degerlendirdiler. Sirasiyla IC50 degerleri insan alveoler bazal epitelyal

kanser hicre dizisinde (A549) 1,46 £ 0,16 yuM, insan hepatoselllerkarsinoma kanseri
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hicre dizisinde (HepG2) 2,14 + 0,26 pM, insan mide kanseri hiicresinde(MGC-803)
2,36 £ 0,48 uM, insan kolon adenokarsinomunda (HT29) 1,40 £ 0,06 pM&nemli bir
doza bagimli sitotoksik etkiye yol actigini ve 4.38 £ 0.39 uM'lik bir IC50 ile insan
normal karaciger hucrelerinde (HL-7702) buydme inhibisyonunu indukledigini
gosterdiler. Hicre biylimesi inhibisyon egrilerine dayali olarak, 2 uM'deki BMPQ-1
bilegigi, normal hucrelere (HL-7702) kargi tumor hucreleri icin en yuksek segiciligi

sergiledigini sonucuna vardilar.

Calismalarinda BMPQ-1'i insan kolon adenokarsinomasinin bir HT29
ksenogreft fare modelinde de test ettiler. Fareleri normal salinle tedavi edilen grup ve
BMPQ-1 (15 mg/kg) ile tedavi edilen grup olarak ayirdilar. Sonug olara 3 haftalik
tedaviden sonra, timdrler eksize edildi ve nihai boyut igin oélctller. Normal salin
grubundaki timdr hacmi 700 mm3'e ulasirken; BMPQ-1 ile tedavi edilen timor
tasiyan farelerde timoér hacmi 300 mm3 olarak buldular. Bu sonuglarin, BMPQ-1'in

timor blylumesini in vivo etkili bir sekilde inhibe ettigini gosterdiler (111).

Calismamizda da insan telomerik dizisinin olusturdugu G-Kuadrupleks DNA
yapisini stabilize eden antrakinon tirevi ila¢g olan B7 ve B9 molekilleri pankreas
kanseri hucre kultirlerinde 6nemli bir doza bagimli sitotoksik etkiye yol actigini
gosterdik. B7 ve B9 molekilleri daha ileri calismalarda fakh hicre kultirlerinde ve
normal hicrelerde ¢alisilip, segiciligi hakkinda daha fazla bilgiye sahip olunabilecegini
dusunduk. Ayrica yukarda oldugu gibi biz de in vivo olarak molekulin timor
buyumesine etkisini makroskopik olarak hacim ve agirhk acgisindan

degerlendirilebilmesi i¢in de in vivo sartlarda ¢alisma yapmayi planlamaktayiz.

Berardinelli ve ark 2015 yilinda yaptiklari galismada etkili ve segici G-
Kuadrupleks stabilize edici molekulllerden biri olarak kabul edilen Pentasiklikakridin
bilesigini RHPS4 (3,11-difloro-6,8,13-trimetil-8H-kino[4,3,2-kl]akridinyummetosiilfat)
arastirnislardir. Bu bilesige uzun sureli maruziyette, telomerazinhibisyonunu ve insan
telomeraz katalitik alt birim (hTERT) geninin asagdi regulasyonunu, telomer
erozyonunu, G2/M gegisinde Onledigini ve kanser hicrelerinde hicre
proliferasyonunun baskilanmasini indikledigi bulmuslardir. Buradaki ¢alismalarinda
RHPS4 ve X-iginlarinin submikromolar konsantrasyonlarinin  kombine etkisi,
U251MG glioblastomaradyodirencli hicre hattinda degerlendiler. Sonug¢ olarak
Isinlamadan sonra yeniden birlesen DNA c¢ift sarmal kirilmalari, ilagla 6n-muameleye
tabi tutulmus hicrelerde gecikmis onarim kinetigini ve kromozom tipi degis tokuglarda

ve telomerik flizyonlarda sinerjistik bir artigi ortaya ¢iktigini tespit ettiler (112).
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Calismamizda dnce in vitro olarak B7 ve B9 molekillerinin pankreas kanseri
hucre kulturlerinde hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz inbibisyonu yaptigini
tespit ettik. Molekdllerimiz in vitro deneylerden sonra kombinasyon tedavisi i¢in daha

ileri calismalara ihtiyac¢ oldugunu disindyoruz.

Salvative ark 2007 yilinda yaptiklari calismada telomer dizisinin G-Kuadrupleks
DNA'sin1 baglayan ve mikromolar alti seviyelerde telomeraz aktivitesini inhibe eden
bir  pentasiklikakridin olan RHPS4 (3,11-difloro-6,8,13-trimetil-8H-kino[4,3,2-
klJakridinyummetosulfat)nin  antitumér etkisini arastirmiglardir. Calismalarinda
saghkh fareler Gzerinde yapilan bir akut toksikolojik c¢alisma temelinde segilen
maksimum tolere edilen dozu (15 mg/kg) enjekte ederek RHPS4'in M14 melanom,
PC3 prostat, H460 klgUk hicreli olmayan akciger, CG5 meme ve HT29 kolon
karsinom gibi farkll histotiplerdeki timorler (zerindeki antitimor aktivitesini
degerlendirdiler. 15 gun boyunca verilen tedavi, fare uygunlugunun ve kan
sayimlarinin degerlendiriimesiyle kemik iliginin ve ana organlarin histolojik analizi
sonugclarini distindukleri kadar toksik olarak bulmadilar. Spesifik olarak, CG5 meme
ksenogreftleri, tedavi ¢cok kisa bir stre icinde timor agirliginda belirgin bir inhibisyon
(ttmdor agirhdr inhibisyonu [TWI] yaklasik %80; P < 0.001) drettiginden ve bu etki en
az 30 gun kadar devam ettiginden en duyarli olarak degerlendirdiler. Diger tim timor
ksenogreftlerinde, RHPS4 tedavisi, etkinin en alt noktasinda yaklasik %50 (P < 0.001)
TWI Uretti ve daha da 6nemlisi, tiimor buylimesinde yaklasik 15 (M14 ve PC3) ve 10
(HT29 ve H460) glnlik gecikmeyle sonuglandigini tespit ettiler (113).

Calismamizda da insan telomerik dizisinin olusturdugu G-Kuadrupleks DNA
yapisini stabilize eden antrakinon tirevi ilag olan B7 ve B9 molekilleri pankreas
kanseri hicre kulturlerinde 6nemli bir doza bagimli sitotoksiketkiye yol actigini
gosterdik. B7 ve B9 molekulleri daha ileri ¢alismalarda fakli hiicre kultirlerinde ve
normal hicrelerde galisilip, segiciligi hakkinda daha fazla bilgiye sahip olunabilecegini
dusunduk. Ayrica yukarda oldugu gibi biz de in vivo olarak molekulin timor
biyimesine etkisini makroskopik olarak hacim ve agirhk agisindan

degerlendirilebilmesi icin de in vivo sartlarda ¢alisma yapilabilecegini distnuyoruz.

Phatak ve ark 2007 yilinda yaptiklari galigmada bir G-doértli yapiyi katlamak igin
indukleyen pentasiklikakridinyummetosiulfat tuzu RHPS4'i mitotik i§ zehiri mikrotlpleri
stabilize eden Taxol ile bir kombinasyonu ile telomer iglev bozuklugununu in vivo
deneylerde degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak RHPS4 ve Taxolsinerjistik olarak

hareket edebilecegini mitotik bir i§ zehrinin etkisi altinda, mitotik hicreler anafaza
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giremez. Anafaz koprusune yol agcan RHPS4 tarafindan induklenen telomerik DNA
hasari tepkisi ile birlikte bu mekanizmanin iki ajanin sinerji olusturabilecegini
dagunduler. Tek ajanli RHPS4'Un in vivo etkinligi sinirlh olmasina ragmen, RHPS4'Un
mitotik i§ zehiriTaxol ile bir kombinasyonu, timor remisyonlarina ve telomer iglev

bozuklugunun daha da artmasina neden olabilecegini tespit ettiler (114).

Calismamizda once in vitro olarak B7 ve B9 molekullerinin G-Kuadrupleks DNA
yapisini stabilize ederek pankreas kanseri huicre kulturlerinde hTERT ekspresyonunu
azaltarak telomeraz inbibisyonu yapmasini tespit ettik. Molekdllerimiz in vitro
deneylerden sonra kombinasyon tedavisi igin daha ileri galismalara icin Phatak ve

arkadaslarinin calismasinin bizim igin yol gosterici olabilecegini dusunuyoruz.

Rha ve ark yaptiklari ¢galismada pek ¢ok aday bilesik arasindan doértli DNA'yI
stabilize etmek igin G-Kuadrupleksile etkili bir sekilde birlestigi bulunan katyonik
porfirin, TMPyP4[5,10,15,20-tetra(N-metil-4-piridil) porfinklortr]'d ajan olarak segtiler.
Kontrol ajani olarak, da G-Kuadrupleks gruplarla daha az spesifik bir etkilesime sahip
olan TMPyP4'Un izomeri olan TMPyP2'yi ve azidotimini (AZT) kullandilar. Kolon
kanseri (HCT-116 ve HT-29), meme Kkanseri (HSs:sT VE MDA-MB-231),
néroblastoma(SK-N-FI ), serviks kanseri (HeLa ), pankreas kanseri (MIA PaCa-2)
prostat kanseri (DU 145) olmak lUzere sekiz timor hicre dizisini ve bes normal hiicre
dizisi(CRL-2115 ve CRL-2120 fibroblastlar; NHEK-Ad, yetiskin keratinositler; CCL)
icin hucre proliferasyonu tahlil sonuglari, hiicre sayma teknigine dayal olarak
karsilastirdilar. Sonug olarak Timér hicre dizilerinde TMPyP4 ve TMPyP2 igin IC50
degerleri sirasiyla 11.4-53 pym ve 9.0-28.2um araligindayken, AZT tumor hicre
dizilerine karsi ¢ok dusuk sitotoksik etkiler gosterdi . Normal insan hicre dizilerinde
TMPyP4 veTMPyP2 icin IC50 degerleri sirasiyla 2,9-48,3um ve 1,7-15,5 pym
araligindayken, AZT tumor hicre dizilerinde oldugu gibi ¢ok disuksitotoksik etkiler
gOsterdi. Sonug olarak porfirin sinifi telomer ve telomeraz etkilesimli ajanlarin normal

hicreleri etkileyebilecegini digtnduler (115).

Calismamizda once in vitro olarak B7 ve B9 molekiillerinin pankreas kanseri
hicre kdulturlerinde sitotoksistesini  degerlendirdik. Calismamizda kullanilan
molekuller de Rha ve ark’nin kullandigi molekul gibi G-Kuadrupleks ile etkileserek
telomeraz inhibisyonu yapmaktadir. Caligmalarinda sadece kanser hucre kulturleri
haricinde fibroblast ve kreatinosit hiicrelerinde de sitotoksisiteyi degerlendirmiglerdir.
Molekullerimizin in vivo deneylerde saglikli insan hicrelerinde sitotoksisite agisindan

degerlendirilebilecegini distunuyoruz.
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Ohnmacht ve ark yaptiklari calismada bir tetra-ikameli naftalin-diimid tlrevinin
(MM41) BCL-2 ve k-RAS genlerinin promotor dizilerinde kodlanan dortlilere guglu bir
sekilde baglandigini gosterdiler. MM41 uygulanmasinin BCL-2 inhibisyonu yoluyla
apoptoz indukledigini dustnduler. 1C50 degeri (96 saatlik bir tahlilde hlcre
bayimesini %50 engellemek icin gereken konsantrasyon), MIA PaCa-2
pankreatikadenokarsinom hdcre hattinda 10nM olarak tespit ettiler. Yaptiklari
deneylerde haftada iki kez 15 mg/kg dozunda IV uygulama ile timdr tagiyan bir grup

hayvanda tumor buyumesinde yaklasik %80 azalma saglar (116).

Calismamizda da B7 ve B9 molekulleri de G-Kuadrupleks DNA vyapisini
stabilize ederek etki etmektedir. Fakat BCL-2 ve KRAS genlerinin promotor dizi
dortlilere spesifik olup olmadigli agisindan ileri c¢alismalara ihtiya¢c olacagini

disunmekteyiz.

Yan ve ark 2022 yilinda yaptiklari ¢alismada sanguinarine klortir (SC) ve
brezilinin (Braz) dogal urlnlerinin birden fazla kanser hicresinde hTERT'nin
ekspresyonu ve telomeraz aktivitesini degerlendirdiler. Telomeraz-pozitif fibrosarkom
hicre dizisi olan HTC75 de SC'nin telomeraz aktivitesini doza bagh bir sekilde
baskiladigini tespit ettiler. Yaptiklari hlicre dénguisi ve apoptozun bir analizinde G2/M
fazinda ince bir hicre dénglsu durmasi, ve 2 uM SC ile inkibe edildiginde ise
apoptotik hicrelerde akut bir artis sergilediklerini gérdiler. Bir meme kanserini hiicre
kaltird olan MDA-MB-231'i farelerde ortotopik bir ksenogreft modelinde kullandilar. 3
ginde bir 1 uM SC ile tedavi edilen farelerdeki timorler, 24 ginlik uygulamadan
sonra kontrol farelerindekilere kiyasla %40 azaldidini tespit ettiler. Birlikte ele
alindiginda, 1 uM SC'nin hem in vitro hem de in vivo olarak guglu antitimor etkinligi
sergiledigini buldular. HTC75, HelLa (serviks kanseri) ve DLD1 (kolon kanseri)
hicrelerinde azalmis telomeraz aktivitelerini ve hicre cogalmasini gosterirken, MDA-
MB-231, Hs578t (meme kanseri) ve A549 (akciger kanseri) hicrelerinin 8 uM Braz'a
yanit vermedigini tespit ettiler. Bunun sonucunda Braz’in belirli kanser hucresi

turlerinde telomerazi segici olarak inhibe ettigini disunduler (117).

Calismamizda da pankreas kanseri hiicre kultirlerinde B7 ve B9 molekdillerinin
hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz inbibisyonu yapmasini degerlendirdik. B7
ve B9 moleklllerin de sitotoksisitesinin doza bagimli oldugunu tespit ettik.
Calismamizda Panc-1 hilicre hatlarinda 1Cso degerleri 24 saatte B7 hicre hatti igin
200uM, B9 maddesi igin 375uM olarak belirledik. Calismamizdaki bilesiklerin de farkl
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kanser hucre kulturlerinde telomeraz inhibisyonu ve sitotoksisitesinin belirlenmesi

bilesiklerimizin segicili§inin tespiti agisindan faydali olacagini distntyoruz.

Deeb ve ark 2014 yilinda yaptiklari ¢galismada bir kinonmetidtriterpenoid olan
Pristimerin (PM) pankreas kanseri hlicre kiltirlerinde antikanser aktivitesini ve etki
mekanizmasini degerlendirdiler. PM'nin pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonu
Uzerindeki etkisini 6lcmek icin MiaPaCa-2 ve Panc-1 hucreleri, 0.625 ila 5 uM
arasinda degisen konsantrasyonlarda 72 saat boyunca PM ile muamele edildi. Tedavi
sonunda kultirlerin yasayabilirligi MTS testi ile MiaPaCa-2, %52 ila %85 azalma;
Panc-1, %13 ila %81 azalma seklinde belirlediler. PM apopitozuinhibe eden anti

apopitotik Bcl-2 mRNA'nin doza bagh bir sekilde inhibisyonunu tespit ettiler (118).

Calismamizda da B7 ve B9 molekulleri MiaPaCa-2 ve Panc-1 hucre
kultdrlerinde doza badimli olarak sitotoksisitesine yol agmisti. Bcl-2 gen bolgesi de G-
Kuadrupleks DNA yapisindan zengin oldugu igin bizim bilesiklerimiz de buradaki
promotor dizilerine de baglanarak apapitoza yol agabilir. ileri calismalarda
bilesiklerimizin bu acidan arastirimasi ve daha ileri ¢alismalara ihtiya¢c oldugunu

dusundyoruz.

Drygin ve ark 2009 yilinda yaptiklari galismada nukleolustaki nikleolin/rDNA G-
Kuadrupleks komplekslerini segici olarak bozan boylece RNA Polimeraz |
transkripsiyonunu inhibe eden ve kanser hiicrelerinde apoptozu indikleyen kiguk
molekdlli  bir nikleolus hedefleme ajani  olan CX-3543 molekdlini
degerlendirmislerdir. Calismalarinda kolorektal adenokarsinom htcrelerinde HCT
116, CX-3543'Un DNA ve protein sentezi yerine RNA sentezini tercihen inhibe ettigini
gosterdiler. Kanser hucre dizilerinde rRNA sentezinin inhibisyonunun, nukleollerin
parcalanmasi ve ardindan p53 yanitinin aktivasyonu ve apoptoz ile sonuglanan
nukleolar strese neden oldugu bilinmektedir. Akciger kanseri (MDA-MB-231) dahil
olmak Uzere birgok insan kanserinin murinksenogreft modellerinde in vivo olarak
genis bir antitimor aktivitesi goézlendi. Burada CX-3543 (6.25 veya 12.5 mg/kg) ile
gunlik tedavi iyi tolere edildi ve tumoér blylimesi baskilandigini ve benzer sekilde,
MIA PaCa-2 pankreatik ksenogreftleri tagiyan farelerin 13 giin boyunca CX-3543 (5
mg/kg) ile tedavisi, hayvan viacut agirliklan Uzerinde minimum etkiyle tUmor
buyumesinin 6nemli 6lcude onlenmesiyle sonuglandirdilar. CX-3543 dozlamasi, bir
ilag tatiline izin vermek icin 14 ila 20. glnlerde durduruldu. 21 ila 26. gunlerde doz

uygulamasina yeniden baglanmasi tzerine, tumor buyumesi yeniden inhibe edildi; bu,
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tumorlerin duyarliigi korudugunu ve tedavi veya tatil sirasinda CX-3543'e direng

gelistirmedigini digstnduler (119).

Calismamizdaki B7 ve B9 molekilleri de pankreas kanseri hiicre hatlarinda G-
Kuadrupleks komplekslerine baglanip stabilite ederek etki gosterdigni disltniyoruz.
Literatirdeki calismalarda telomer islevine midahale ettigi bilinen baska doértll
etkilesimli bilesik olan BRACO-19 da DNA sentezini RNA sentezine goére tercihen
inhibe ettigi gOsterilmistir. Bu da bize farkli G-Kuadrupleks baglayici ligandlarin
birbirlerine alternatif olabilecegini disindiirir. ilag direnci agisindan molekuillerimizin

in vivo kosullarda ileri galismalarda ¢aligilabilecedini distnUyoruz.

Marchetti ve ark 2018 vyilinda vyaptiklari c¢alismada pankreas
duktaladenokarsinomunda G-Kuadrupleks baglayici kuiglik molekil 2,7-bis(3-
morpholinopropyl)-4-((2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl)amino)benzo[Imn][3,8]phenanthroline-
1,3,6,8(2H,7H)-tetraone (CM03) ‘U PDAK hiicre kiltlrlerinde antikanser etkilerini
baska bir G¢ ikameli naftalin diimid turevleri MM41 ve gemtamisinle kiyaslayarak
calismiglardir. MM41 ve CMO03 ile kenetleme, elde edilen G-Kuadrupleks
komplekslerinin benzer oldugunu ortaya c¢ikardilar, ancak CMO03 yan zincirleri
yalnizca Ug¢ oluga erisebilirken MM41 dért olugu da hedefledigini gdsterdiler. Her iki
bilegik de, 6zellikle digik nM konsantrasyonlarinda yanit veren akciger ve pankreatik
kanser hicre dizileri igin olduk¢a glgcli blylime 6nleme aktivitesi gosterdigni tespit
ettiler. CM03, MCF-7 hucrelerine kiyasla MIA PaCa-2 igin >20 kat segicilik
gOstermistir. Daha sonra in vivo bir deri alti MIA PaCa-2 pankreas timori ksenogreft
modeli kullanilarak sekiz fareden olusan bir grupta 4 haftalik bir sire boyunca (28
gun: 8 doz), her biri haftada iki kez olmak tzere 10 ve 15 mg/kg'da tedavi verildi.
Diger iki gruba 15 mg/kg'da MM41 veya gemsitabin verildi ve ayni doz rejimini aldilar.
Deney boyunca CMO03, doza bagiml bir antitimor tepkisi gosterdi. 28. glinde doz
uygulamasinin sonunda, dort terapi grubunun timu, ara¢ kontrol grubuna kiyasla
anlamli timor blyUimesi inhibisyonu ve timoér hacminde disme goésterdi. (p< 0,001)
CMO03 ile tedavi edilen hayvanlardan daha sonra alinan hayati organlarin
histopatolojik analizi de higbir organ hasari belirtisi gdstermedi. MM41 CMO03’
kiyasladaha yuksek molekuler agirligr ve dort pozitif yuki nedeniyle afinitesi daha

disuk oldugunu tespit etmislerdir (120).

Calismamizda G-Kuadrupleks baglayici B7 ve B9 molekiilleri pankreas kanseri
hicre hatlarinda hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz inbibisyonunu doza

bagimli sekilde yapti. Molekullerimizin in vivo ksenegref modellerinde timoér hacim
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takibinin yapilmasi ve diger organlara hasar verip vermeyecegini tespit edilmesi igin
daha ileri galismalara ihtiya¢ oldugunu disunmekteyiz. Ayrica 2 molektlimuizin
afinite agisindan karsilastirilmasi 24 ve 48 saatte olusan IC50 dederlerini

aciklamamiza yardimci olabilecegini dusinuyoruz.

Gunaratnam ark 2007 yilinda yaptiklari ¢galismada tristbstitlieakridin bilesigi
olan, G-Kuadrupleksyapilarini stabilize eden bir ligand olan BRACO-19’un telomeraz
inhibisyonu ve kisaltmasinin mekanizmalarini incelemiglerdir. BRACO-19, kisa sureli
maruz kalma deneylerinin ortaya koydugu gibi, kanserli ve normal fibroblast hicre
hatlari IMR90 ve WI-38 arasinda segicilik gdsterirken, tim kanser hicre dizilerinde
sitotoksik konsantrasyonlarda uzun suireli kiltirde optimum buyume inhibe edici
aktivite gosterdigni tespit ettiler. 2 hafta kadar BRACO-19 ile tedavi edilen meme
kanseri hcre hatti dizisi olan MCF7 hucrelerinden alinan protein 6zleri, Telomere
Tekrar Amplifikasyon Protokoll (TRAP) tanhlili kullanilarak telomeraz aktivitesini
Olclldu. Sonug olarak telomeraz aktivitesi numunelere kiyasla 1 mM BRACO-19
konsantrasyonunda 2 haftalik tedavinin sonunda toplam %65 oraninda inhibe
edildigini gosterdiler. Daha disuk 0,5 mMBRACO-19 konsantrasyonunda ise
orneklerle karsilastirildiginda anlamli fark saptamadilar. Ayrica, BRACO-19'un
HT1080 hiicre populasyonunun bir béliminde POT1'in baglanmasini bozdugunu
ancak TRF2 sinyalini degistirmedigini gosterdiler. Uzun sure maruz kaldiktan sonra
A2780 yumurtalik kanseri hlicre hattinda telomer uzunlugunun azaldigini tespit ettiler
(121).

Calismamizda da B7 ve B9 molekiilleri de pankreas kanseri hilicre hatlarinda
G-Kuadruplekskomplekslerine etki ederek doza bagimli sekilde sitotoksisiten
sorumludurlar. insan saglikli hiicre kiltirlerinde kanser hiicre hatlarina gore segigilik
ya da afinite agisindan degerlendiriimesi igin ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu
distnlyoruz. Yukaridaki calismada bir ligand olan BRACO-19 gibi ligand olan
bilesiklerimizin telomer uzunluguna etkilerini incelemek icin de c¢alismamizin

genisletebilecegimizi dugunuyoruz.

Bryan ve ark 2015 yilinda yaptiklari calismada BIBR1532 (2-[(E)-3-naphtalen-
2-yl-but-2-enoylamino]-benzoicacid) molekulinin telomeraz inhibisyonunun yapisal
temelini anlamaya calismiglardir. Nukleosidik olmayan, rekabetci olmayan, kiguk
molekullu bir telomeraz inhibitord olan BIBR1532 molekulunun telomeraz enziminin
basparmak bdlgesinin dis yuzeyinde korunmus bir hidrofobik cebe (FVYL) baglanarak

in vivo telomer kisalmasina neden oldugunu tespit ettiler (83).
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Calismamizda da B7 ve B9 molekilleri telomerazin G-Kuadrupleks
komplekslerine etki ederek Htert ekspresyonunu azalttiklarini tespit ettik. Telomerin
kisalmasina etkisini gbrebilmek icin ¢alismamizin genigletiimesinin literatlire daha

fazla katkisi olacabilecegini distnuyoruz.

Siddiqui-Jain ve ark 2002 yilindaki yaptiklari ¢alismada c-MYC onkogeninin
transkripsiyonunu baskilanmasinda G-Kuadrupleksin stabilizasyonunu saglayan
katyonik porfirinlerden TMPyP4 ve TMPyP2 molekullerinin rolini aragtirmiglardir.
Anafaz koprulerinin Uretimi ve in vivo antitimor aktivitesi gibi kargilik gelen biyolojik
etkileri sadece TMPyP4 ile iligkili oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica TMPyP4'ln, c-

myc transkripsiyonunu ve protein ekspresyonunu azalttigi gostermiglerdir (122).

Calismamizda da B7 ve B9 molekulleri de G-Kuadrupleks DNA yapisini
stabilize ederek etki etmektedir. Fakat c-myc gibi onkogenlerin ekspresyonuna etkisi

agisindan ileri galismalarin faydali olabilecegini dislinmekteyiz.

Temime-Smaalive ark 2009 yilinda yaptiklari calismada G-Kuadrupleks Ligand
Telomestatinin alternatif telomer uzatmasi (ALT) pozitif olan hicre hatlarinda
etkinligini arastirmiglardir. Telomestatinin ALT hucrelerinde temel bir telomerik iligkili
faktor olan Topoizomeraz llla’y1 G-Kuadrupleks olusumuna baglanarak inhibe ettigini
tespit ettiler (123).

Calismamizda da benzer sekilde molekillerimiz pankreas hticre kultlrlerinde
sitotoksisitede yaptigini tespit ettik. hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz
inbibisyonunu  yapan  bilesiklerimizin  ALT  pozitif hicre  kdltirlerinde
telomerazinhibisyonunu ileri ¢caligmalarda degerlendirmesinin faydali olabilecegini

dusundyoruz.

Gomez ve ark 2004 yilinda yaptiklar galismada triazin serisine ait gucli bir G-
Kuadrupleks etkilesimli ajan olan Ligand 12459'un telomarazin asagi regulasyonu
arastirmiglardir. 12459'un liganda kisa sureli maruz kaldiktan sonra A549 (akciger
kanseri hicre hatti) hiicrelerinde telomeraz aktivitesini asagi dogru dizenledigi de
gosterilmistir. ilging bir sekilde, 12459, c-myc gen transkripsiyonunu bloke eden
TMPyP4 ligandindan farkli olarak hTERT DNA transkripsiyonundan ziyade hTERT
MRNA iglemesini etkiledigini dusunmusglerdir (124).

Calismamizdaki molekullerden B7 bilesigi molekuler doking analizlerimizde

DNA ve RNA vyapilariyla benzer etkilesim gostermisti. HTERT ekspresyonunun
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azaltiimasinin G-Kuadrupleksin stabilizasyonunu DNA'ya mi bagimli RNA’ya mi
bagimli olarak ya da her ikisine de baglanarak ortaya ciktigini tespit etmek icin daha

ileri calismalarin faydali olabilecegini dugtnuyoruz.

Ramos ve ark 2019 yilinda yaptiklari calismada G-Kuadrupleks DNA yapilari
icin segici ligandlar olan ¢ok yukll ftalosiyaninleri calismiglardir. Bunlardan biri dort
cevresel pozitif yuke (ZnPc1) ve digeri sekiz pozitif yuke (ZnPc4) dupleks DNA
yapilari Uzerinde G-Kuadruplex icin yuksek secicilik ve afinite gosterdigini tespit
ettiler. Bu ¢calismada 5,10,15,20-tetrakis(1-metilpiridinyum-4-il)porfirinin (TMPyP) de
G-Kuadruplex i¢in yuksek afinite gosterdigini ve dolayisiyla potansiyel bir telomeraz
inhibitord oldugunu gostermislerdir. ZnPc1 ve ZnPc4'Un antitmor potansiyelini
arastirmak icin, UM-UC-3 mesane kanseri hicrelerine karsi sitotoksisitelerini
belirlediler. 48 saatlik tedaviden sonra ZnPcl, ZnPc4 ve TMPyP'nin IC50 degerleri
ZnPcl'inki ZnPc4 veya TMPyP'ninkinden énemli dlglide daha disuk olarak tespit

ettiler ve bunun daha ylksek bir toksisiteye sahip oldugunu distndiler (2).

Calismamizda kullanilan bilesikler de antrakinon yan zincir tagiyan bilesiklerdir.
Ramos ve ark’nin yaptiklari ¢calismada da antrokinon tlrevi bilesigin mesane kanseri
hicrelerinde sitotoksisiteye yol actigi tespit edilmis olup, bizim ¢alismamizda da
bilegiklerimiz telomeraz inhibisyonu vyoluyla panreas kanseri hucrelerinde
sitotoksisiteye yol agmistir. Burada antrakinon turevli ilaglarin farkh kanser tarlerinin

tedavisinde kullanilabildikleri ¢alismamiz sonugclari ile uyumludur.
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6. SONUG

1- Calismamizda yeni sentezlenen ve daha 6nce Uzerinde calisiimamis bir bilesik
olan antrakinon yan zincir tasiyan ftalosiyanin tlrevlerinin (B7 ve B9) insan pankreas

hicre hattinda sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

2- Calismamizda Panc-1 hicre hattinda 24 saatte B7 ve B9 muamelesi sonrasinda
hTERT ekspresyonu sirasiyla -13,09 kat ve -16,91 kat azalirken, Mia-Paca hicre
hattinda 48 saatte B7 ve B9 muamelesi sonrasinda sirasiyla -3,12 kat ve -1,48 kat

azaldigini tespit ettik.

3- Calismamizin baslangicinda B7 ve B9 molekillerinin hTERT ekspresyonu
inceledikten sonra telomeraz uzunlugu olgimini de arastirmamiza dahil etme
amacindaydik. Ancak malzeme alimi sirasinda yasanan aksaklik nedeniyle kitlerin
bozuk ¢cikmasi nedeniyle telomeraz uzunluk élcimini degerlendiremedik. Bu konuda

daha ileri calismalara gereksinim oldugunu distnmekteyiz.

4- Calismamizda kullanilan molekiller suda c¢ozinmuyor. Bu nedenle ileride
yapilacak in vivo ¢alismalarda dederlendirilebilmesi icin nanokdireler ya da hyaluronik
asit ile birlikte suda ¢6zundr hale getirilerek kullanilabilirligi arastirilacaktir. Bunlara ek

olarak albumine baglanarak etki edebilirligi in vivo calismalarda arastirilacaktir.

5- Calismamizda kullanilan molekullerin Telomerik G-Kuadrupleks DNA’ ya baglanma
enerjisi yiksektir. Fakat selektif degildir. Daha selektif molekil tasarimi ve sentezi igin

galismalarimiz devam etmektedir.
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