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OZET

Denovo Sentezlenen Suda Coziinebilir Ftalosiyanin Bilesiklerinin Pankreas

Tiimor Modelinde Etkilerinin Arastirilmasi

Dr. Serkan GIRAY

Kanser tiim diinyada énemli bir sorun olup 6liim nedenleri arasinda en iist
siralarda bulunmaktadir. Diinya genelinde yilda yaklasik yirmi milyon kanser vakasi
ve on milyon kanser 6liimii oldugu tahmin edilmektedir. Kanserler arasinda morbidite
ve mortalitesi en yliksek olanlardan biri pankreas kanseri olup bes yillik survi %6
civarindadir. Tan1 koyuldugu anda hastalarin ¢ogunda metastatik ya da lokal ileri
hastalik vardir. Bu nedenle, tek kiiratif tedavi secenegi olan cerrahi birgok hasta i¢in
uygun degildir. Bununla birlikte cerrahi sansi olan hastalarda, cerrahi sonrasinda lokal

ya da uzak niiksler nedeniyle sagkalim oranlar1 olduk¢a diisiiktiir.

Pankreas kanseri icin bircok kemoterapi ajani kullanilmaktadir, ancak bu
tedavilerle istenilen sonuclar alinamamaktadir. Bu nedenlerden dolayr yeni tedavi
alternatifleri iizerine ¢alismalar yogun sekilde devam etmektedir. Birgcok malignite
tedavisinde denenen ve basarili sonuglar aliman immiinoterapi yontemleri pankreas
kanserlerinde de denenmektedir. Kromozom uglarinda bulunan ve genomik stabilitede
rol oynayan bir enzim olan Telomeraz aktivitesi kanser hiicrelerinin dmriiniin devami
icin gereklidir ve pankreas kanserlerinin ¢ogunda telomerazin asir1 ekspresyonu
mevcuttur. Telomeraz enziminin inhibisyonu, kanser hiicrelerinin yok edilmesi i¢in

onemli bir tedavi hedefi olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Aromatik yapisi ve m-elektronlarinca zenginligi sayesinde ftalosiyaninler giiglii
termal, kimyasal ve foto kararliliga sahip yogun renkli saglam molekiillerdir.
Telomerik G-Kuadrupleks DNA'ya baglanma ozellikleri sayesinde Ftalosiyaninler

kanser tedavisinde umut vadeden bir arastirma alanidir.

Bu c¢alismada suda ¢oziinebilir 6zellikte olan ve G-Kuadrupleks DNA'ya
baglanma enerjileri yiiksek olarak 5 farkli ftalosyanin tiirevi [p-kuaternize ZnPc (AC-
1), np-kuartenize ZnPc (AC-2), Q-p-ZnPc-II (AC-3), Q-p-ZnPc-III (MC-1), Q-np-
ZnPc-1II (MC-2)] molekiiliinlin pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia-PaCa-2 ve

PANC-1) telomeraz inhibitorii aktivitelerinin belirlenmesi i¢in; Telomeraz reverse

Xi



transkriptazin (hTERT) ekspresyon tayini, telomer uzunlugu ve telomeraz protein

miktar1 arastirilmast amaglanmustir.

PANC-1 hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismalarda PANC-1 hiicre hattinda hTERT
ekspresyonu AC-1 i¢in 1,09 kat, AC-2 i¢in 2,75 kat, AC-3 icin 2,41 kat azalirken MC-
1 ve MC-2 i¢in hTERT ekspresyonunda herhangi bir azalma tespit etmedik. Telomer
uzunluk analizinde AC-1 igin 0,4730 kat, AC-2 i¢in 0,076 kat, AC-3 icin 0,0169 kat,
MC-1 i¢in 0,289 kat, MC-2 i¢in 0,560 kat azalma tespit ettik. AC-2 ve AC-3
molekiilleri ile hem hTERT ekspresyon azalmasini hem de telomer uzunlugunda
azalma gostermesi nedeniyle, yapilacak in vivo arastirmalar sonucunda pankreas

kanseri tedavisi i¢in aday ajanlar olabilecegini gostermistir.

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

Telomeraz inhibitori
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Denovo Synthesized Water-Soluble

Phthalocyanine Compounds in a Pancreatic Tumor Model
Dr. Serkan GIRAY

Cancer is a major global issue and ranks among the leading causes of death
worldwide. It is estimated that there are approximately twenty million cancer cases
and ten million cancer-related deaths each year globally. Among cancers, pancreatic
cancer has one of the highest morbidity and mortality rates, with a five-year survival
rate of around 6%. At the time of diagnosis, most patients present with either metastatic
or locally advanced disease. Therefore, the only curative treatment option, surgery, is
not suitable for many patients. Additionally, even in patients who are eligible for

surgery, survival rates remain low due to local or distant recurrences after surgery.

Many chemotherapy agents are used for pancreatic cancer, but the desired
results have not been achieved with these treatments. For these reasons, research into
new treatment alternatives is intensively ongoing. Immunotherapy, which has been
tested with successful results in the treatment of many malignancies, is also being
explored for pancreatic cancers. Telomerase, an enzyme located at chromosome ends
and playing a role in genomic stability, is crucial for the survival of cancer cells, and
overexpression of telomerase is present in most pancreatic cancers. The inhibition of
the telomerase enzyme stands out as an important therapeutic target for the elimination

of cancer cells.

Due to their aromatic structure and m-electron richness, phthalocyanines are
highly stable, intensely colored molecules with strong thermal, chemical, and
photostability. Their ability to bind to telomeric G-Quadruplex DNA makes

phthalocyanines a promising research area for cancer treatment.

In this study, it was aimed to determine the telomerase inhibitory activities of
five different water-soluble phthalocyanine derivatives [p-quaternized ZnPc (AC-1),
np-quaternized ZnPc (AC-2), Q-p-ZnPc-II (AC-3), Q-p-ZnPc-III (MC-1), Q-np-ZnPc-
IIT (MC-2)] in pancreatic cancer cell lines (Mia-PaCa-2 and PANC-1) by investigating
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the expression of Telomerase reverse transcriptase (hTERT), telomere length, and

telomerase protein levels.

In studies conducted with PANC-1 cell lines, we observed that hTERT
expression in the PANC-1 cell line decreased by 1.09-fold for AC-1, 2.75-fold for AC-
2, and 2.41-fold for AC-3, while no decrease in hTERT expression was detected for
MC-1 and MC-2. In the telomere length analysis, reductions of 0.4730-fold for AC-1,
0.076-fold for AC-2, 0.0169-fold for AC-3, 0.289-fold for MC-1, and 0.560-fold for
MC-2 were identified. The AC-2 and AC-3 molecules, showing both a reduction in
hTERT expression and a decrease in telomere length, suggest that they could be
potential candidate agents for the treatment of pancreatic cancer, pending further in

vivo research.

Keywords: Pancreatic cancer, Anthraquinone, Phthalocyanine, Telomer,

Telomerase inhibitor
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1. GIRIS
Kanser, tim diinyada 6nemli bir sorun teskil etmekte ve 6lim nedenleri
arasinda en ist siralarda yer almaktadir. 2020 yilinda diinya genelinde 19.292.789
kanser vakasi ve 9.958.133 kanser 6liimii oldugu tahmin edilmektedir. Koronaviriis
hastalig1 2019 (COVID-19) salgini, saglik kurumlarmin kapanmasi ve COVID 19'a

maruz kalma korkusu nedeniyle kanserin teshis ve tedavisinde gecikmeler meydana

gelmistir (1).

Pankreas kanseri mortalite ve morbiditesi en yiiksek kanserlerden biri olup
genel olarak bes yillik hayatta kalma orani yaklasik %6'dir (%2 ila %9 arasinda
degismektedir) (2). Diinya Saglik Orgiitii Globocan Veri tabanina gore, 2020 yilinda
diinya ¢apinda 500 bine yakin yeni pankreas kanseri vakasi ve 470 bine yakin pankreas
kanserine bagli 6liim yasandi. Tahmini yeni vaka sayisinin 2020 ile 2040 arasinda %70
artacagi tahmin edilmektedir (3). Etiyolojinin daha iyi anlasilmasi ve risk faktorlerinin
belirlenmesi bu hastaligin 6nlenmesi i¢in Onemlidir. Bugiine kadar pankreas
kanserinin nedenleri hala yeterince bilinmemekle birlikte sigara icme, obezite, genetik,

diyabet, diyet, hareketsizlik gibi baz1 risk faktorleri tanimlanmistir (2).

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK), malign pankreas tiimoriiniin en sik
goriilen histolojik tipidir (>%90). Ancak PDAK i¢in toplum temelli taramaya iliskin
bir kilavuz bulunmamaktadir. Pankreas kanserinin prognozu, erken asamalarinda bile
hala ¢ogunlukla tatmin edici degildir (4). Basvuru sirasinda hastalarin %50'sinde
metastatik hastalik, %10 ile %15'inde cerrahiye uygun lokal hastalik vardir. Geri
kalaninda (%30-35) tiimor-vaskiiler tutulumun boyutu nedeniyle lokal olarak
ilerlemis, ¢ogunlukla rezeke edilemeyen hastalik vardir. Bununla birlikte, kiiratif
cerrahiden sonra bile, lokal ve uzak relapslarin yiiksek sikligi nedeniyle sagkalim
oranlar1 ¢ok diistiktiir (5,6).

Lokal ileri evre hastaliklarda radyoterapi uygulanmakla birlikte, bu tedavinin
etkinligi oldukga sinirlidir. Pankreas kanserinde ¢ok sayida kemoterapi ajani kullanilsa
da, en etkili olanlarda bile istenilen sonuglar elde edilememektedir. Bu nedenle,
alternatif tedavi yoOntemlerine yonelik arastirmalar yogun bir sekilde devam
etmektedir. Kromozomlarin uglarinda yer alan ve genomun stabilitesini saglayan
telomeraz enzimi, giiniimiizde 6nemli bir tedavi hedefi olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Kanser hiicrelerinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in telomeraz aktivitesi gereklidir ve

1



pankreas kanserlerinin biiyilk cogunlugunda telomeraz asir1 derecede eksprese
edilmektedir ve telomerazin bloke edilmesi, kanser hiicrelerinin yasam siirelerini
sinirlayabilir. Bu bulgular, telomeraz inhibisyonunun pankreas kanseri hiicrelerinin
Omriini sinirlayabilecegini gostermektedir (7,8).

Cogu kanser tiirii icin immiinoterapideki hizli ilerlemelere ragmen, PDAK’a
kars1 immiinoterapide ilerleme son derece zor olmustur. Klinik ¢alismalarda birgok
immiinoterapi arastirilmis olmasina ragmen, c¢cok azi 6nemli terapotik etkinlik
gostermistir. Ayrica birgogunda yiiksek oranlarda ciddi yan etkiler ve doz simirlayici
toksisiteler goriilmistiir (9,10).

Aromatik yapilar1 ve n-elektron zenginlikleri ile ftalosiyaninler, yiiksek termal,
kimyasal ve fotostabiliteye sahip, yogun renklere sahip dayanikli bilesiklerdir.
Telomerik G-kuadrupleks DNA'ya baglanma yetenekleri sayesinde, ftalosiyaninler

kanser tedavisi alaninda gelecek vaat eden bir arastirma konusu olarak 6ne ¢ikmaktadir

(11).

Bu calismada suda ¢oziinebilir 6zellikte olan ve G-Kuadrupleks DNA'ya
baglanma enerjileri yiiksek olarak 5 farkli ftalosyanin tiirevi [p-kuaternize ZnPc (AC-
1), np-kuartenize ZnPc (AC-2), Q-p-ZnPc-1I (AC-3), Q-p-ZnPc-III (MC-1), Q-np-
ZnPc-III (MC-2)] molekiiliiniin hiicre hatlarinda (Mia-PaCa-2 ve PANC-1) telomeraz
inhibitorii aktivitelerinin belirlenmesi i¢in; Telomeraz reverse transkriptazin (W'TERT)
ekspresyon tayini, telomer uzunlugu ve telomeraz protein miktar1 arastirilarak
pankreas kanseri i¢in olasi yeni aday telomeraz enzim inhibitdrlerini gostermeyi

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. PANKREAS EMBRIYOLOJISi

Pankreas gebeligin 4.haftasinda gelismeye baslar. ilk olarak primitif duodenal
endodermden dorsal ve ventral tomurcuklanma olusur. Dorsal tomurcuk olgun
pankreas basinin iist kismi, boyun, gévde ve kuyruga dontislir. Ventral tomurcuk ise
basin alt kism1 ve uncinat prosese doniisiir. Yaklasik gebeligin 8.haftasinda dorsal ve
ventral tomurcuk kaynasirlar.(12) Ventral tomurcuk kanali Wirsung kanalini, dorsal
tomurcuk kanali ise Santorini kanalmi olusturur. fkisi ampulla water iizerinde

kaynagarak duodenuma agilirlar.(13)
2.2. PANKREAS ANATOMISI

Pankreas, 1.lomber vertebranin hemen 6niinde yerlesmis bas, boyun, govde ve
kuyruk olmak iizere 4 boliimden olusan retroperitoneal bir organdir. Bas kismi1 orta
hattin saginda, vena cavanin hemen 6niinde ve duodenumun C halkasinin i¢inde yer
alir. Unsinat proses pankreas basindan cikip superior mezenterik venin (SMV)
arkasina uzanir ve superior mezenterik artere (SMA) bitisik olarak sonlanir. Boyun
SMV’nin hemen tizerindedir. Govde ve kuyruk ise orta hattin karsisina uzanarak

Gerota fasyasinin ontinden dalak hilusunda sonlanir. (12)

Pankreasin karinda derin yerlesimli olmasi ve retroperitonda her yonden
kapatilmis olmas1 nedeniyle, pankreas patolojileri zor lokalize edilen hatta ¢gogu kez
tanimlanamayan klinige sahiptirler. Pankreatitte ise retroperitoneal yerlesim nedeniyle

agr1 genellikle sirta vuran karakteristiktedir.(13)
2.2.1. Pankreatik Kanal Anatomisi

Pankreasin ana kanali olan Wirsung Kanali pankreasin biiyiik ¢cogunlugunun
drenajini saglar ve safra kanali ile birleserek ortak kanali olustururlar. Yaklasik olarak
hastalarin 1/3’tinde safra kanali ve pankreatik kanal papillaya iki ayr1 kanal olarak
acilir, 1/3’tinde iki kanal papilla sonunda birlesir, 1/3’linde birka¢ mm uzunlugunda
gercek bir ortak kanal vardir. Santorini kanali ise kii¢iik bir pankreatik kanal olarak
kalir ve bazen major papillanin hemen proksimalinden kii¢iikk bir papilla ile
duodenuma direk olarak ac¢ilir. Hastalarin %30 unda ise ucu kor bir aksesuar kanal

olarak kalir ve duodenuma agilmaz.(13)



2.2.2. VasKkiiler ve Lenfatik Anatomi

Pankreas, ¢olyak trunkus ve SMA’dan olusan kompleks bir arteryel ag ile
beslenir. Bag ve uncinat proses anterior ve posterior pankreatikoduodenal arterler ile
beslenir. (12) Hepatik arterden koken alan gastroduodenal arter, duodenum inferior
kenarinda sag gastroepiploik arter dalim verir ve ardindan anterior superior
pankreatikoduodenal arter olarak devam eder. SMA ise pankreas boynunun inferior
kenarinda inferior pankreatikoduodenal arter dalin1 verir. Superior ve inferior
pankreatikoduodenal arterler, duodenum C halkasinin mediali boyunca, pankreas
basinin anterior ve posteriorunda parankim iginde birleserek, pankreas basina ve
duodenuma ¢ok sayida dalciklar verir. (12,13) Boyun, gévde ve kuyruk kanlanmasini
splenik arteryel sistemden alir. (12)

Vendz dolagim arteryel kan akimina benzerdir. Superior venler pankreas
boynunun hemen tizerinde portal vene direk olarak acilirlar. Posterior inferior ark ise
pankreas boynunun inferior kenarinda inferior mezenterik vene agilir. Anterior inferior
pankreatikoduodenal ven, sag gastroepiploik ven ve middle kolik ven ile birlesip ortak
vendz trunkus olusturarak SMV’ye drene olur. (13) Kalan gévde ve kuyruk, splenik

venoz sistem tizerinden drene olur. (12)

Pankreasin lenfatik drenaji oldukca yaygin ve genistir. Lenfatik damarlar ve
lenf nodlar1 arasindaki zengin iliski pankreas tiimor hiicrelerinin hizli yayilmasina yol
acar. Yaygin lenfatik drenaj pankreas etrafinda yaygin lenf nodlarinin ve rezeksiyon
sonrasindaki niiksiin 6nemli nedenidir. Lenf nodlari, distal safra yolu,
pankreatikoduodenal oluk, gdvdenin alt kenari, hepatik arter, splenik arter ve ven
boyunca palpe edilebilir. Pankreas gévde ve kuyruk kesimindeki tiimdrler bu lenfatik

yollar ile splenik ven ve dalak hilusundaki lenf nodlarina metastaz yapabilir. (13)
2.2.3. Pankreas Noroanatomisi

Sinir sistemi, endokrin ve ekzokrin pankreasin stimiilasyon ve inhibisyonunda
anahtar rol oynar. (14) Parasempatik sistem endokrin ve ekzokrin fonksiyonlar1 uyarir,
sempatik sistem ise bu sekresyonlari inhibe eder. Pankreas ayn1 zamanda somatostatin,
vazoaktif intestinal peptid (VIP), kalsitonin gen iliskili peptid ve galanin gibi ¢esitli

aminler ve peptidlerce uyarilan néronlar tarafindan da innerve edilir. (13)



2.3. PANKREAS FiZYOLOJISIi VE HISTOLOJiSi

Pankreas bezi, endokrin ve ekzokrin islevlere sahip karmasik bir bez olup
%85’1 asiner hiicrelerden ve %10’u kompleks bir hiicreler arasi matris igine gomiilii
adacik hiicrelerinden olusur. Bezin geri kalan %3 ila %4'i, epitelyal kanal sistemi ve

kan damarlarindan olusur.(12)
2.3.1. Ekzokrin Pankreas

Pankreas gilinde yaklasik 500-800 ml renksiz, kokusuz, alkali ve izoosmotik bir
stvi salgilar. Pankreatik sivi asiner hiicre ve kanal hiicrelerin sekresyonlarinin bir
karisimidir.  Asiner  hiicreler i tip besinin (karbonhidrat, protein, yag)
sindirilmesinden sorumlu olan amilaz, proteaz ve lipaz salgilarlar. (13) Proteolitik
enzimler proenzimler olarak salgilanirlar. Tripsinojen, duodenal mukoza
hiicrelerinden iiretilen enterokinaz enzimi ile aktif form olan tripsine doniisiir ve tripsin
de diger proteolitik enzimleri aktif hale getirir. Pankreasin i¢inde tripsinojenin aktive
olmasi, asiner hiicreler tarafindan salgilanan inhibitorler ile baskilanir ki bu sistemde
yetersizlik olmasi pankreatit nedenidir.(15) Pankreas sekretuar tripsin inhibitori, serin
proteaz inhibitorii Kazal tip 1 (SPINK1) geni tarafindan kodlanir ve SPINK1 gen
mutasyonu 6zellikle cocukluk ¢agi kronik pankreatit gelisimi ile iliskilidir. (12)

2.3.2. Endokrin Pankreas

Yaklasik bir milyon Langerhans adacigindan olusan normal bir yetiskin
pankreasinda adaciklarda glukagon salgilayan alfa hiicreleri, insulin salgilayan beta
hiicreleri, somatostatin salgilayan delta hiicreleri, ghrelin salgilayan epsilon hiicreleri

ve pankreatik polipeptit (PP) salgilayan PP hiicreleri bulunur.(13,16)

Insanlarda, endokrin hiicrelerin yaklasik olarak %40-60"1 insiilin {ireten beta
hiicrelerdir. Beta-hiicre insiilin salinimi arginin, lizin, 16sin ve serbest yag asitleri gibi
plazma amino asitleri diizeylerinden etkilenir. Glukagon, GIP, GLP-1 ve CCK insiilin
salinimini uyarirken, somatostatin, amilin ve pankreastatin insiilin salinimini inhibe
eder. Kolinerjik lifler ve beta sempatik lifler insiilin salinimini uyarirken, alfa sempatik
lifler insiilin sekresyonunu inhibe eder.(13,17) Somatostatin, pankreas ve diger
dokularda endokrin ve ekzokrin salgilar1 inhibe eden bir hormondur. Bu yoniiyle

kullanilan somatostatin analoglarinin fistiil ¢ikisini azalttig1 ve enterik ve pankreatik



fistlillerin kapanma siiresini hizlandirdig1 gosterilmistir.(13)PP'nin safra salgisini
inhibe ettigi, safra kesesi kasilmasimi engelledigi ve ekzokrin pankreas salgisini
azalttig1 gosterilmistir. Ancak PP'nin en 6nemli rolii, hepatik insiilin reseptdr gen

ifadesinin diizenlenmesi araciligiyla glukoz regiilasyonudur.(13,14)

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, epsilon hiicreleri olarak adlandirilan ayr1 bir
islet hiicre popiilasyonundan salinan besinci bir islet peptidi olan ghrelin'in varligin
gostermistir.(18) Orojenik veya istah uyarici bir peptit olan ghrelin ayrica insiilin
etkilerini karacigerde engeller ve incretin hormonlar1 ve glukoz karsisinda beta-hiicre

yanitin1 inhibe eder.(13,18)

Pankreas tarafindan salgilanan bes ana peptidin yani sira, amilin, peptid YY ve
pancreastatin gibi diger islet hiicre peptidleri ile VIP, galanin ve serotonin gibi
noropeptidler de bulunmaktadir. (13,17) Pancreastatin, son zamanlarda kesfedilen
pankreatik islet peptidi liriinlidiir ve instilini inhibe eder, somatostatin salinimini artirir.
VIP bir¢ok dokuda bulunur ve barsak, pankreas, hipofiz, sinir sistemi ve
kardiyovaskiiler sistem gibi birgok fonksiyonu diizenler. VIP'nin pankreasta insiilin
salinmmint artirdigr bilinmektedir. Galanin, merkezi ve periferik sinir sisteminde
bulunan bir néropeptid olup, pankreasta da bulunur. Insanlarda galaninin pankreatik

beta hiicreler iizerinde inhibe edici bir etkisi oldugu gosterilmistir.(13,14)
2.4. PANKREAS KANSERI

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde boliinmesi ve biiylimesi sonucu olusan
hastaliklardir. Normal hiicrelerdeki DNA hasari, onarim mekanizmalari tarafindan
diizeltilirken, kanser hiicrelerinde bu mekanizmalar bozulur ve hiicreler kontrolsiiz bir
sekilde cogalir. Kanser tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi ve hedefe yonelik tedaviler gibi yontemler kullanilir. Tedavi plani,
kanserin tiirline, evresine ve hastanin genel saglik durumuna bagl olarak belirlenir.
Kanserin 6liim nedeni genellikle metastaz, yani kanser hiicrelerinin viicudun diger
bolgelerine yayilmasidir. Metastaz, organlarin normal islevlerini yerine getirmesini
engelleyebilir ve bu da hayati organlarin yetmezligine yol agabilir. Erken teshis ve

uygun tedavi, kanserle miicadelede hayati 6neme sahiptir.



2.4.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri insanlarda en yaygin on kanserden biridir. Diinya ¢apinda
pankreas kanseri, her yil 459.000 yeni vakadan yaklasik 432.250'si Oliimle
sonuc¢lanmakta ve kanser mortalitesinde 7. sirada yer almaktadir. Amerikan Kanser
Dernegi'ne gore, 2019'da pankreas kanseri goriilme siklig1 53770 idi ve eszamanlh
6liim oran1 45.750 (23.800 erkek ve 21.950 kadin) idi. Amerika Birlesik Devletleri'nde
her yil hem erkeklerde hem de kadinlarda kansere bagli Oliimlerin dordiincii

nedenidir.(1,19)
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Sekil 2.1. GLOBOCAN 2022 verilerine gore, bolgeye 6zgii yas standardize edilmis pankreas kanseri

insidans oranlari(3)

Pankreas kanserlerinin yaklasik %901 pankreas duktal adenokarsinomlaridir
(PDAK). Bir¢ok kanserde erken tespit ve onkolojik tedavilerle sagkalim stiresi
uzatilabilmisken, PDAK vakalarinin biiyiikk ¢ogunlugu (%80'den fazlasi) ileri evre

hastalikla bagvurmaktadir ve bu durum 5 yillik sagkalim oranini yalmzca %l1'e



indirmektedir. Ulkelere gore insidans oranlar1 énemli dlgiide farklilk gosterse de,
kiiresel egilimler PDAK tanilarinin artmakta oldugunu ve Bat1 iilkelerinde yakinda
kanserden Oliimlerin ikinci 6nde gelen nedeni olmasinin beklendigini gostermektedir.
(20)

Pankreas kanseri insidansi bolgeler ve niifuslar arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. En yiiksek oran (Cek Cumhuriyeti- 9.7) ile en diisiik oran (Pakistan-
0.5) arasinda yirmi kat fark vardi. Yeni vakalarin yarisindan fazlasi (%55.5) daha
gelismis bolgelerde kaydedildi.(2) Pankreas kanseri insidansinda cinsiyetler arasinda
hafif bir fark ve onemli bir cografi dagilim farkliligi gézlemlenmistir. Erkeklerde
(100.000 kisi basma 5.5, 243.033 vaka) kadinlara gore (100.000 kisi bagina 4.0,
215.885 vaka) daha yaygindir. Erkeklerde pankreas kanseri gelisme riski Orta ve Dogu
Avrupa'da, ozellikle Letonya ve Moldova Cumbhuriyeti (15.3), Estonya (14.2) ve
Macaristan'da (12.9) yiiksektir. Kadinlarda pankreas kanseri insidansinin en yiiksek
oldugu bolgeler Batt Avrupa (7.2), Kuzey Amerika (6.5) ve Kuzey Avrupa ile
Avustralya/Yeni Zelanda'dir (esit olarak 6.4). (21)

Tiirkiye’de pankreas kanseri insidansi erkeklerde 2002 yilinda yiiz binde
3,1°den; 2016 yilinda 5,7 olmustur. Kadinlarda ise 2016 yil1 i¢in yiiz binde 3,6 dir.
Tirkiye ‘de pankreas kanseri erkeklerde en sik goriilen on kanserden biridir ve erkek
cinsiyette tiim kanserler i¢indeki orani %2,2°dir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun
(TUIK) tarafindan yaymlanan 2021 yili 6liim sebebi istatistiklerine gére 2021 yilinda
pankreas kanseri sebebiyle 4920 adet 6liim vakasi bildirilmis olup bu oran tiim malign

timorler nedeniyle gergeklesen dliimler arasinda %6 dir. (22)

2.4.2. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreas kanserinde ortalama 5 yillik sagkalim orami yaklasik %6'dir, ancak
literatiirde bu oran %2 ile %9 arasinda degiskenlik gostermektedir(2,23). Sagkalim
oranlar yas, cinsiyet, eslik eden hastaliklarin varlig1 ve yasam tarz1 gibi faktorlere
bagli olarak farklilik gosterir ancak en ¢ok etkileyen faktor, tani aninda tiimoriin
evresidir (24). Maalesef tan1 koyuldugunda hastalik genellikle ileri evrededir ve sadece
%20 hastada rezektabl tiimor mevcuttur. Basarili bir rezeksiyon sonrasinda ise 5 yillik

sagkalim %27 olarak bildirilmektedir (2,24).



2.4.2.1. Degistirilemeyen Risk Faktorleri
Yas

Pankreas kanseri genellikle yaslilarin hastaligidir. Hastalarin 30 yasindan once
teshis edilmesi son derece nadirdir ve yeni tani alan hastalarin %901 55 yasin

tizerindedir, cogunlugu ise 7. ve 8. dekattadir.(25)
Cinsiyet

Diinya genelinde pankreas kanserinin goriilme sikligi erkeklerde kadinlara
gore daha yiiksektir (erkeklerde yasa gore standartlastirilmis oran 5.5, kadinlarda ise
4.0). (25). Cinsiyetler arasindaki bu farkliliga ragmen, 15 ¢alismanin sistematik bir
gozden gecirmesi, ireme faktorlerinin kadinlarda pankreas kanseri ile iligkili
olmadigin1 gostermistir. (26)Pankreas kanseri, erkeklerde agir sigara igme aligkanligi
ve yliksek alkol tiiketimi gibi ¢cevresel veya mesleki risk faktorlerinin yani sira yasam
tarz1 nedeniyle daha sik goriilebilir; ancak ayn1 zamanda erkeklerde ve kadinlarda
kanser insidans1 ve mortalitesini etkileyen heniiz kesfedilmemis genetik faktorler

olabilecegi de miimkiindiir. (21)
Etnik Koken

Genel olarak, pankreas kanseri riski siyah insanlarda diger irklara gore dnemli
Olclide daha yiiksektir.(27) Irklar arasindaki pankreas kanseri insidansindaki
farkliliklar, beslenme, alkol, sigara igme ve D vitamini eksikligi gibi degistirilebilir
risk faktorlerine baglanabilir.(21) Her 1irkin pankreas kanserinin insidansini
etkileyebilecek genetik ve molekiiler ¢esitlilige sahip oldugu ve irksal farkliliklarin
tedavi sonrasi sagkalim oranlarin1 da agiklayabilecegi diistiniilmektedir. Genel olarak,
Asyal1 hastalarin, Asya olmayan hastalara gore daha iyi bir sagkalim oranina sahip

oldugu goriilmektedir. (28)
Kan Grubu

Pankreas kanseri riski, ¢esitli biiylik epidemiyolojik ¢alismalarda farkli ABO
kan gruplariyla iliskilendirilmistir. Kan grubu O olan hastalarla karsilastirildiginda,
kan grubu A, AB veya B olan hastalarin pankreas kanseri gelistirme riskinin dnemli

Olciide daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bunun nedeninin farkli kan gruplari arasinda



glikozil transferaz spesifitesi ve gruplar arasindaki farkli inflamatuar yanitlar oldugu

diisiiniilmektedir.(29)
Aile OyKkiisii

Pankreas kanseri, bir ailede daha once hastalik tanis1 konmus iki veya daha
fazla birinci derece akrabaya sahipse, ailevi olarak kabul edilir ve yeni vakalarin %5-
%10'unu olusturur(30). Ailevi risk faktorleri bulunan hastalar, aile dykiisii olmayanlara
gore pankreas kanseri gelistirme riskinde dokuz kat artig yasarlar; bu risk ii¢c veya daha

fazla birinci derece akrabada hastalik tanis1 konulmussa otuz iki kat daha fazla artar
31).

Genetik varyasyon veya mutasyonlar (germline mutasyonlar), pankreatik
kanser riskinin artmasinda 6nemli bir rol oynar (32). Pankreatik kanserli hastalarin
yaklasik %10'unda gen varyasyonlar1 veya degisiklikler bulunmaktadir ki bu durumun
genetik yatkinligr gosterdigi diistiniilmektedir ve hastaligin gelisimine katkida
bulunabilir (33). BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, CDKN2A, APC, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, PRSS1 ve STK11 gibi bir¢cok germline mutasyon, herediter pankreatik
kanser formlarinda rol aldig: tespit edilmistir (34). Pankreatik kanser ayn1 zamanda
herediter non-polipozis kolon kanseri (Lynch sendromu), familyal atipik multipl mole
sendromu, Peutz-Jeghers sendromu, herediter meme ve over kanseri sendromu,
familial adenomatoz polipozis ve Li-Fraumeni sendromu gibi familyal kanser
sendromlar1 ile iliskilendirilmistir. (35,36)PALB2 (BRCA2'min partneri ve
lokalizatorii) pankreatik kanser duyarlilik geni olarak tanimlanmistir ve familial
pankreatik kanserli hastalarin %3'linde germline mutasyonlar kaydedilmistir (37,38).
Ayrica, germline CDKN2A gen mutasyonlar1 genellikle familyal atipik multipl mole
sendromlu ailelerde, STK11 gen mutasyonlar1 Peutz-Jeghers sendromlu hastalarda ve
PRSS1 gen mutasyonlari ise herediter pankreatitli kisilerde gozlemlenmistir (24).
Ayrica, pankreas kanseri riskinin artmasinda 6zel bir rol oynayan kalitsal gen

mutasyonlarma sahip olan dort ana gen, KRAS, p53 ve SMAD4 bulunmaktadir(39).
Diabetes Mellitus

Diyabet, pankreas kanseri i¢in iyi bilinen bir risk faktoriidiir. Stevens ve ark.,
yaptiklar1 bir meta-analizde tip 1 diyabetli hastalarin pankreas kanseri riskinin,

olmayanlara gore iki kat1 oldugunu gostermistir (40). 36 ¢alismanin verileri tizerinden

10



yapilan baska bir meta-analizde ise tip-2 diyabetli hastalarda pankreas kanseri riskinin

arttig1 gosterilmistir(41).
2.4.2.2. Degistirilebilir Risk Faktorleri

Sigara

Sigara igmek, pankreatik kanser i¢in en onemli degistirilebilir risk faktori
olarak kabul edilmektedir (25). Yapilan 82 c¢alismanin meta-analizinde, sigara
icenlerde kanser riskinin %74 ve daha once sigara kullanan kisilerde ise %20 arttig1
gosterilmistir. Ayni zamanda bu ¢aligma sigaray1 biraktiktan sonra da riskin 10 yil
kadar devam ettigini gostermistir (42). Gelecekte yeni bir arastirma alani ise elektronik
sigaralardir. Elektronik sigaralarin kanser Onlenmesine katki saglayacak sigara
birakma aracit mi1 yoksa kanserojen potansiyeli bilinmeyen bir maruziyet mi oldugunu

anlamak i¢in yeni ¢aligsmalara ihtiyag¢ vardir (43).

Alkol

Literatiirde bu konu hakkinda karigik veriler bulunmasina ragmen en son
yapilan bir meta analizde diisiik ve orta diizeyde alkol tiiketiminin pankreas kanseri
riski ile iligkili olmadigi, ancak yiiksek alkol tiiketiminin (30 gr’dan fazla) riskin %15
arttig1 gosterilmistir(44). Ayni1 zamanda asir1 alkol tiiketimi kronik pankreatitin baslica
nedenidir ki bundan dolay1 olusan pankreas kanseri riskinden dolay: alkol de kanser

riskini arttirmaktadir(45).
Kronik Pankreatit

Kronik pankreatit {izerine yapilan yedi calismanin sonuglarina gore, bu
hastalarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda pankreas kanseri riski 13 kat daha

yiiksek oldugunu gosterilmistir(46).
Obezite

Pankreas kanseri olan 6391 hastay1 igeren bir meta analizde, normal kilolu
kisilerle karsilastirildiginda obez kisilerde pankreas kanser goreceli riski 1.19
bulunmustur (47). Yapilan baska bir meta analizde, her 5 BMI birimi artisina karsilik

pankreas kanseri riskinde %10 artis oldugu saptanmustir (48).
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2.4.2. Pankreas Kanseri Tirleri

Diger organlarda gelisen kanserler gibi, pankreas tiimoérleri de hiicre tipine,
yapisina ve davranisina gore simiflandirilir(49). Ekzokrin pankreas, sindirim igin
gerekli enzimleri {ireten kanal ve asiner hiicrelerden olusur. Endokrin pankreas ise

glikoz metabolizmasi i¢in gereken hormonlari iireten hiicreleri igerir (50).

Ekzokrin pankreas kanserlerinin ¢ogunlugu adenokarsinomlar olup tiim
pankreas kanserlerinin %90’1n1 olustururlar. Bu tiimorler pankreas kanalin1 doseyen
epitel hiicrelerinde ortaya cikar ve bez benzeri yapilar olustururlar(51). Mukoz
tiimdrler ise pankreas kanserlerinin %10'undan azini olusturan bir diger ekzokrin
pankreas kanseri tiriidiir. Bu tiimdrler genellikle pankreas kanal epitelinden

kaynaklanmakta olup kese benzeri yapilar olusturur ve mukus salgilarlar (49).

Endokrin pankreas kanserleri daha nadirdir ve tiim pankreas kanserlerinin
%35’inden azin1 olusturur. Malignite yapan pankreasin ndroendokrin tiimorleri (NET),
adacik hiicresi tiimorleri olarak da bilinir (52). Bu tiimorler, pankreasin adacik
hiicrelerinden kaynaklanir ve endokrin pankreasin islevini bozmaktan ziyade,
genellikle yiiksek seviyelerde pankreas hormonlar tretir (53). Fonksiyonel NET'ler
i¢cinde, insiilinoma (%42), gastrinoma (%?24), glukagonoma (%14), VIPoma (%10),
somatostatinoma (%6) ve daha nadir olarak diger coklu hormon iireten neoplazmalar

bulunur (54).
2.4.3. Pankreas Kanseri Patofizyolojisi

Son yirmi yilda, pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK) iizerine yapilan
arastirmalarda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu siirecte genetik ve molekiiler
biyoloji, molekiiler goriintiileme ve onkoloji gibi disiplinlerin sagladig: katkilar ile
oncii lezyonlarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi, daha hassas erken tam
yontemlerinin gelistirilmesini saglamistir (55)Pankreas kanseri, diger karsinomlara
benzer sekilde, intraepitelyal neoplaziden invaziv kansere dogru basamakli bir
ilerleme gostermektedir (56). PDAK olan hastalarin rezeksiyon materyalleri lizerinde
yapilan ¢alismalar, bir¢ok hastada tliimdriin ¢evresinde ve pankreasin geri kalaninda

multifokal, mikroskobik pankreatik intraepitelyal neoplazmalar (PanIN) bulundugunu
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gostermistir. Ayrica, intra duktal papiller miisinz neoplaziler (IPMN) ve miisindz
kistik neoplaziler (MCN) gibi kistik lezyonlar, pankreas kanseri i¢in onciil lezyonlar

olarak iyi bilinmektedir (57).

‘ Normal pancreatic (duct) tissue ‘
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Sekil 2.2 Invaziv pankreatik karsinomu igin {i¢ farkli morfolojik yol modeli (57)

Pankreatik Intraepitelyal Neoplazi (PanIN)

PanIN, pankreasin kiiciik intralobiiler kanallarinda bulunan, sitolojik ve mimari
anormalliklerle karakterize edilen mikroskobik epitelyal neoplazmlardir. PanIN,
atipinin derecesine gore PanIN 1,2 ve 3 olarak ii¢ sinifa ayrilir. PanIN-1A (flat) ve
PanIN-1B (papiller), minimal sitolojik ve mimari atipiye sahip diisiik dereceli
lezyonlardir. PanIN-2 lezyonlari (orta dereceli PanIN), hafif ila orta dereceli sitolojik
ve mimari atipi gosterir ve sik papillalar igerir. Yiiksek dereceli PanIN'ler (PanIN-3),
siddetli sitolojik ve mimari atipi ile karakterizedir. PanIN-3 ayni1 zamanda "karsinoma

in situ" olarak adlandirilir (57,58).

PanIN, Vogelstein'in kolon karsinogenezi modeline benzer sekilde, adenom-
karsinom sekansi yoluyla invaziv karsinomaya yol acan mikroskobik (<5 mm)
miisinoz-papiller lezyonlardir. Diisiik dereceli PanIN'lerin %90'1ndan fazlas1 dahil

olmak {tizere neredeyse tiim PanIN'lerin KRAS gen lokusunda mutasyonlar tasidigi,
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ardindan CDKN2A/pl6, SMAD4 ve TP53 mutasyonlarinin  pankreas
karsinogenezinin orta ve ileri asamalarinda meydana geldigi gosterilmistir (55).
PanIN’lerde histoloji evreleri ve mutasyonlar sekil 2.3’te goriilmektedir. Ust tarafta
PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2 ve PanIN-3 iin histolojik evreleri; altta ise karsiliklar
olan mutasyonel olaylarin, kRAS, p53 gibi tiimOr-promotér ve timor supresor

faktorlerin fenotiplerle iliskisi gosterilmektedir (13).

T RN

F—Normal— PanIN-1A- Panl_N-1 B it PanIN-2 i} PanIN-3 |
Telomere K-ras Invasion
shortening

p53, DPC4, BRCA2
KI-67, Topolla, 14-3-3c

Sekil 2.3. PanIN histolojik tipleri ve mutasyonlarin 6zeti (13)

Intraduktal Papiller Miisin6z Neoplazi (IPMN)

IPMN'ler duktal epitelden kaynaklanan tiimorlerdir. Papiller epitelyal
proliferasyon ve miisin iiretimi, ilgili kanallarin kistik genislemesine yol agarlar (59).
IPMN, cerrahi serilerde en sik goriilen kistik neoplazmlar olup, kéken aldiklari
bolgeye (ana pankreatik kanal, yan dal kanal) ve histolojik alt tiplerine bagl olarak
farkli malign potansiyel gosterirler. Baz1 IPMN'ler multifokal olabilir ve bu nedenle
kismi pankreas rezeksiyonundan sonra bile eszamanli kistik bir lezyonun ilerleme riski
vardir (60). Displazi derecesine ve iligkili invaziv karsinomun varligina veya
yokluguna bagli olarak, IPMN'ler WHO tarafindan diisiik dereceli displazi, orta
dereceli displazi, yliksek dereceli displazi ve iligkili invaziv karsinomlu IPMN olarak

siiflandirilir. IPMN'li hastalarin yaklasik ticte biri invaziv karsinom ile iligkilidir (61).
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Histolojik ve immiinohistokimyasal Ozelliklerine gore, bagirsak, pankreatobiliyer,
onkositik ve gastrik alt tipler ayrilabilir. Histomorfolojik ve immiinohistokimyasal
Ozelliklerine gore transmembran proteini olan MUC ekspresyonu (MUC1, MUC2,
MUCSAC ve MUC6) ve bagirsak belirteci CDX-2'nin analizi ile histopatolojik alt
tiplerin ayirici tanisi yapilir (62). Bagirsak tipi IPMN, uzun siitunlu hiicreler, uzamis
niikleuslar ve amfofilik sitoplazma ile karakterizedir (kolonun villoz adenomuna
benzer). Lezyonlar siklikla orta veya siddetli displazi gosterirler. Bu villoz papiller
neoplazmlar tipik olarak MUC2, MUCS5AC ve CDX-2 ekspresyonu gosterir. Buna
karsilik, pankreatobiliyer tipi IPMN, dallanmig papiller yapisi ile yiiksek dereceli
intraepitelyal neoplazmlar ile karakterizedir ve MUC1 ve MUCSAC ekspresyonunu
gosterirler. Onkositik tip ise genellikle onkositik hiicrelerle karisik goblet hiicreleri ve
miisin i¢eren hiicreler ile karakterizedir. Bu hiicrelerin ¢ogu, invaziv hale geldiklerinde
nadir goriilen onkositik karsinomlarina doniisen yiiksek dereceli hiicresel atipi ve in
situ karsinom modifikasyonlar1 gosterir. Onkositik alt tip, MUC5AC, MUC6 ve
MUCI1 veya MUC2 ekspresyonu gosterirler. Gastrik alt tip hafif atipi gdsteren oval
sekilli niikleuslara ve hafif eozinofilik sitoplazmaya sahiptir. Mitozlar nadirdir ve
gastrik tip lezyonlarin ¢ogu diisiik dereceli lezyonlardir. Gastrik tip IPMN'ler
MUCSAC ve bazen MUCG6 eksprese ederler (63).

KRAS ve GNASI mutasyonlari, erken genetik degisiklikleri temsil ederken,
TP53 mutasyonlar1 [IPMN'nin adenom-karsinom sekansinda invaziv kansere yol acan

gec degisiklikleri temsil eder (60,64).
Miisinoz Kistik Neoplazi (MCN)

Pankreas kanserinin en nadir Onciil lezyonlar1 olan MCN agirlikli olarak
kadinlarda goriiliir ve tipik olarak pankreasin govde ve kuyruk kisminda yer alirlar
(65,66). IPMN'lerin aksine, MCN'ler genellikle ana pankreas kanaliyla belirgin bir
baglant1 gostermez ve ana pankreas kanalinda dilatasyon tipik olarak tespit edilmez.
Noninvaziv MCN'li hastalarin prognozu ¢ok olumludur (bes yillik sagkalim neredeyse
%100) ve invaziv MCN i¢in rezeksiyon yapilan hastalar i¢in bes yillik sagkalim oran

neredeyse %60't1r (67,68).

MCN'ler ¢ok biiylik boyutlara ulasabilen kistik lezyonlardir. Displazi

derecesine (atipi) gore noninvaziv MCN'ler diisiik dereceli displazi, orta dereceli
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displazi ve yliksek dereceli displazi olarak siniflandirilir. MCN'lerin yaklasik tigte biri

invaziv hale gelir ve bu durumda genellikle duktal adenokarsinomlar olustururlar (69).

MCN'lerin tanisal ipuglarindan biri, neoplastik epitelin altinda bulunan over
benzeri stromanin varligidir. Stroma progesteron ve Ostrojen reseptorlerini eksprese
eder ve gergek over stromasina benzer sekilde luteinizasyon gosterebilir. Molekiiler
degisiklikler net olarak gosterilememis olsa da KRAS mutasyonlar1 diisiik dereceli
displazili MCN'lerde ve ileri vakalarda artan siklikla tespit edilmistir. TP53, p16 ve
SMAD4/DPC4 mutasyonlar1 ise genellikle yiliksek dereceli displazi ve invaziv

karsinomlarda gozlenmistir (68).

MCN'ler diislik malignite riski tagimasina ragmen (invaziv karsinom prevalansi
yaklasik %13), her hastaya cerrahi miidahale onerilir. Ozellikle, MCN'ler geng
hastalarda goriiliir ve ¢ogunlukla pankreasin govde ve kuyruk kisminda yer alir, bu

nedenle rezeksiyon en uygun ve gilivenilir tedavi yontemidir (66).

2.4.4. Pankreas Kanserinde Genetik Degisiklikler

Tim gen calismalar, PDAK’mn molekiiler olarak heterojen bir hastalik
oldugunu ve dort yaygin genetik degisiklikle karakterize oldugunu ortaya koymustur.
Bunlar onkojenik KRAS mutasyonu ve tiimor baskilayici genler CDKN2A, TP53 ve
SMADA4'in inaktivasyonudur. Bu degisiklikler, PDAK vakalarinin ¢ogunda mevcut
olup bununla birlikte, bircok ek gen, tiimér alt gruplarinda genellikle ¢ok diisiik bir
frekansta (<%10) mutasyona ugrarlar. Bunlar arasinda KRAS, TGF-, WNT, NOTCH
ve Hedgehog sinyallesmesi ile S-fazina giris, aksonal rehberlik, kromatin yeniden
sekillenmesi, DNA onarimi1 ve RNA islenmesi bulunmaktadir. Bu ¢esitli genetik
olarak degistirilmis yolaklar arasindaki etkilesimlerin PDAK progresyonuna nasil
katkida bulundugunu anlamak, hastaligi tedavi etmek i¢in daha selektif ve etkili

terapotik modalitelerin gelistirilmesinde 6nemli bir hedeftir (70).
Onkogenler

Pankreas kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan onkogen olan KRAS
pankreas kanserlerinin %95'inden fazlasinda mutasyona ugrar. KRAS geni, 12.
kromozomun p kolu iizerinde yer alir ve membrana bagli bir guanozin trifosfat (GTP)

baglayici protein kodlar. Bu GTP baglayici protein, hiicre ¢ogalmasi, hiicresel hayatta
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kalma, hareketlilik ve iskelet sistemi yeniden sekillenmesi gibi cesitli hiicresel islevleri
yonetir. KRAS genindeki aktif edici mutasyonlar, Kras proteininin diizenlenmis
GTPaz aktivitesini ortadan kaldirir ve bu da stirekli sinyallesme ile sonuglanir. KRAS
genindeki mutasyonlar, en erken pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN)
lezyonlarinda gozlemlenir ve pankreatik timor olusumunun en erken genetik
olaylarindan biri olarak kabul edilir (71). BRAF gen mutasyonlari, KRAS mutasyonu
tasimayan pankreas kanserlerinin %5'inde gozlemlenmekte olup bu kanserler
genellikle mikrosatellit instabildir. Benzer sekilde, AKT2 genindeki amplifikasyonlar,
pankreas kanserlerinin %10 ila %20'sinde goriiliir. C-MYC, KRAS ve GATAG gibi

diger onkogenlerin amplifikasyonlari ise daha az siklikla goriiliir (72).

Tiumor Supresor Genler

Timor baskilayict genler, hiicre proliferasyonuna karsi etkili olan proteinleri
kodlar. Bu proteinler arasinda sinyal inhibitorleri, negatif transkripsiyon faktorleri,
apoptoz aktivatorleri veya DNA onarim sistemlerinin {yeleri bulunur. Genetik
degisiklikler sonucu, bu genlerin normal islevi azalabilir veya tamamen ortadan
kalkabilir. Tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlar resesif karakterdedir; dolayisiyla
hiicre, her iki allel de etkilendiginde bu islevleri kaybeder. En yaygin durumda,
baslangicta bir allel mutasyona ugrarken, digeri sonradan mutasyona ugrar veya
tamamen kaybolur. Timor baskilayict deaktive edilmesinin ayri bir mekanizmasi ise
hipermetilasyondur. Pankreas kanserinde sik¢a etkilenen tiimor baskilayicilar arasinda

TP53, APC, SMAD4 ve TP16 bulunur (73).

Timor baskilayici genler, onkojenik siirlicii mutasyonlarin varliginda hiicre
dongiisiinii durdurma, apoptoz indiiksiyonu yoluyla hiicre proliferasyonunu sinirlar.
Bu nedenle, bu genlerin islevsel inaktivasyonu tiimér olusumu icin gereklidir.
Bunlarin en yaygin iici CDKN2A, TP53 ve SMAD4/DPCA4'tiir. Bu genlerin
inaktivasyonu, ¢ok asamali karsinogenez modeliyle uyumlu olarak onkojenik KRAS

mutasyonunun ortaya ¢ikmasini takiben sirali bir sekilde gergeklesir (70).

CDKNZ2A, hiicre dongiisiiniin S fazina girigini engellemekten sorumlu olan bir
siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p16/INK4A proteinini kodlar. Bu gen, PDAK'de

en erken ve en sik degisiklige ugrayan timor supresor gendir. CDKN2A
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inaktivasyonu, PDAC gelisiminden Once, genellikle orta derecede ilerlemis

PanIN'lerde tespit edilir (70).

PDAK'deki diger Onemli bir timor supresor gen ise TP53'tiir. TP53,
transkripsiyon faktorii p53'Q kodlar. Timorlerin yaklagik %75’inde bu genin
fonksiyon kaybi1 gozlemlenir. p53'iin inaktivasyonu, genellikle CDKN2A kaybini
takiben ileri PanIN'lerde g6zlemlenir (74).

Bir diger timor supresor gen kromozom 18q.84 iizerindeki SMADA4 tiir.
SMAD4 geninin protein iriinii olan Smad4 Transforme edici biiylime faktorii beta
(TGFPB) hiicre sinyal yolunda islev goriir. SMAD4 fonksiyonunun kaybi sonucu
SMAD4'e bagimli TGF- yolunu ortadan kalkar ve diizensiz hiicresel proliferasyona
meydana gelir. Pankreas kanserindeki SMAD4 mutasyonlari daha yaygin olarak

metastatik hastalik ve dolayisiyla kotii prognoz ile iliskilidir (75,76).

PDAK'de fonksiyonunu kaybeden bir¢ok koruyucu gen bulunmaktadir, bunlar
arasinda BRCA1, BRCA2, hMLH1 ve hMSH?2 bulunur. LKB1 gibi, bu timor supresor
genlerin inaktivasyonu germline veya somatik mutasyon sonucu meydana gelebilir ve

daha ¢ok diger malignitelerle iligkilidir (77).
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Pankreas kanserinde en sik mutasyona ugrayan genler, goriilme sikliklart ve

kullandiklar1 sinyal yolaklar1 Tablo 2.1°de 6zetlenmistir (73).

Gen Mutasyon Sikligi
Sembolleri Protein Adi (%) Tipi Ana Sinyal Yolu veya Sistem
KRAS K-ras 58 Proto- Ras/Raf/MAPK
onkogen
TPS3 Tumor proteini p53 37 Tamor Apoptoz, Hucre dénglisi
baskilayici kontrolt
CDKN2A Tumor proteini p16 29 Tamor Hucre déngusi kontrolt
(INK4A) baskilayici
CTNNB1 B-katenin 24 Proto- Whnt
onkogen
SMAD4 DPC4 22 Tumor TNFbeta/SMAD
baskilayici
APC Apc 16 Tamor Whnt
baskilayici
PIK3CA Fosfoinositid 3-kinaz 5 Proto- PTEN/PISK/AKT
cnkogen

Tablo 2.1: Pankreas kanserinde en sik mutasyona ugrayan genler (73)

2.4.5. Pankreas Kanserinde Sinyal Yolaklari

¢-MET/HGF Sinyal Yolu

c-MET/HGF (hepatosit biiyiime faktorii) sinyal yolu, pankreas kanserinin erken
progresyonunda anahtar bir faktordiir. Bu yol anjiyogenez ve hiicre ayrigmasi (yayilma
ve metastaz) yoluyla invaziv biiyiimeden sorumludur. c-MET, embriyonik gelisim ve
yara iyilesmesinde birincil fonksiyonu olan bir HGF reseptoriinii kodlayan bir proto-
onkogendir. Normal insan ekzokrin pankreasinda c-MET mRNA's1 c¢ok diisiik
seviyelerde bulunmasina ragmen, pankreas kanserlerinin ¢ogunda ve pankreatitli
epitelyal hiicrelerde yukar1 upregulasyona ugrar. HGF, c-MET'in birincil ligandidir. c-
MET/HGF etkilesimi sonrasinda, Ras, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K), Janus kinaz
(JAK)/sinel dontistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) ve B-katenin (Wnt)
yollar1 da dahil olmak {izere birkag farkli sinyal yolu aktif hale gelir (75).
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Ras/Raf/MAPK Yolu

Ras/Raf/mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolu, kanserde en ¢ok
incelenen ve en iyi tanimlanmis sinyal yollarindan biridir. Bu yol, hiicre biiyiimesi,
farklilagsmasi ve hayatta kalma gibi ¢esitli hiicresel siirecleri diizenler. Aktive olmus
Ras, Raf kinazini baglar ve aktive eder, bu da sirasiyla MEK ve ERK kinazlarini aktive
eder. Aktive edilmis ERK, cekirdege girer ve burada cesitli hedef genlerin
ekspresyonunu diizenler, bu da hiicre proliferasyonu ve hayatta kalma sinyallerine yol
acar. Ras/Raf/MAPK yolunun asir1 aktivasyonu, bir¢ok kanser tiiriinde gézlemlenir ve

pankreas kanserinde de 6nemli bir rol oynar (78).
PTEN/PI3K/AKT Yolu

PTEN/PI3K/AKT, AKT onkogeninin hiicre membrani tizerindeki lokalizasyonu
ile diizenlenen 6nemli bir sinyal yoludur. AKT'nin membran lokalizasyonunda yer alan
iki 6nemli protein ailesi PI3K ve PTEN fosfatazlaridir. PI3K, fosfoinositler olarak
bilinen belirli membran bagl lipitleri fosforilleyebilir. Pankreas kanserinde AKT]1,
hiicre dongiisiiniin durmasini asarak, apoptozu engelleyerek ve anjiyogenezi tesvik
ederek hiicre hayatta kalmasimi siirdiiren bir onkogen olarak hareket eder. PTEN,
PI3K'ya karsi etkili olan bir fosfatazdir. PIP3'0 tekrar PIP2 ve PIP'e doniistiirerek zar
lokalizasyonunu bozarak ve AKT aktivitesini azaltarak timor baskilama yetenegine

sahiptir (79).
JAK/STAT Yolu

JAK/STAT sinyal yolu, sitokin reseptorlerinden hiicre ¢ekirdegine kimyasal
sinyallerin iletilmesiyle DNA transkripsiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. Aktive edilmis STAT dimerleri, ¢ekirdek icinde DNA transkripsiyonunu
baglatir. JAK/STAT sinyalinin inhibisyonunun cesitli insan kanserlerinde apoptozu
indiikledigi bilinmektedir ve bu nedenle potansiyel yeni ila¢ adaylar1 i¢in birincil odak

noktasidir (73).
2.4.6. Pankreas Kanseri Tanisi

Klinik Bulgu ve Semptomlar

Pankreas kanserinin baslangi¢ belirtileri genellikle miiphem ve nonspesifiktir.

Pankreas kanserlerinin %90°dan fazlasi duktal adenokarsinomlar olup hastalarin cogu
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lokal ilerlemis (unrezektabl) veya metastatik hastalikla bagvurur. En yaygin 3 belirti
olan istah azalmasi, hazimsizlik ve bagirsak aligkanliginda degisikliktir. Tiimdrlerin
cogu (yaklasik yiizde 70) pankreas basinda olusur ve siklikla safra tikanikligi ile
kendini gosterir. Bu durum koyu idrar, sarilik, istah kaybi, yorgunluk, kilo kayb1 ve
ekzokrin pankreas yetersizligi gibi belirtilere yol acar. Buna karsilik, pankreas govdesi
ve kuyrugunda yer alan kanserler, karin agrisi, sirt agrist ve kaseksiye bagl belirtiler
(istah kaybi, kilo kaybi, yorgunluk) gibi daha nonspesifik belirtilerle kendini gosterir.
Yeni baslangi¢hi veya mevcut diyabetin kotiilesmesi PDAK'nin bir isareti olabilir ve
degerlendirilmesi gereklidir. Nadir durumlarda, akut pankreatit PDAK'in birincil
belirtisi olabilir ve yeni tan1 almis PDAK hastalarinin yaklasik yiizde 3'tinde goriiliir

(5).
Teshis Yontemleri ve Goriintiileme Teknikleri

Pankreas kanseri genellikle erken evrede cok az semptom gosterir ve sigara
icme ve aile Oykiisii disinda pek az spesifik, 1yi bilinen risk faktorii vardir; bu da uygun
tarama ve erken taniy1 oldukea zorlastirir. Pankreas kanserinde erken tespit ve uygun
cerrahi adaylarin se¢imi i¢in devam eden bir ¢aba vardir. Ayrica, glinlimiizde mevcut
pankreas goriintiilemesi, pankreas odakli lezyonlarin karakterizasyonu, baslangic
evrelemesi, cerrahi ve terapdtik planlama ve ¢esitli goriintiileme modalitelerini
kullanarak tedavi yanitinin degerlendirilmesinde kilit bir role sahiptir. Bu modaliteler
arasinda ultrasonografi (US), bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans
goriintileme (MRI), pozitron emisyon tomografisi (PET) ve endoskopik

ultrasonografi (EUS) bulunur (80).

Pankreas BT anjiyografisi, toraks ve pelvis BT ile birlikte, vaskiiler anatomiyi
ve hastalifin evresini degerlendirmek i¢in kullanilabilir ve tani sirasinda Onerilir.
Tiimdr ile lokal kan damarlar1 (superior mezenterik ve portal venler ile ¢6lyak, hepatik
ve superior mezenterik arterler) arasindaki temas derecesi en uygun baslangic
tedavisini tanimlamak i¢in 6nemlidir. Sinirda temas, tiimoriin kan damarina 180° veya
daha az temas etmesi anlamina gelirken, ¢evreleme 180°den fazla tlimor-damar
temasinit ifade eder. PDAK metastazlarinin yaygin bolgeleri karaciger (%90), lenf
nodlar1 (%25), akciger (%25), periton (%20) ve kemikler (%10-15)dir. MRI ve MR
kolanjiyopankreatografi (MRCP), belirsiz karaciger lezyonlarinin metastaz olup

olmadigint belirlemeye ve BT'de zayif karakterize edilebilecek kanserleri tespit
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etmeye yardimci olabilir. Florodeoksiglukoz kullanilan PET/CT, tiimordeki glukoz
metabolizmasin1 degerlendirerek pankreastaki benign ve malign lezyonlar1 ayirt
etmeye yardimci olan fonksiyonel bir goriintiileme aracidir; ancak, uzaysal ¢oziintirliik
eksikligi vardir ve enfeksiyon veya inflamasyondan kaynaklanan glukoz alimini da
tespit edebildiginden yorumlama zorlasabilir. PET/CT rutin evreleme araci olarak

kabul edilmemektedir (81).

Endoskopik ultrasonografi (EUS), pankreas kitlesini dogrudan gostermek,
kesin sitolojik veya histolojik tani saglamak, tiimor-damar iligkisini tanimlamak,
bolgesel lenf nodlarini degerlendirmek ve tam rezeksiyon olasiligint degerlendirmek
i¢in kullanilir. EUS rehberliginde yapilan ince igne biyopsisi (ince igne aspirasyonu
yerine tercih edilir), histolojik tani elde etmek ve molekiiler testler i¢in materyal
saglamak amaciyla kullanilir. Obstriikte safra yollarinin goriintiilemesi igin
endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi (ERCP) kullanilir ve ERCP hem tani
hem de palyasyon i¢in kullanilabilir. Dekompresyon ¢ogunlukla metalik safra stenti

yerlestirilerek saglanir (82).

Serum karbonhidrat antijen 19-9 (CA 19-9), PDAC icin iyi bilinen bir
biyomarkerdir ve tedavi yanitini izlemek i¢in kullanighdir. CA 19-9, rutin tarama igin
yeterince duyarli veya spesifik olmasa da, tarama araci olarak degeri yeniden gdzden
gecirilmektedir. Diger arastirma asamasindaki kan bazli biyomarkerler, serbest hiicre
DNA's1, eksozomlar ve dolasimdaki tiimdr hiicreleri, tedavi yanitini izlemek ve tedavi

direncini degerlendirmek icin de faydali olabilir (82,83).

Bunlarin disinda pankreas goriintiilemesi icin gelistirilen yeni teknikler de
mevcuttur. MDCT (Cok Kesitli Bilgisayarli Tomografi), pankreas kanseri
goriintiilemesinde tercih edilen yontemdir, ancak 2 cm'den kiigiik veya izoatteniie
tiimorlerin tespiti hala zordur. Dual-energy veya diisiik tiip voltaj teknikleri, bu tiir
tiimorlerin tespiti i¢in kontrast-giiriiltii oranmm artirarak yardimci olabilir. teratif
rekonstriiksiyon (IR) algoritmalari, BT goriintiilemesinde giiriiltii azaltma ve diisiik
radyasyon dozlariyla yiiksek tanisal kalite saglama potansiyeline sahiptir. Bu teknikler,
yiiksek ¢oziiniirliikte pankreas BT goriintiilemesi i¢in kullanilabilir. Dinamik kontrastl
MR goriintiileme ve DWI (Diflizyon Agirlikli Goriintiileme), pankreas kanserinin tani
ve tedavi izlemesi i¢in kullanighdir. Gadoksetik asit ile zenginlestirilmis karaciger

MR, karaciger metastazlarinin tespitinde en etkili yontemlerden biridir ve BT'den daha
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yiikksek duyarliliga sahiptir. Entegre PET ve MR (Hibrit PET/MR), ileri pankreas
kanserli hastalarda evreleme degerlendirmesi ve tedavi yanitinin izlenmesi igin iistiin

tanisal performans saglayabilir (80).
Pankreas Kanseri Evreleme

Pankreas kanserlerinin evrelendirilmesinde, Amerikan Birlesik Kanser
Komitesi (AJCC) evreleme sistemi kullanilmaktadir. Bunlar TNM ve Prognostik
evreleme olup Tablo 2.2 ve Tablo 2.3’de gosterilmektedir.

Primer TUmaor

TX Primer tumor degerlendirilemez

TO Primer tumar kaniti yok

Tis Karsinoma in situ (PanIN-IlI siniflandirmasini da igerir)

T1 En blyik boyutu 2 cm veya daha kiguk olan timér

Tla Tumor en buylk boyutu 0,5 cm veya daha az

Tib Tumar 0,5 cm'den buyuk ve en blyik boyutu 1 cm'den kiguk

Tic Tumaér 1 cm'den biylk ancak en buytik boyutu 2 cm'den fazla degil

T2 Tumar 2 cm'den biylik ama en biiylk boyutu 4 cm'den fazla degil

T3 Tumar ve en blyik boyutu 4 cm'den fazla

T4 Tumar ¢olyak ekseni, superiormezenterik arter ve/veya ortak hepatik arteri igerir

Bolgesel Lenf Diglimleri

NX Bolgesel lenf digumleri degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 11la 3 bolgesel lenf digimiinde metastazlar

N2 4 veya daha fazla bolgesel lenf diglimiinde metastaz

Uzak Metastaz
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz

Tablo 2.2. TNM Evrelemesi (84)
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EVRE 3 § N M

0 Tis NO MO
IA 5! NO MO
1B T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T1, T2, or T3 N1 MO
1] T1, T2, or T3 N2 MO
1] T4 Herhangi bir N MO
v Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo 2.3. Prognostik Evreleme (84)

2.4.6. Pankreas Kanseri Tedavisi

Pankreas kanserinde potansiyel kiir saglayan tek tedavi yontemi cerrahi
rezeksiyondur. Adjuvan kemoterapinin eklenmesiyle sagkalim oranlarimin iyilestigi
gosterilmistir. Neoadjuvan kemoradyoterapi uygulamasi ile sagkalimda daha da
iyilesme gosteren sonuclar mevcuttur (25). Bu hastaligin multidisipliner tedavisi, tani
anindaki kanser evresine (rezektabl, sinirda, lokal ileri ve metastatik hastalik) baglidir
ve cerrahi, kemoterapi, kemoradyoterapi ve destekleyici tedavi yontemleri hastaligin

ve hastanin durumuna gore uygulanir (6).
Cerrahi Tedavi

Pankreas kanserinin rezeksiyonu icin pankreatikoduodenektomi (Whipple
prosediirii), distal veya total pankreatektomi, tlimoriin anatomik konumuna baglh
olarak cerrahi segeneklerdir (25). Cerrahi rezeksiyonun amaci, mikroskobik olarak
negatif marjlarla (R0O) timdriin tamamen ¢ikarilmasidir, ¢iinkii bu, R1 rezeksiyonlarina
kiyasla sagkalimi  Onemli oOlgiide artirir (85). Son yayinlara gore,
pankreatikoduodenektomiden sonra RO rezeksiyonu, >1 mm'lik temiz bir marj olarak

tanimlanmalidir (86).

Pankreas basinda adenokarsinom bulunan hastalarda
pankreatikoduodenektomi Onerilen cerrahi tekniktir ve SMA'nin anterior, lateral ve
posterior simirlarinda adventisya kadar iskeletizasyonu standart yaklasimdir (87).

15'ten fazla lenf diiglimiiniin diseksiyonu oOnerilir ve standart lenfadenektomi,
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suprapilorik (5), infrapilorik (6), ortak hepatik arter boyunca (8a), safra ve sistik
kanallar boyunca (12b ve 12c¢), pankreas basinin arka yiizeyinde (13a, 13b), superior
mezenterik arterin baslangicinda (14a), SMA'min sag tarafinda (14b) ve pankreas
basinin 6n yiizeyinde (17a ve 17b) bulunan lenf nodlarini igerir. Daha agresif cerrahi,

yani genis kapsamli lenfadenektomi, uzun dénem sagkalimi artirmaz ve Onerilmez

(88).

Sol pankreasta (govde veya kuyruk) adenokarsinom bulunan hastalarda
splenektomi ile distal pankreatektomi dnerilir. Bolgesel lenfadenektomi, gastrosplenik
lenf diiglimlerini ve sol ¢dlyak trunkus kenarindan SMA'ya kadar olanlar igerir.

Lenfadenektomi, 9, 10, 11 ve 18 numarali lenf diigiimleri seviyelerini igermelidir (89).

Diger alanlarda oldugu gibi, pankreas cerrahisi i¢in minimal invaziv tekniklere
ilgi artmistir. Laparoskopik distal pankreatektomi, tarif edilen ilk minimal invaziv
pankreas rezeksiyonudur. Bir meta-analiz, laparoskopik ve agik distal pankreatektomi
arasinda benzer morbidite ve mortalite bulmus, minimal invaziv grupta kanama ve
hastanede kalig siiresinin azaldigini gostermistir (90). Robotik tekniklerin Whipple
prosediiriinii iyilestirmek i¢in kullanilmasia yonelik girisimler de olmustur. Agik
pankreatektomi ile karsilastirildiginda, bir meta-analiz robotik grubun daha diisiik
komplikasyon orani ve rezeksiyon smirinda daha az tiimor oldugunu bulmustur.
Ancak, bu ¢alismalardaki randomizasyon eksikligi, se¢im yanliligina yol agmaktadir.
Robotik cerrahi ayrica 6nemli bir maliyet gerektirmektedir (91).

Medikal Tedavi

PDAK cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra 6nerilen adjuvan kemoterapi, yliksek
fonksiyonel durumu olan bireyler i¢in modifiye FOLFIRINOX (fluorouracil,
oksaliplatin, irinotekan, leykovorin) veya daha diisiik fonksiyonel durumu olan
bireyler igin gemcitabin ve kapesitabin ya da sadece gemcitabin igermektedir (92).
Adjuvan tedavi olarak radyoterapinin rolii tartigmalidir. Eski ¢alismalar, PDAC i¢in
adjuvan radyoterapiyi desteklememektedir ¢linkii genel sagkalim avantaji

gosterilmemistir (93).

Neoadjuvan tedavi, yani preoperatif tedavi, okiilt metastatik hastaligi ortadan

kaldirabilir ve sistemik tedaviye uygun hasta sayisini artirabilir. Bu, 6nemli bir oranda
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hastanin operasyonel morbidite nedeniyle adjuvan tedavi alamadigi diisiiniildiiglinde
onemlidir. Yapilan ¢caligmalarda FOLFIRINOX tedavisi ile ameliyat dncesinde olasi
bir evre diisiisii saglayarak negatif cerrahi smir ile rezeksiyonu kolaylastirdig

gosterilmistir (94).

Lokalize PDAK'da radyoterapinin rolii belirsizligini korumakta ve devam eden
arastirmalarda degerlendirilmektedir. Neoadjuvan kemoradyoterapi, yapilan bir
calismada faz 3 denemesinde potansiyel yarar gostermistir. Bagka bir caligmada ise
genel sagkalim avantaji gozlemlenmistir. Stereotaktik radyoterapinin neoadjuvan
modifiye FOLFIRINOX'a eklenmesi medyan genel sagkalimi iyilestirmemistir
(95,96). Giincel kilavuzlar, lokal ileri pankreas kanseri durumlarinda neoadjuvan

kemoterapiyi radyoterapi ile veya radyoterapisiz bir se¢enek olarak desteklemektedir

(97).

Rezeke edilebilir PDAK'de neoadjuvan tedavinin yarar1 degerlendirilme
asamasindadir. Neoadjuvan tedavinin potansiyel sinirlamalar1 arasinda ¢cogu hastada
bliylik bir tiimor yanitinin olmamasi yer almaktadir. Yetersiz timdr yaniti, timoriin
ilerlemesini  kolaylastirabilir ve tliimoriin tamamen ¢ikarilma firsatin1 ortadan
kaldirabilir. Ayrica neoadjuvan tedavi, multidisipliner tedavi planlamasina ek

karmagiklik getirir (94).

Lokal ileri pankreas kanseri, tan1 aninda inoperabl bir hastaliktir ve hastalarin
yaklasik %80'inde neoadjuvan tedaviye yeterli yanit alinamamakta ve cerrahi
rezeksiyon i¢in uygun hale gelmemektedir. Hastalik kontroliinii saglamak amaciyla,
baslangi¢ tedavisi genellikle modifiye FOLFIRINOX veya paklitaksel ve gemcitabin

gibi kemoterapi rejimlerini igerir (5).

Metastatik pankreas kanserinde c¢oklu sitotoksik rejimler, herhangi bir tedavi
almayan hastalara gore sagkalimi iyilestirmistir. Mevcut standart ilk basamak rejimler,
metastatik hastaligi olan hastalar icin gemcitabin ve paklitaksel veya modifiye

FOLFIRINOX'u igermektedir (5).

Multidisipliner bir ekip tarafindan saglanan destekleyici bakim, PDAK’ un
terapotik yonetimiyle entegre edilmelidir; boylece yasam siiresi, yasam kalitesi ve

semptom kontrolii maksimize edilir. Ozellikle beslenme, agr1 yénetimi, trombozlarin
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yonetimi, psikososyal ihtiyaglar ve ileri bakim planlamasi gibi konular en 6nemli

degerlendirmeler arasinda yer almaktadir (98).
2.5. TELOMER

Telomerler, kromozomlarin uglarinda bulunan kisa ardisik tekrar eden DNA
dizileridir. Telomerler, ¢ift sarmalli TTAGGG DNA'st iceren kisa dizilerdir.
Telomerler, kromozom uglarin1 bozunmadan ve fiizyondan koruyarak "kapak" islevi
gortrler. Bir grup telomerle iliskili protein, bu koruyucu islevi yerine getirir; bunlar
topluca shelterin proteinleri olarak adlandirilir ve telomer tekrar faktorii 1 (TRF1),
telomer tekrar faktorii 2 (TRF2), telomerin korunmasi 1 (POT1), baskilayici/aktifleyici
protein 1 (RAP1), TRF1 ve TRF2 ile etkilesen niikleer protein 2 (TIN2) ve
TINT1/PTOP/PIP1 protein (TPP1) igerir (99). Bu yapilar, kromozomlar1 kontrolsiiz
bozulmadan koruyarak genomik biitlinliigii saglar ve telomerlerin ¢ift sarmalli kirik
tamir bolgeleri olarak uygunsuz islenmesine yol agabilecek DNA hasar yanitinin hatali

aktivasyonunu onler (100).

Telomeraz, telomer uzunlugunu korumaktan sorumlu bir riboniikleoproteindir.
Telomerazin cekirdegi iki bilesenden olusur: Katalitik telomeraz ters transkriptaz
(TERT) ve telomeraz RNA (TERC) (99). Telomer kisalmasi, telomeraz
riboniikleoprotein kompleksi tarafindan TERT katalitik aktivitesi yoluyla 3' ¢ikintisini
uzatarak dengelenebilir. TERT, tek sarmalli TTAGGG tekrarlarini sentezlemek i¢in bir
RNA sablonu (TERC) kullanir (101). Gelisim sirasinda TERT ifadesi susturulur,
TERC ve diger telomeraz bilesenleri ise stirekli olarak eksprese edilir. Sonug olarak,
somatik insan hiicrelerinde telomeraz aktivitesi i¢in genellikle sinirlayici faktor olarak
TERT seviyeleri rol oynar, ancak bazi kanserlerde ve kok hiicrelerde TERC sinirlayici
olabilir. TERC seviyelerinin serviks, over, bas ve boyun, ve akciger kanserleri gibi
belirli kanser tiirlerinde upregiile oldugu bulunmus ve bu da potansiyel bir anti-tiimor
hedefi sunmaktadir (102). TERT ekspresyonunun susturulmasi, her hiicre
boliinmesiyle birlikte kademeli telomer kisalmasina neden olur. Sonug olarak, kritik
telomer aginmasi bir DNA hasar yanitini tetikler ve bu da hiicre dongiisiinii durdurarak
replikatif yaglanmaya veya apoptoza yol acar; bu siire¢ p53 veya Rb tiimor baskilayici

yollar1 araciligiyla gerceklesir (103).
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Kanserlerin biiyiikk ¢ogunlugu TERT ekspresyonunu artirarak ve dolayisiyla
telomeraz aktivitesini yiikselterek replikatif yaglanmay1 asar; telomeraz aktivitesi
kanserlerin  yaklasik  %90'inda  rapor edilmistir. Ancak, bu, telomeraz
reaktivasyonunun kanserlerdeki yaygmligin1 tam olarak yansitmayabilir, ¢iinkii

minimal TERT ekspresyonu telomerlerin korunmast i¢in yeterli olabilir (100).

Yiiksek telomeraz ekspresyonu ve aktivitesi, kanser hiicrelerinde yaygin olarak
gozlemlenirken, ¢cok az sayida, 6rnegin hematopoietik, epidermal ve gastrointestinal
hiicrelerde diisiik telomeraz seviyeleri bulunur. Bu durum, telomerazi terapotik olarak

hedefleme ¢abalarin1 énemli dl¢lide artirmistir (99).
2.5.1. Telomerazi Hedef Alan Antikanser Stratejiler

Telomerazin kanser hiicrelerindeki roliinti hedef alarak tedavi edici potansiyel
tagiyan yontemler gelistirilmistir. Bunlar TERT tiimorle iliskili antijenlerini taniyan
immiinoterapiler, telomeraza dogrudan baglanarak telomer uzamasii baskilayan
kiigiik molekiil inhibitorleri, telomeraza baglanan ve telomer uzamasini engelleyen
oligoniikleotidler, telomerazin islevini bozarak telomer uzunlugunu kontrol eden G-
Kuadrupleks stabilizasyonu yontemleri, TERT geninin ekspresyonunu engellemeye
yonelik stratejiler, Yeni uzatilmis telomerlere entegre olarak telomer disfonksiyonuna
yol agan nukleozid analoglarinin kullanimi yontemleridir. Bu yontemler Sekil 2.4’te

Ozetlenmistir (100).
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1. Immunotherapies
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Sekil 2.4. Telomerazi1 hedef alan terapétik stratejiler:

1. Iimmiinoterapiler — Peptid veya DNA asilar1, telomerazi eksprese eden kanser hiicrelerine karst immiin yanitlar:
uyaracak immunojenik TERT epitoplar1 saglar. Adaptif hiicre transfer terapileri, telomeraz-spesifik sitotoksik T-
hiicrelerinin infiizyonunu igerir.

2. Dogrudan telomeraz inhibitorleri — Kiigiik molekiiller, TERT e baglanabilir ve katalitik aktivitesini inhibe ederek
telomerlerin kademeli olarak kisalmasina neden olabilir. Alternatif olarak, TERC sablon bolgesine komplementer olan
oligoniikleotidler rekabet¢i telomeraz inhibitorleri olarak hareket edebilir.

3. G-kadrupleks (G4) stabilizatorleri — Telomerik G-kadrupleks DNA’smin ¢oziilmesini engelleyerek telomeraz
fonksiyonunu bozar.

4. Niikleozid analoglarinin yeni sentezlenmis telomerlere dahil edilmesi — POT! baglanmasin1 bozar, telomer
disfonksiyonu yaratir ve bu da DNA hasar yanit1 ve hiicre 6liimiine yol agar.

5. TERT gen ekspresyonunun hedeflenmesi — TERT promotor mutasyonlar1 (TPM’ler), kanserde TERT ekspresyonunu
yeniden aktive eden ETS transkripsiyon faktorleri i¢in yeni baglanma bélgeleri olusturur. Mutant TERT promotorunun
diizenlenmesini hedeflemek, ortaya ¢ikan bir yaklagimdir.

6.  Telomeraz lokalizasyonunun bozulmast — TCAB1 ve shelterin alt birimleri tarafindan araciligiyla telomerazin
¢ekilmesinin engellenmesi, telomer disfonksiyonuna yol agar (100).

Immiinoterapiler

Telomerazi hedef alan immiinoterapilerin gelistirilmesi, telomerazin genis
sekilde ifade edilen bir tiimorle iligkili antijen olarak tanimlanmasiyla baslamistir.
Kanser hiicreleri tarafindan {iretilen endojen TERT peptidleri, major
histokompatibilite kompleks (MHC) sinif I veya II molekiilleri tarafindan tanimabilir

ve adaptif immiin yanitlar tetikleyebilir. Telomeraz iliskili immiinoterapiler arasinda
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asilar, adaptif hiicre transferi ve tartismali olarak onkolitik viroterapi bulunmaktadir

(100).

Terapotik TERT bazli asilar, yiiksek oranda kanser hastasinda spesifik T-hiicre
yanmitlarin1 araci olarak kullanabilir. Ornegin, TERT peptid asis1 UV, bir faz I/Ila
denemesi sirasinda metastatik hormon-naif prostat kanseri olan hastalarin %86’sinda
immiin yanit olusturmustur. Ancak, TERT asilarina karsi immiin yanitlar, hastaligin
ilerlemesini kontrol etmek icin yetersiz kalmistir. Dort as1 faz II denemelerine
gecmistir ve bunlardan biri TERT asis1 (GV1001) faz I1I’e yiikseltilmistir. GV1001’in
ileri evre pankreas kanseri hastalarinda yapilan faz III denemesi, kemoterapiye kiyasla
herhangi bir sagkalim avantaji gdstermemistir. Asilarin aksine, immiin kontrol noktas1
inhibitorleri, hastalarin bir alt grubunda giiclii anti-timér immiin yanitlar ortaya

c¢ikararak birgok kanserde hasta sonuglarini dramatik sekilde iyilestirmistir (104,105).
Oligoniikleotid Inhibitérleri

Telomerazin kanser hedefi olarak uzun bir ge¢misi vardir ancak dogrudan
telomeraz inhibitorii olarak sadece imetelstat klinik denemelere gecmistir. Imetelstat,
TERC sablon bdlgesini tamamlayan ve telomeraz aktivitesini rekabetci bir sekilde
inhibe eden lipidlenmis 13-mer tiyo-fosforamidat oligoniikleotididir. Imetelstat, DNA
hasar yanitini aktive ederek ve hiicre 6liimiine yol agarak kademeli telomer asinmasini
destekler (106). Solid tiimorleri olan hastalar {izerindeki klinik denemelerde,
trombositopeni ve ndtropeni gibi doz sinirlayict hematolojik yan etkiler ortaya
cikmistir. Ayrica, ileri evre kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarinda yapilan faz II
denemesinde, progresyonsuz sagkalim (PFS) veya genel sagkalim (OS) agisindan bir
lyilesme gozlemlenmemistir, ancak kisa telomerlere sahip hastalarda iyilesme egilimi
gozlemlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, imetelstat miyeloproliferatif bozukluklar

icin yeniden kullanima alinmistir (107,108).
Kiiciik Molekiillii inhibitorler

Oligoniikleotid ve immiinoterapdtik yaklagimlar telomeraz hedeflemede klinik
gelisimde en fazla ilerleme kaydeden molekiiller olup BIBR1532 gibi kii¢iik molekiil
inhibitdrleri ile umut verici preklinik sonuglar ortaya koyulmustur. BIBR1532, kanser
hiicrelerinde progresif telomer kisalmasi ve uzun siireli tedavi sonrasi replikatif

yaslanma saglayan bir telomeraz inhibitoriidiir. =~ BIBR1532'nin  klinik
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uygulanabilirligini sinirlayan kotii farmakokinetik 6zelliklerine ragmen, BIBR1532
baglanma bolgesinin ¢oziilmesi, daha etkili ve biyoyararlanimi yiiksek telomeraz

inhibitorlerinin olusturulabilmesine yardimer olabilir (109).
G-Kuadrupleks Stabilizatorleri

G-Kuadrupleks yapilar, dort guanin bazinin hidrojen baglar1 ve katyon
koordinasyonu araciligiyla stabilize edilmis, diizlemsel ve istiflenmis tetradlari iceren
ikincil niikleik asit yapilarina verilen isimdir. Bu G-Kuadrupleks yapilar, guanin
acisindan zengin DNA veya RNA dizilerinde, 6zellikle telomerlerde olusabilir. Bu
yapilar, dort guanin bazinin kare seklinde diizlemsel bir diizenlemede hidrojen baglar

ile birbirine baglandigi guanin tetrad yiginlarini igerir (110).

Insan telomer DNA's1, kromozomlarin uclarinda G-zengin iplikgiklerin 3'
ucunda bir genisleme ile 5'-TTAGGG-3' dizisinin ardisik tekrarlarindan olusur.
Telomer uzunlugunun her hiicre bdliinmesiyle kisalmasi, normal somatik hiicrelerin
proliferatif potansiyelini sinirlar. Aksine, insan tiimor hiicrelerinin %80-85'inde,
fonksiyonel telomeraz telomer DNA'sin1 uzatarak 6liimsiiz hiicre biiyiimesine yol agar.
Telomerik G-Kuadrupleks gruplar, telomer uzamasindan once DNA helikazlar
tarafindan ¢oziiliir. Insan telomer G-kuadrupleksi, telomerazin bir substrat olarak islev
gormesini engelledigi icin telomeraz aktivitesini inhibe eder; bu nedenle, G-
kuadrupleksin indiiksiyonu veya stabilizasyonu yoluyla telomeraz aktivitesini inhibe
eden G-kuadrupleks baglayicilarinin gelistirilmesi biiytik bir ilgi alan1 haline gelmistir.
G-kuadruplekse baglanan ligandlarin spesifik olmas1 gerekmektedir ¢ilinkii genomik
DNA'daki dsDNA'ya herhangi bir 6zgiil olmayan baglanma yan etkilere yol agabilir
(111). Tek sarmalli telomerik DNA'nin dortli bir yapi olusturmasi, telomeraz
enziminin inhibe edilmesine yol acarak apoptoz yollar1 aracilifiyla hiicre Sliimiinii
etkiler. Telomerazin ekspresyon diizeyleri, kanserin ilerlemesi ve metastatik
durumlarla iligkilidir ve kanser hiicrelerinin biiyiimesini diizenleme potansiyeli oldugu
gosterilmigtir. Literatiirde, G-Kuadrupleksleri stabilize eden kiiclik molekiiller
arasinda alkaloidler, flavonoidler, porfirinler, antrakinonlar ve antrasiklinler gibi

bilesikler degerlendirilmektedir (112).

G-Kuadrupleks stabilizatorleri, 6n klinik ¢aligmalar sirasinda antikanser etkiler

gdstermistir, ancak klinik gelistirme siiregleri smirli kalmistir. Ornegin, telomestatin
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adli G-Kuadrupleks stabilizatorii, losemi ksenogreft modellerinde telomeraz
aktivitesini ve timor biiyiimesini inhibe etmistir. Ancak, bu tiir bilesiklerin emilimi
genellikle simirhidir. Gelecekte umut vaat eden bir diger 6rnek olan BRACO-19, bir
rahim kanseri hiicre dizisinde (UXF1138L) telomerlerin belirgin sekilde kisaldigini
gostermistir (113).

G-kuadrupleks stabilizasyonu, genom kararsizligini artirir ve G-kuadrupleks
stabilizasyonunun sitotoksik etkisi, DNA hasar1 biriken hiicrelerde artar. Bu durum,
tiimdriin mutasyon ylkiiniin G-kuadrupleks ligand tedavisinin sonucunu etkileyip
etkilemedigi sorusunu giindeme getirir. G-kuadrupleks ile uzun tedavi siirecinde G-
kuadrupleks olusumunun nasil degistigi ve bunun tiimdr niiksiinii destekleyip
desteklemedigi gibi sorunlar mevcuttur. G-kuadrupleks manzarasinin tedavi sirasinda
degisip degismedigi ve bunun, tiimor niiksiinii destekleyen genom kararsizligina

katkida bulunup bulunmadigi sorusu dnemlidir (110).
Niikleosid Analoglari

Telomeraz katalitik aktivitesini hedefleyen niikleozid analoglari, telomerlerin
kademeli olarak kisalmasini saglar ve bu da DNA hasar yanitini tetikleyerek hiicre
yaglanmasina ve Oliimiine yol agar. Ancak, uzun siireli telomeraz inhibisyonu
hematolojik toksisiteler olusturabilir ve bazi kanser hiicreleri, telomer kisalmasini

asacak alternatif mekanizmalar gelistirebilir (100).

6-tio-2'-deoksiguanozin (6-thio-dG) ve 5-fluoro-2'-deoksiuridin (5-FdU) gibi
niikleozid analoglari, telomeraz eksprese eden hiicrelerde hizla telomer disfonksiyonu
ve hiicre 6liimiine neden olur. Bu ajanlar, shelterin kompleksinin telomerik DNA'ya
baglanmasini engeller ve DNA hasar yanitin1 aktive eden “kapaksizlastirici ajanlar”
olarak islev goriirler. Bu telomer kapaksizlastirici ajanlar, normal hiicrelere minimal
zarar verirken, telomeraz eksprese eden kanser hiicrelerinin biiylimesini engeller ve
fare ksenograftlarinda tiimor kiiciilmesine neden olur. Sonu¢ olarak, telomer
kapaksizlagtirict ajanlar, telomer uzunlugu heterojenliginden bagimsiz olarak kanser
tedavisinde potansiyel bir strateji sunar ve bu ajanlarin toksisiteleri sinirhidir. Ancak,
niikleozid analoglarinin telomer kapaksizlastirma mekanizmalarinin daha fazla

arastirilmasi gerekmektedir (114,115).

32



TERT Gen Ekspresyonunu Hedefleme

TERT ekspesyonu, zengin bir promotor tarafindan diizenlenir ve cogu kanserde
telomeraz yeniden eksprese edilerek hiicrelerin 6liimsiizliigi saglanir. Kanserlerin
%15-25'"inde TERT promotdr mutasyonlari (TPM), telomerazi yeniden aktive eder.
TPM'lerin kazanilmasinin farklilagsmis bir hiicrede telomerazi aktive etmek i¢in yeterli
oldugu gosterilmemistir ve yeniden aktivasyonun MAPK yolundaki eszamanl
mutasyonlar gibi diger gereksinimleri olabilir (116). TPM'ler tiimor evriminde erken
ortaya c¢ikar; ornegin, melanomda, TPM'ler iyi huylu bir nevustan (aktif MAPK
sinyallemesi ile) malign melanomaya geciste ortaya ¢ikar (117). hTERT ekspresyonu
ve telomeraz aktivitesi, PDA'da belirgin sekilde yliksek telomeraz aktivitesi gosteren
pankreas kanserlerinde artmisti. PDA'da aktif telomerazin yiiksek insidansi,
telomerazi hedeflemenin bu hastaligin tedavisi i¢in umut verici bir strateji oldugunu

gostermektedir (118).
Telomerazin Lokalizasyonu ve Katalizinin Diizenlenmesi

Telomeraz holoenzim kompleksi, telomerazin niikleer taginmasini diizenleyen
ve TERC CR4/5 RNA bolgesinin konformasyonunu kontrol ederek telomeraz
aktivitesini tesvik eden bir RNA iskelet proteini olan Telomeraz Cajal Body Protein 1
(TCAB1)'1 igerir. TCAB1 kaybi, telomerazin hiicre c¢ekirdegindeki yerlesimini
bozarak telomer uzamasini engeller. Ayrica, TCAB1'in eksikligi ksenograft timorlerin
biiyiimesini baskilar, bu da TCABI1'in olas1 bir antikanser hedefi olabilecegini

diisiindiiriir (100,119).

Shelterin kompleksi, telomeraz aktivitesini diizenleyen ve 3’ telomerik uzantiy1
izole ederek kromozom uglarint DNA hasar yaniti (DDR) siirecine girmesini
engelleyen alt1 alt birimden (TRF1, TRF2, POT1, RAPI, TIN2 ve TPP1) olusur.
Shelterin bilesenlerinin genetik olarak yok edilmesi, telomerlerin korunamamasi
nedeniyle telomer fonksiyon bozukluguna yol agar. Shelterin bilesenlerini hedef almak
telomer fonksiyon bozuklugunu tetiklese de, bu etkilerin telomeraz eksprese eden

kanser hiicreleri i¢in ne kadar spesifik olacag belirsizdir (120).
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2.6. FTALOSIYANINLER

Ftalosiyaninler, dort izoindol grubunun azot atomlariyla baglandigi, 16 iiye
iceren ve delokalize 18 m elektron sistemine sahip, iki boyutlu makrosiklik
bilesiklerdir. Bu bilesikler, merkezdeki hidrojen atomlar1 yerine ¢esitli metal, yar1
metal ve ametal atomlarmin yerlestirilmesiyle "metallo-ftalosiyaninler" olarak
adlandirilir ve "MPc" kisaltmasiyla sembolize edilir. Burada "M" harfi, kullanilan
metali temsil eder; 6rnegin, c¢inko ftalosiyanin "ZnPc" olarak tanimlanir. Ayrica,
ftalosiyanin halkasinda 16 potansiyel siibstitiisyon yeri bulunur. Bu yerlerden 2, 3, 9,
10, 16, 17, 23 ve 24 numaral1 konumlar ¢evresel (periferal) olarak adlandirilirken, 1,
4,8, 11, 15, 18, 22 ve 25 numarali konumlar gevresel olmayan (nonperiferal) olarak

nitelendirilir (121).

Antrakinon tiirevleri, yaklagik elli yildir antikanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Ftalosiyaninler, aromatik yapilar1 ve genis m-elektron sistemleri
sayesinde, kimyasal, termal ve fotografik stabiliteye sahip yogun renkli ve saglam
molekiillerdir. Antrakinonlarin telomerik G-Kuadrupleks DNA ile etkilesimleri,
kanser tedavisinde umut verici bir arastirma alani olarak one ¢ikmaktadir. Bu
molekiiller, DNA ile etkilesime girme kapasiteleri nedeniyle biiyiik bir 6neme sahiptir.
Doksorubisin, bu antikanser ajanlar1 arasinda en bilinen ornektir. Doksorubisinin
2000'den fazla analogu sentezlenmistir ve bu analoglar, G-Kuadrupleks DNA
segmentlerine baglanabilme ve interkalasyon yapabilme ozellikleri gostermektedir

(122).
2.6.1. Morfolin Bilesikleri

Morfolin, alt1 iiyeli heterosiklik bir bilesiktir. Tetrahidro-1,4- oksazin yapisina
ve O(CH2CH2)NH kimyasal formiiliine sahip organik bir kimyasal bilesik olan bu
heterosiklik yapt hem amin hem de eter fonksiyonel gruplara sahiptir. (Sekil 2.5).
Morfolin, 1935 yilinda ABD'de ticari olarak temin edilmis, farmakolojik ve
endiistriyel uygulamadaki genis uygulama alani nedeniyle popiiler bir heterosiklik

¢ekirdek haline gelmistir (123).
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Sekil 2. 5: Morfolin’in yapis1

Morfolin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Morfolin higroskopik, zayif bazik yapiya sahip yagli ve ugucu bir sividir.
Karakteristik bir amin kokusu ile birlikte; erime noktasi -5 °C, kaynama noktas1 129
°C’dir. Metanol, etanol, aseton, eterler ve alkol gibi bir¢ok organik ¢oziiciiyle ve su ile
karisabilir, ancak alkali ¢oziiciilerde siirli ¢oziiniirliige sahiptir. Isitildiginda toksik
azot oksitlere ayrigmakta ve giiclii oksitleyicilerle siddetli reaksiyona girerek yangin

tehlikesine neden olmaktadir (124).

Morfolin, hidrojen ile indirgeyici bir sekilde dietilen glikoliin
amonyaklanmasi, dietanolamin'in gii¢lii bir asit (oleum) ile dehidrasyonu ve bis (2-
kloroetil) eterin fazla amonyak ile 1sitilmasi yoluyla hazirlanabilmektedir. Bisiklo
amino eterin yani sira ikincil bir amin olarak bilinmektedir. 1,4-dioksanda yer alan

oksijen atomunun, azot atomu ile yer degistirdigi formdur.

Morfolin’li Bilesiklerin Kullanim Alanlari

Morfolin tiirevi bilesikler, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde onemli bir rol
oynamaktadir. Morfolin tiirevleri yaygin olarak analjezikler, anti-enflamatuar,
antikanser, antidepresan, HIV-proteaz inhibitorleri, antimikrobiyal, anti-viral ajanlar
vb. olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel uygulamalarda ise katalizor, korozyon
Onleyici, ayirict madde, optik parlaticilar, kauguk kimyasallari, balmumu emiilgatorii

ve ylizey aktif maddeler olarak gorev yapmaktadir. (Sekil 2.6) (125).

Biiyiik enzim ve hormonal inhibitér havuzunun morfolin halkasma sahip

oldugu bildirilmektedir. Yani segici norepinefrin inhibitorii, insan epidermal biiyiime
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faktorii reseptorii kinaz inhibitérii, glukozidaze inhibitori, P38 MAP kinaz inhibitori,
fosfoinositidin-3-kinaz inhibitorii, FLT3 kinaz inhibitori, iireaz inhibitorii, sistein
proteaz inhibitorii, dopamin reseptor inhibitdri, segici SV2 reseptor inhibitorii 5-
lipooxygenase inhibitéri, A431, HS27, HT29, KV, K562 insan kanser hiicresi
biiyiimesini baskilayici inhibitorii vb (126-128).
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Sekil 2.6: Morfolin halkasi igeren bilesiklerin kimyasal yapilar1 (125).

Farkl1 bir etki mekanizmasina sahip yeni morfolin tlirevlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir. Cesitli morfolin tiirevlerinin antikanser aktivitesi, arastirmacilar
tarafindan genis c¢apta arastirilmistir. Ayrica, morfolin gruplari, kanser ilaci
gelistirmede kanser secgici gruplar olarak yer almaktadir. Morfolin kisimlar ile
substitiie edilmis birkag¢ ftalosiyanin rapor edilmistir. PDT ile ayni ilkelere dayanan
fotodinamik antimikrobiyal kemoterapi icin bir fotoduyarlastirici olarak morfolin

gruplar1 tastyan MPc'nin etkinligi hakkinda bir dizi arastirmalar mevcuttur (129,130).
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2.6.2. Klik Kimyasi

Bilimsel son gelismelere uygun biyolojik islev arayisi, bir dizi ilag gibi
molekiillerin sentezini hizlandirmak gibi nedenlerle Sharpless ve arkadaslar
tarafindan onerilmistir. “Klik Kimyas1” terimi 2001 yilinda Kolb, Finn ve Sharpless
tarafindan, heteroatomlar yoluyla kiigiik birimlerin bir araya getirilmesi sonucu
kompleks maddelerin tiretilmesi olarak tanimlanmistir. “Klik” reaksiyonunda, kolayca
bulunabilen reaktiflerin kullanilmasi, basit reaksiyon kosullar1 gerektirmesi, ¢oziicii
kullanilmamasi veya ¢evreye zararli olmayan ¢oziiciilerin kullanilmasi, zararl yan
iriinler olugturmamasi, yiiksek verimli, kristallendirme gibi kromatografik olmayan

yontemlerle bilesiklerin saflastirilabilir olmasi 6nemli 6zellikleridir (131,132).

Klik reaksiyonu sonucu olusan triazol halkasi, azoller sinifinin bir iiyesidir, ii¢
tane azot atomu igceren bes halkali, CoH3N3 kapali formiiliine sahip heterosiklik
bilesiklerin en ¢ok bilinenlerindendir. Birbiri ile izomer olan 1,2,3- ve 1,2,4- olmak
lizere iki tane triazol halkasi vardir, bu halkalarin yapilar1 Sekil 2.7°de gosterilmistir.
Bu bilesiklerin sentezleri i¢in farkli yontemler gelistirilerek, biyolojik aktiviteleri

incelenmistir (133).

H
N NH
\ /// \
‘ //N N/ N
N S
1,2,3-triazol 1,2,4-triazol

Sekil 2.7: Triazol izomerlerinin yapilari

1,2,3-triazol izomerinin sentezi i¢in, Huisgen reaksiyonuna gore bakir katalizli
(CuAAC) veya rutenyum Kkatalizli (RUAAC) olarak azid-alkin siklokatilmasi
gerceklestirilir.

1,2,4-triazol izomerinin sentezi i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. Sekil 2.8’de

1,2,4-triazoliin sentezi i¢in farkli yontemler verilmistir (134,135).
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Sekil 2.8: 1,2,4- triazol sentezi i¢in farkli yontemler (134)

1,2,3- ve 1,2,4,- triazollerin anti timor, anti inflamatuar, anti HIV, anti
tiiberkiiloz, anti fungal, anti mikrobiyal ve anti oksidan gibi farkli farmakoljik ve klinik
uygulamalar1 ¢alisilmistir. Sekil 2.9°da gosterilen bilesikler antikanser ajan olarak
kullanilmaktadir. Giintimiizde triazol halkasmna sahip pek cok bilesik ilag etken

maddesi olarak kullanilmakta, ¢calismalar devam etmektedir.
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Sekil 2.9: Anti kanser olarak kullanilan triazollii ajanlar
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Triazol Halkas: Iceren Ticari Ilaclar

Giiniimiizde ilag etken maddesi olarak kullanilan triazol halkasina sahip bir¢ok
bilesik vardir. Nitrofuriltriazoller idrar yolu antibakteriyel aktiviteye sahip olup a-
amino-a-fenil-o-tolil-1,2,4-triazoller antiepileptik etki gosteren maddelerdir. 1,2,4-
triazol tlirevleri, antifungal ve antiviral gibi Onemli farmakolojik aktivitelere
sahiptirler. Flukonazol, itrakonazol, ravukonazol, vorikonazol, posakonazol mantar
Onleyici 1ilag Ornekleridir. Farkli 1,2,4-triazol tilirevlerinin, insektisitler,
antikonviilzanlar, antidepresanlar, antiinflamatuar ve bitki biiylime diizenleyici olarak
etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Meme kanserini 6nleyebilen oldukga etkili aromataz
inhibitorlerinin, vorozol, letrozol, anastrozol gibi triazol gruplara sahip bilesiklerde

oldugu belirlenmistir.

Kiikiirt  siibstitiieli  1,2,4-triazol  tlirevleri  antibakteriyel, antifungal,
antitliberkiiler, antimikrobakteriyel, antikanser, ditliretik ve hipoglisemik 6zelliklere

sahiptir.

Ribavirin, DNA ve RNA viriislerine kars1 antiviral aktivite gdsterir. Insan T
lenfositlerine anti HIV ozellik gosterir. Izopropiliden ribavirin, birkag viriisiin
inhibitdriinii gerceklestirir. Maraviroc, HIV enfeksiyonu tedavisinde antiretroviral bir

ilagtir. Deferasirox, kronik anemiler i¢in tasarlanmis bir ilagtir (133).

Bizim ¢alismamizda da Pamukkale Universitesi Biyomedikal Miihendisligi ve
Teknoloji Fakiiltesi’nde sentezlenen, suda c¢oziinebilir ozellikte olan ve G-
Kuadrupleks DNA'ya baglanma enerjileri yiiksek olarak tespit edilen 5 farkli
ftalosyanin tlirevi (p-kuaternize ZnPc, np-kuartenize ZnPc, p-iyonik sivi, Q-p-ZnPc,
Q-np-ZnPc) molekiiliiniin pankreas kanseri hiicre hatlarinda etkinlikleri aragtirilmistir.

Bu molekiillere sirastyla AC-1, AC-2, AC-3, MC-1, MC-2 isimleri verilmistir.
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AC-1 (Q-p-ZnPc-]) Bilesiginin Sentezi

p-ZnPc-1 bilesiginin (0,0243 mmol; 0,036 g) kloroform (5 ml) igerisindeki

¢oOzeltisine metiliyodiir (5 ml) eklenerek 5 giin argon atmosferinde, oda sicakliginda

karistirildi. Siire sonunda olusan katilar siiziilerek sirasiyla kloroform, etil alkol, etil

asetat ve aseton ile yikandi. Yesil renkli katt Q-p-ZnPc-I bilesigi vakumlu etiivde
kurutuldu. Verim 0,04 g (%80,25). (136)
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N:N NoeN
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Sekil 2.10 : Q-p-ZnPc-I bilesiginin sentezi
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AC-2 (Q-np-ZnPc-I) Bilesiginin Sentezi

np-ZnPc-1 bilesiginin (0,11 mmol; 0,16 g) kloroform (24 ml) igerisindeki
cOzeltisine metiliyodiir (12 ml) eklenerek 5 giin argon atmosferinde ve oda
sicakliginda karistirildi. Siire sonunda olusan katilar gooch krozeden siiziilerek

sirasiyla kloroform, etil alkol, etil asetat ve aseton ile yikand1 ve yesil renkli Q-np-

ZnPe-I bilesigi elde edildi. Verim 0,205 g (%91). (136)
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Sekil 2.11 : Q-np-ZnPc-I bilesiginin sentezi
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AC-3 (Q-p-ZnPc-11) Bilesiginin Sentezi

Bir  Schlenk  tiipiine (0,51 mmol; 0,162 g)  3-(3-((3.4-
dicyanophenyl)thio)propyl)-1-methyl-1H-imidazol-3-ium kloriir bilesigi, (0,18 mmol;
0,033 g) Zn(CH3COO)>, 3 ml kuru n-pentanol ve 6damla DBU damlatilarak degaz
edildi. Karigtim 155 °C’ye 1sitildi ve argon atmosferinde 24 saat bu sicaklikta
karigtirildi. Siirenin sonunda oda sicakligina sogutuldu ve ohekzan ile seyreltildi.

Olusan yesil kat1 gooch krozeden siiziildii, hekzan ve aseton ile yikanarak kurutuldu.

Sekil 2.12 : Q-p-ZnPc-II bilesiginin sentezi
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MC-1 (Q-p-ZnPc-III) Bilesiginin Sentezi

p-ZnPc-111 bilesiginin (0.07 g; 0.034 mmol) kloroform (5 mL) igerisindeki
¢Ozeltisine iyodometan (4 mL; 63.6 mmol) eklenerek argon atmosterinde iki gece
karistirild1. Iki gecenin ardindan kuaternize ftalosiyanin bilesiginin tamamen ¢oktiigii
gbzlemlendi. Olusan yeni bilesik gooch krozeden siiziilerek sirasiyla kloroform,
aseton, etanol, etil asetat ve dietileter ile yikandi. Vakumlu etiivde iyice kurutuldu. Q-
P-ZnPc-11I bilesigi suda sonsuz ¢oziiniir olarak elde edildi. Verim 0.061 g (%68.2).
Erime noktasi> 300 °C. (137)
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Sekil 2.13 : Q-p-znPc-111 bilesiginin sentezi
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MC-2 (Q-np-ZnPc-I11) Bilesiginin Sentezi

np-ZnPc-111 bilesiginin (0.13 g; 0.063 mmol) kloroform (10 mL) igerisindeki
¢oOzeltisine iyodometan (7.41 mL, 117.82 mmol) eklenerek argon atmosterinde bir
gece karistirildi ve yesil katinin tamamen ¢oktiigii gozlemlendi. Olusan kati gooch
krozeden siiziildiikten sonra sirasiyla kloroform, aseton, etanol, etil asetat ve dietil eter
ile yikandi. Kuaternize non-periferal ¢inko ftalosiyanin bilesigi (Q-np-ZnPc-I1I) suda

sonsuz ¢Oziiniir olarak elde edildi. Erime noktasi> 300 °C. (137)
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Sekil 2.14 : Q-np-ZnPc-111 bilesiginin sentezi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 HUCRE KULTURU

Mia-PaCa-2 ve PANC-1 hiicre kiiltiirii icin DMEM- yiiksek glikoz (Gibco)
besiyeri, %10 FBS (Gibco) ve %1 penisilin-streptomisin (Gibco) ile hazirladi ve
hiicreler 37°C'de, %5 CO2 ve %95 nemli hava igeren ortamda kiiltiire edildi. Hiicreler
%80 yogunluga ulagtiginda pasajlama islemi gercgeklestirildi. Mia-PaCa-2 hiicreleri
istenilen yogunluga ulasmadigi ve ¢cogaltilamadigi i¢in deneylere PANC-1 hiicre hatti

ile devam edildi.

3.2 CCK8 TESTI

Yeni sentezlenen suda ¢oziinen maddeler AC1, AC2, AC3, MC1 ve MC2 ana
stok 1mM konsantrasyonda besiyeri ile ¢oziildii ve farkli konsantrasyonlarda (50uM-
1000 uM) hiicrelerin muamelesi sonrast 24-48 ve 72 saat noktalarinda hiicre canliligt

acisindan 3 tekrarli olarak analizi gergeklestirildi.

96-kuyucuklu platelere her kuyuda 10000 hiicre ekildikten 24 saat sonra seri
diliisyon seklinde 50-1000uM doz araliginda besiyeri i¢inde ¢oziinen maddelere
maruz kalan PANC-1 hiicrelerinin canliligit CCKS testi (Abbkine, USA) ile incelendi.
Etkilerin kantitatif hesaplamalar1 reaktiflere maruz kalmis kuyucuklardaki hiicrelerin
negatif kontrole gore canliliini oranlayarak, in vitro doz titrasyon egrisinden

nonlineer regresyon yontemi ile ICso konsantrasyonlar1 hesaplanarak degerlendirildi.
Hiicrelerin isaretlenmesi igin;
* Besiyeri uzaklastirildi ve 100 pl taze besiyeri ile degistirildi,

* 10 uL CCKS8 stok soliisyonunu her kuyuya eklenecek. Negatif kontrol olarak sadece
100 uL medium igeren kuyuya 10 uL. CCK8 stok soliisyonu eklendi,

* 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakildi,

* 450nm de absorbans 6l¢timii gerceklestirildi.
3.3 RNA iZOLASYONU

Total RNA izolasyonu i¢in PANC-1 hiicre hattinda 5 madde uygulamasi ve 1

adet kontrol grubu olmak tizere 6 farkli grup olarak kiiltiire edildi. Her hiicre hatt1 i¢in
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6-well platelere her kuyucuga 100.000 hiicre ekildi ve 24 saat sonrasinda her 3 kuyu
555uM AC-1, AC-2, AC-3, MC-1 ve MC-2 muameleleri ve kontrol grubu i¢in standart

besiyeri muamelesi ile gergeklestirildi.

Uygun besiyerleri ile PANC-1 hiicre hatt1 i¢in 72 saat siireli inkiibasyon sonrasi
flasklardan ticari kit (GeneALL — Hybrid-R Mini Kit, Korea) yardimi ile RNA

izolasyonlar gerceklestirildi.

Hiicreler 1 ml RiboExTM ile kaldirilip 1,5 ml’lik ependorflara aktarildi. Oda
sicakliginda (15-25° C’de) 5 dakika bekletildikten sonra 12000 g 4°C de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant 1,5 ml yeni eppendorfa aktarildi. 1 ml RiboExTM i¢in
200 pl kloroform eklenip 15 saniye karistirilip 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
12000 g 4°C de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernantant yeni eppendorfa alindi. 1 ml
Buffer RB1 eklenerek iyice karistirildi. Karisgimdan 700 pl alinip Hybrid-R spin
kolonlarina aktarildi. Oda sicakliginda 10000 g de 30 saniye santrifiij yapild.
Stipernantant atildi ve Hybrid-R mini spin kolonu yeni tiipe aktarildi. 500 pl Buffer
SW1 eklendi. Oda sicakliginda 10000 g de 30 saniye santrifiij yapildi. Siipernantant
atild1 ve Hybrid-R mini spin kolonu yeni tiipe aktarildi. 500 pl Buffer RNW eklendi.
Oda sicakliginda 10000 g de 30 saniye santrifiij yapildi. Siipernantant atild1 ve Hybrid-
R mini spin kolonu yeni tiipe aktarildi. Oda sicakliginda 10000 g de 1 dakika santrifiij
yapildi. Siipernantant atildi ve 1,5 ml’lik yeni eppendorf tiiplere aktarildi. Tiiplerin
merkezine 50-100 pl Nuclease-free water eklenip 1 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Oda sicakliginda 10000 g de 1 dakika santrifiij yapildi. Kolonda bulunan total RNA
1,5 ml’lik yeni eppendorfa toplandi. RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri

Nanodrop cihazi ile gergeklestirildi.
3.4 cDNA SENTEZI

hTERT ekspresyon analizi icin cDNA doniisimii gerceklestirildi (Biorad
cDNA Synthesis Kit).
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20 pl cDNA Reaksiyonu Miktar
10X Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix (2.5 mM each) 1l
Random hexamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transcriptase (200 U/ul) 1l
RNase Inhibitor 0.5 ul

RNase free Water 3.5l

RNA Template 10 ul

Tablo 3.1. 20 ul Ters Transkriptaz Reaksiyonu i¢in gerekli miktarlar

cDNA Reaksiyonu Basamaklari Sicaklik Zaman Dongii
O
1.Basamak 25 10 Dakika 1
2.Basamak 37 120 Dakika 1
3.Basamak 85 5 Dakika 1
4. Basamak 4 o 1

Tablo 3.2. cDNA Reaksiyonu Basamaklari

3.5 EKSPRESYON ANALIZI

hTERT ekspresyonu 6zgiin primer ve Biorad MasterMix ile Real-Time PCR

gerceklestirildi.
20 pl PCR Reaksiyonu Miktar
A.B.T.™ 2X PCR MasterMix 10 pl
Forward Primer (10 uM)* 02-2ul
Reverse Primer (10 uM)* 02-2ul
Template 1-5ul

RNase-Free Distilled Water

20 pl tamamlanir

Tablo 3.3. Ekspresyon Reaksiyon Karisimi
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hTERT primer dizileri
Forward Primer: GCCGATTGTGAACATGGACTACG

Reverse Primer: GCTCGTAGTTGAGCACGCTGAA

PCR Reaksiyon Basamaklari Sicaklik(°C) Zaman Dongii
[k 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

Tablo 3.4. Ekspresyon Reaksiyon Basamaklari

Normalizasyon B-aktin ekspresyonu ile yapildi. Ekspresyon degisimleri 22T metodu ile
belirlendi.

3.6. TELOMER UZUNLUK TAYINIi

Telomer uzunluk tayini i¢in PANC-1 hiicre hattinda 5 madde uygulamasi ve 1
adet kontrol grubu olmak tizere 6 farkli grup olarak kiiltiire edildi. Her hiicre hatt1 i¢in
6-well platelere her kuyucuga 100.000 hiicre ekildi ve 24 saat sonrasinda her 3 kuyu
555uM AC-1, AC-2, AC-3, MC-1 ve MC-2 muameleleri ve kontrol grubu i¢in standart
besiyeri muamelesi ile gergeklestirildi. Uygun besiyerleri ile Panc-1 hiicre hatt1 i¢in
72 saat stireli inkiibasyon sonrasi flasklardan ticari kit (Magen — HiPure Tissue DNA

Mini Kit, China) yardimi ile DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi.

DNA izolasyonu sonrasi ScienCell, Absolute Human Telomere Length
Quantification qPCR Assay Kit (USA) ile telomer uzunluk analizi kit protokoliine

uygun olarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 HUCRE CANLILIGI ANALIiZi SONUCLARI

Panc-1 hiicre hatt1 farkli konsantrasyonlarda AC2 muamelesi sonrasinda ICso

degerleri 72 saatte 555uM olarak Sekil 4.1 de gosterilen degerler iizerinden

hesaplanmustir.
AC2
120
100 peee.
-« WSN BEBR..
60 || .
q0 M B 'E B E B N - :
20 -16 Ty
2
; R 29 l
50 100 250 500 750 1000
. 24 saat w48 saat
EEE /2 saat 0000 eesesees Dogrusal (72 saat)

Sekil 4.1: Panc-1 hiicre hattinin AC2 farkli konsantrasyonlari ile muamelesi sonrast

yiizde canli hiicre degerleri

Diger madde uygulamalarinda IC50 dozu bulunamamis olup karsilastirmak
icin biitiin maddeler AC2’nin IC50 dozu iizerinden uygulanarak ¢aligmalara devam

edilmistir.

4.2 HTERT EKSPRESYON SONUCLARI

Ekspresyon sonuglarina gore Panc-1 hiicre hattinda 72 saatte biitiin maddelerin
muamelesi sonrasinda hTERT ekspresyonu AC2 ve AC3 ile -2,41 ve -2,75 kat

azalirken diger uygulamalarda anlamli bir degisiklik olmamaistir (Tablo 4.1).

49



Panc-1

AC1

AC2

AC3

MC1

MC2

hTERT

-1,09

-2,75

-2,41

1.18

1,41

Tablo 4.1 AC-1, AC-2, AC-3, MC-1 ve MC-2 maddeleri muamelesi sonrast Panc-1

hiicre hatlarinda hTERT kat degisimleri

4.3 TELOMER UZUNLUK DEGISiMi

Telomer uzunluk analizine gore PANC-1 hiicre hatlarinda AC2 ve AC3

muamelesi sonrasi ekspresyon ile uyumlu olarak telomer uzunluklar1 anlamli olarak

azalmstir.

Panc-1
AC1 AC2 AC3 MC1 MC2
Telomer uzunluk 05680
kat degisimi 0,4730 0,0076 0,0169 0,289 '
Telomer uzunlugu 21,471+1,52 355,474+26,01 698,64+51,12
581,79+42,57 kb 9,348+0,68 kb kb
kb kb

Tablo 4.2 AC-1, AC-2, AC-3, MC-1 ve MC-2 maddeleri muamelesi sonrasi Panc-1

hiicre hatlarinda telomer uzunluklar1 ve kontrole gore kat degisimleri
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri yapilan biitlin ¢aligmalara ragmen halen mortalitesi en yiiksek
kanserlerden biri olup tedavi yontemleri, bircok farkli modaliteye ragmen sinirlidir.
Temelinde kontrolsiiz hiicre biiylimesi olan kanser i¢in hiicre bliylimesini sinirlandiran
yontemler arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Tiimor hiicrelerini daha etkili bir
sekilde hedef alan, biiylimesini engelleyen ve bu sayede tiimor niikslerinin de oniine
gecebilecek yeni ilaglara ihtiya¢ oldugu asikardir. Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi i¢in
gerekli olan telomeraz enzimini inhibe edebilecek yontemler bu acidan kiymetli

goriilmekte ve son zamanlarda arastirilmaya devam edilmektedir.

Biz bu calismada {iiniversitemiz biinyesinde yeni sentezlenen ve G-
Kuadrupleks DNA'ya baglanma enerjileri molekiiler docking analizlerinde yiiksek
olarak tespit edilen 5 farkli ftalosyanin tiirevi bilesigin pankreas kanseri hiicre
hatlarinda hTERT ekspresyon tayini ve telomer uzunlugunda yaptiklar1 kisalmay1
gostererek olasi yeni aday telomeraz enzim inhibitorlerinin gosterilmesini amagladik.
Sentezlenen bu molekiillerin suda ¢oziinebilir 6zellikte olmasinin ileri aragtirmalarda
ozellikle de in vivo planlanacak arastirmalarda 6nemli bir avantaj saglayacagini

diistinmekteyiz.

Calismamizin en 6nemli 6zelligi mevecut molekiillerin 6zgiin olusu ve daha
once lizerinde herhangi bir ¢aligma yapilmamis olmasidir. Ayni zamanda molekiillerin
suda ¢oziinebilir olmasi ileri caligmalar i¢in heyecan uyandirmaktadir. Bu nedenle bu
calisma suda c¢oOziinebilir olan ve antrakinon yan zincir tasiyan ftalosiyanin
bilesiklerinin insan pankreas kanseri hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi oldugunu ve
telomer uzunlugunda kisalmaya neden olarak kanser hiicrelerinin biiylimesini

sinirlayabilecek 6zellikte oldugunu gosteren ilk ¢alismadir.

Calismamizda pankreas kanseri hiicre hatti1 olarak Mia-PaCa-2 ve PANC- 1
hiicre hatlarin1 kullanmay1 amagladik ancak Mia-PaCa-2 hiicreleri istenilen yogunluga
ulagsmadig1 ve cogaltilamadigr i¢in deneylere PANC-1 hiicre hatt1 ile devam ettik.
Halen Mia-PaCa-2 hiicre hatlarin1 ¢ogaltma caligmalarimiz ve ileri diizey
arastirmalarimiz devam etmektedir. PANC-1, metastaz gostermis bir hastadan
tiiretilmistir, ancak MIA PaCa-2"nin tiiretildigi hastanin metastatik durumu belirsizdir.

Bu iki hiicre hattinin invaziv testleri farkli aragtirma gruplarn tarafindan yapilan
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calismalarda konsensus ve saglam sonuglar liretmemektedir. Ancak, tiimdrijenite
testinde, MIA PaCa-2 tiimorleri, SCID (Siddetli kombine immiin yetmezligi) farelerine
esit dozda tiimor hiicreleri intraperitoneal olarak enjekte edildiginde PANC-1’den daha
blyiiktiir. Ayrica, morfolojik ve genetik 6zellikleri de iyi ¢alisilmistir, bu da bu hiicre
hatlarinin pankreas kanseri aragtirmalari i¢in in vitro ideal araglar oldugunu

onermektedir (138).

Gradiz ve arkadaslari, PANC-1 ve MIA-PaCa-2 hiicre hatlarini inceleyerek
invazyon potansiyellerini g¢esitli parametrelerle degerlendirdiler. CD44 ve CD326
yiizey markerlari, hiicrelerin invazyon potansiyelini artiran faktorler olarak belirlendi.
MIA PaCa-2 hiicrelerinde CD44++ ve CD44+ alt popiilasyonlari, bu hiicrelerin yliksek
invazyon potansiyeline igaret edebilir. Her iki hiicre hattinda da KRAS ve TP53
mutasyonlart tespit edildi. Ancak, PANC-1 hiicre hattinda TP53'te iki missense
mutasyon (p.P72R ve p.R273H) ve KRAS'ta heterozigot missense mutasyonu
(p-G12D) bulunmasi, PANC-1'in daha agresif ve invaziv ozellikler tagimasini
aciklayabilir. Noroendokrin markerlar arasinda MIA PaCa-2'de synaptophysin ve
chromogranin A, PANC-1'de ise sadece chromogranin A ifade edildi. MIA PaCa-2'de
iki, PANC-1'de ise ii¢ hiicre popiilasyonu mevcut. PANC-1'in pleomorfik yapisi, bu
hiicrelerin ¢evresel kosullara uyum saglayarak daha invaziv olabilecegini
diistindiirebilir. Sonug¢ olarak, PANC-1 hiicre hatti, genetik mutasyon profili ve
morfolojik ¢esitliligi nedeniyle daha invaziv 6zellikler tagiyabilir (138).

Baska bir ¢alismada, MIA PaCa-2 ve PANC-1 hiicre hatlar1 arasinda farkli
sekilde ifade edilen 18 miRNA (13 upregiile ve 5 downregiile edilen) dogrulanmistir.
Bu miRNA'larin, diger bazi tiimoérlerin gelisiminde de rol oynadigi bulunmustur.
PDAK'larin (Pankreas Duktal Adenokarsinom) kanserli ve kansersiz dokular
karsilagtirildiginda, miR-31-5p ve miR-100-5p upregiile edilmistir ve bu miRNA'lar
proliferasyonu, invazyonu ve gocii artirma veya proliferasyonu inhibe etme ve
sisplatine duyarliligi artirma islevlerine sahiptir. Bu ¢alisma, PDAK hiicre hatlar1
PANC-1 ve MIA-PaCa-2 arasinda farkli ifade edilen miRNA'lara odaklanarak,
PDAK'un molekiiler patolojisini ve bu hiicre hatlarinin hasta bireysel farkliliklarini

yansitma olasiligini1 daha iyi anlamay1 amaclamistir (139).

Bu calismalar dogrultusunda biz de kendi ¢alismamizi kurgularken sentez

edilen molekiiller i¢in PANC-1 ve MIA-PaCa-2 hiicre hatlarin1 kullanmay1 planladik.
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Ancak MIA-PaCa-2 hiicre hattinin ¢ogaltilmasinda olusan ve tekrar eden teknik
problemlerden dolayi ¢alismamiz icin yeterli materyale ulagamadik ve PANC-1 hiicre
hatt1 ile molekiiler calismalarimizi gerceklestirdik. MIA-PaCa-2 hiicre hatlar ile
calismalarimiz devam etmekte olup ileri arastirmalarda c¢alismalarimizi devam

ettirmeyi planlamaktayiz.

Guanin agisindan zengin DNA dizileri, dort iplikgikli, geleneksel olmayan
ikincil yapilar olan G-kuadrupleksler olusturabilir. G-kuadrupleksler baslangicta
yapisal bir merak olarak diisiiniilmiis olsa da, son kanitlar, bunlarin transkripsiyon,
replikasyon, genom stabilitesi ve epigenetik diizenleme gibi temel genom islevlerinde
yer aldigin1 ve kanser biyolojisi ile ¢esitli baglantilart oldugunu gdstermektedir. Bu
gelismeler, G-kuadrupleks mekanizmalarint ve buna bagli terapdtik miidahale

firsatlarini arastiran ¢caligsmalari tesvik etmistir (140).

Calismamizda yeni sentezlenen ve molekiiler docking analizlerinde G-
Kuadrupleks DNA’ya baglanma enerjileri yiiksek olan AC-1, AC-2, AC-3, MC-1,
MC-2 i¢in hTERT ekspresyon analizi ve telomer uzunluk analizlerini gerceklestirdik.
PANC-1 hiicre hattinda hTERT ekspresyonu AC-1 i¢in 1,09 kat, AC-2 i¢in 2,75 kat,
AC-3i¢in 2,41 kat azalirken MC-1 ve MC-2 i¢in hTERT ekspresyonunda herhangi bir
azalma tespit etmedik. Telomer uzunluk analizinde AC-1 i¢in 0,4730 kat, AC-2 i¢in
0,076 kat, AC-3 i¢in 0,0169 kat, MC-1 i¢in 0,289 kat, MC-2 i¢in 0,560 kat azalma
tespit ettik. Bu veriler degerlendirildiginde hTERT ekspresyonunda AC-2 ve AC-3
molekiilleri i¢in anlamli azalma tespit ettik. Telomer wuzunluk analizi
degerlendirildiginde ise AC-2 molekiilii telomer uzunlugunu %99,2 kisaltirken AC-3
molekiilii %98,3 kisaltmistir. Bu anlamda 6zellikle bu iki molekiil sonraki arastirmalar

icin umut vadetmektedir.

2006  yilinda  yapilan  bir  calismada, antisens  fosforotiyoat
oligodeoksiniikleotitlerin pankreas kanseri hiicresi hattinda (Bxpc-3) telomeraz
aktivitesi ve hiicre c¢ogalmasmi inhibe edici etkileri incelenmistir. Telomeraz
aktivitesinin yiiksek oldugu malign dokularla, diisiik oldugu non-malign dokular
arasinda bir korelasyon bulunmustur. Antisens fosforotiyoat oligodeoksiniikleotidlerin
10 uM konsantrasyonunda telomeraz aktivitesini %60 oraninda azaltti§1 gosterilmistir.
Telomeraz inhibisyonu, hiicre biliylimesinde azalma ile giiclii bir korelasyon

gostermektedir. Ayrica, ayni calismada Ans-hTERT'nin Bxpc-3 hiicrelerinde doz ve
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zamana bagli olarak biiylimeyi inhibe ettigi, bu inhibisyonun hiicre dongiisiiniin
GO0/G1 fazinda birikme ile iligkili oldugu bulunmustur. GO/G1 fazindaki hiicre orani
%2.70'ten %14.69'a yiikselirken, S fazindaki hiicre orant %72.7'den %51.0'a
dismistiir. Ayrica, G1 fazindan Once sub-Gl evresinde bir apoptoz =zirvesi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, Ans-hTERT oligodeoksiniikleotidlerinin hTERT gen
ekspresyonunu etkili bir sekilde baskiladigini, telomeraz aktivitesini azalttigini ve
apoptozu tetikledigini gostermektedir. Ans-hTERT oligodeoksiniikleotidlerinin
antitimor etkisi, hizli apoptoz indiiksiyonu ve uzun vadede telomeraz aktivitesinin
inhibisyonu ile telomerik DNA'nin kisalmasi sonucu hiicre olimiine yol acarak
gerceklesebilir. Bu bulgular, Ans-hTERT oligodeoksiniikleotidlerinin telomeraz
aktivitesini hedef alarak kanser tedavisinde etkili olabilecegini ve hiicre biiyiimesini

inhibe edebilecegini gostermektedir (141).

2015 yilinda Deeb ve arkadaslari, pristimerin (PM) adli bilesigin pankreas
kanseri hiicrelerinde telomeraz enzimini nasil etkiledigini inceledi. PM, hiicre
cogalmasini inhibe etmis, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurmus ve apoptozu
(programl1 hiicre 6liimiinii) indiiklemistir. PM, telomeraz enziminin hTERT mRNA ve
protein seviyelerini azaltmis ve telomeraz aktivitesini onemli Ol¢lide diistirmiistiir.
hTERT'in asir1 ekspresyonu, hiicreleri PM'nin etkilerine kars1 direngli hale getirirken,
hTERT'in susturulmas1 PM'ye daha duyarli hale getirmistir. PM, hTERT gen ifadesini
diizenleyen transkripsiyon faktorlerini ve hTERT proteinini post-translasyonel olarak
diizenleyen Akt kinazini inhibe etmistir. Bu ¢alisma, PM'nin telomerazi hedefleyerek
anti-timor etki gosterdigini ve telomerazin PM'nin terapotik etkilerinde onemli bir

molekiiler hedef olabilecegini gostermistir (118).

Wang ve ark yaptiklar1 ¢alismaya paralel sekilde bizim c¢alismamizda da
ozellikle AC-2 ve AC-3 ile sitotoksite artis1 gosterilmis ve hTERT ekspresyonunu
azaltarak telomeraz enzim inhibisyonu yaptig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda AC-2 ve
AC-3 molekiilii Deeb ve ark calismalarindaki gibi telomeraz enzim inhibisyonu
yapmaktadir. Pankreas kanserinde de hiicre biiyiimesi, dolayisiyla kanser progresyonu
telomeraz aktivitesi ile dogru orantili olup hTERT ekspresyonu azalmasi ve telomeraz
inhibisyonu, AC-2 ve AC-3 molekiilil i¢cin pankreas kanserinde olasi bir terapotik ajan

olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak c¢alismamizda kullandigimiz molekiillerin
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hiicre dongiistinii hangi fazda durdurdugu ile ilgili ileri arastirmalar yapilmasi

gerekmektedir.

Xu ve ark 2000 yilinda yaptiklar1 ¢calismada p53 tiimdr baskilayici proteininin,
insan hiicre dizilerinde hTERT mRNA ekspresyonunu baskiladigint gosterdiler. Aktif
yabani tip (wt) p53'lin indiksiyonu, BL41 Burkitt lenfoma ve MCF-7 meme
karsinomu hiicrelerinde hTERT mRNA seviyelerinde hizli bir azalmaya neden oldu.
Wt p53, hTERT promotériindeki Spl baglanma bolgelerine dogrudan baglanarak,
Spl'in hTERT gen transkripsiyonunu aktive etmesini engelledi. Sonug olarak, p53'in
hTERT/telomeraz ekspresyonunu baskilamasi, p53-aracili timoér baskilama
mekanizmalarindan biri olarak degerlendirilmektedir. Bu, p53 ve telomeraz/hTERT

arasindaki kritik baglantiy1 ortaya koymustur (142).

Li ve arkadaslari, 2020 yilinda yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin kolon
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu nasil inhibe ettigini inceledi. Bu tiirevler, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve JNK yolunu aktive ederek hiicre 6liimiine neden olmustur.
Yiiksek ROS seviyeleri oksidatif strese yol agarak DNA hasar1 ve hiicresel fonksiyon
bozuklugu yaratmistir. Bilesikler, kolon kanseri hiicrelerinde segici olarak etkili olup,
normal hiicreler iizerindeki diisiik toksisitesi sayesinde potansiyel bir terapdtik ajan

olarak degerlendirilmektedir (143).

Calismamizda kullanilan molekiiller, G-kuadrupleks DNA'ya baglanarak
hTERT ekspresyonunu azaltmisti. Bu molekiiller, Li ve arkadaslarinin kolon
kanserinde apoptoza yol ac¢tigin1 gosterdikleri antrakinon tiirevi bilesiklerle benzerlik
gostermektedir. Bizim ¢alismamizda kullanilan bu molekiiller, pankreas kanseri
hiicrelerinde sitotoksik aktivite sergilemistir. Ancak, calismamizda kullandigimiz
molekiillerin hTERT ekspresyonuna etki mekanizmasi ile ilgili daha fazla aragtirilma

yapilmasi1 gerekmektedir.

Telomestatin ve diger G-Kuadrupleks ligandlari, G-Kuatrupleks'lerin biyolojik
Onemini arastirmak i¢in giiglii araclar ve yenilik¢i antikanser molekiiler tip i¢in umut
verici adaylardir. Baz1 kanser hiicreleri G-Kuadrupleks ligandlarina asir1 duyarl: iken,
digerleri bu bilesenlere direngli olabilir. Etki mekanizmasim1i ve Ongoriicii

biyomarkerleri daha iyi anlamak, ila¢ gelistirmeyi hizlandiracaktir (144).
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Tauchi ve arkadaglarinin 2006 yilinda yaptig1 calismada, telomeraz aktivitesinin
farmakolojik ve genetik miidahalelerle inhibe edilmesinin, telomer kisalmasina ve
bunun sonucunda hiicre yaslanmasi veya apoptoza yol acabilece8i gosterilmistir.
Aragtirmada, "telomestatin" adli bir bilesigin U937 akut 16semi hiicrelerinde telomer
kisalmasina ve apoptoza neden oldugu bulunmustur. Telomestatin tedavisinin, hiicre
ici sinyal yolagi olan p38 MAP kinaz aktivasyonunu artirarak apoptoza katkida
bulundugu saptanmistir. Ayrica, telomestatin'in normal hiicreler lizerinde minimal etki
gosterdigi, dolayisiyla kanser hiicrelerine 6zgli yiiksek antitiimor aktiviteye sahip
oldugu vurgulanmistir. Ayn1 ¢alismada, telomestatin'in ALT-pozitif (alternatif telomer
uzamasi) hiicreler iizerindeki etkisinin ise minimal seviyede oldugu belirtilmistir.
Buna karsin, TMPyP4 adli bilesigin intermolekiiler G-kuadrupleks yapilarin
olusumunu kolaylastirarak ALT-pozitif hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigi
goriilmiistiir. Aragtirmacilar, bu farkin G-kuadrupleks yapilara olan spesifiteden

kaynaklandigini bildirmiglerdir (145).

Mu-Yong Kim ve arkadaglarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, sitotoksik
olmayan  konsantrasyonlarda  telomestatin'in  telomeraz-pozitif  hiicrelerin
proliferasyonunu birka¢ hafta icinde baskiladigi tespit edilmistir. Buna karsilik,
intermolekiiler G-kuadrupleks yapilarin olusumunu tesvik eden TMPyP4 adh
bilesigin, hem alternatif telomer uzamasi (ALT)-pozitif hiicrelerin hem de telomeraz-
pozitif hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigi gézlemlenmistir. Ayrica, TMPyP4'lin
deniz kestanesi embriyolarinda anafaz kopriileri olusturdugu, ancak telomestatin'in bu
etkiyi gdstermedigi rapor edilmistir. Bu bulgular, telomestatin'in intramolekiiler G-
kuadrupleks yapilarla, TMPyP4'iin ise intermolekiiler G-kuadrupleks yapilarla olan
seciciliginin, farkli biyolojik etkilerle iligkili oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, bu
secicilik, telomeraz inhibisyonu ve hizlandirilmis telomer kisalmasi ile anafaz

kopriilerinin olusumu arasindaki farkli etkileri agiklamaktadir (146).

Temime-Smaalive ark 2009 yilinda yaptiklar1 c¢aligmanin sonuclart G-
kuadrupleks ligandi telomestatinin, ALT hiicrelerinde APB'lerin (ALT ile iliskili PML
cisimleri) bozulmasi ve Topo III/BLM/TRF2 kompleksinin azalmasi ile iligkilendirilen
telomer disfonksiyonuna yol agtigini gostermektedir. Bu durum, alternatif telomer
bakim mekanizmasina sahip tiimor hiicrelerinde G-kuadrupleks ligandlarinin

potansiyel terapotik olarak ilgi ¢ekici oldugunu vurgulamaktadir (147).
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Calismamizda kullandigimiz molekiillerin, G-kuadrupleks yapilarla etkilesime
girerek telomeraz1 inhibe ettigini ve telomer uzunlugunda anlamli bir kisalma
sagladigini tespit ettik. Bu molekiiller, hTERT ekspresyonunu azaltarak etkilerini
gostermektedir. Telomeraz pozitif hiicrelerde alternatif telomer uzamasmi (ALT)
baskiladigin1 daha net bir sekilde ortaya koymak i¢in ise ek caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica, anlamli sonuglar elde ettigimiz bu molekiillerin, G-
kuadrupleks yapilar tizerinde kanser hiicrelerine 6zgii segiciligini ve normal hiicrelerle

olan farklarin1 gosterecek yeni arastirmalara gereksinim vardir.

Huang ve arkadaglarinin 2008 yilindaki ¢alismasinda, insan telomerik dizilim
tarafindan olusturulan G-kuadrupleks DNA yapisini stabilize eden ve telomeraz
aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe eden karbazol tiirevleri tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bu tiirevlerden BMVC (3,6-bis(1-metil-4-vinilpiridinyum)karbazol
diiyodiir), G-kuadrupleks erime sicakligini 13°C artirmis ve telomeraz aktivitesini
baskilayarak hiicrelerde senesans olusumuna neden olmustur. BMVC ile tedavi edilen
H1299 hiicrelerinde telomerler, normal insan hiicrelerindeki 50-200 niikleotidlik
kisalmaya kiyasla ¢ok daha hizli sekilde, yaklasik 420 niikleotid kadar kisalmistir.
Ayrica, bu hiicreler koloni olusturma ve migrasyon gibi timor o6zelliklerini
kaybetmistir. Sonu¢ olarak, BMVC, hizlandirilmis telomer kisalmasi ve timor
baskilanmasi potansiyeline sahip yeni bir G-kuadrupleks stabilizatorii olarak

tanimlanmistir (148).

Calismamizda kullandigimiz AC-2 ve AC-3 molekiilii benzer sekilde G-
kuadrupleks yapilar1 stabilize eden antrakinon yan zinciri tagiyan molekiildiir ve
pankreas hiicre kiiltiirinde anlamli telomer kisalmast saglamistir. Telomeraz
aktivitesini giiclii sekilde inhibe eden AC-2 ve AC-3 molekiillerinin kanserli hiicreler
ve normal insan hiicreleri arasindaki etki farklarinin tespit edilerek olas1 yeni aday ilag¢

olarak degerlendirilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Chiappori ve arkadaslarinin 2015 yilinda ileri evre kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri hastalarinda, telomeraz inhibitorii imetelstat'in idame tedavisi olarak
etkinligini degerlendirdigi randomize faz II ¢alismada 116 hasta yer almigtir. Hastalar
2:1 oraninda imetelstat veya gozlem grubuna randomize edilmistir. Ana sonlanim
noktasi olan progresyonsuz sagkalim acisindan iki grup arasinda anlamli bir fark

bulunmamistir (imetelstat icin 2.76 ay, kontrol i¢in 2.57 ay, p=0.446). Genel
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sagkalimda ise imetelstat lehine bir trend goriilmiis, ancak istatistiksel olarak
anlamlilik elde edilememistir (14.3 ay ve 11.5 ay, p=0.129). Telomer uzunlugu analizi,
kisa telomerlere sahip tiimorlii hastalarda imetelstat ile progresyonsuz sagkalim ve
genel sagkalimda iyilesme egilimi oldugunu gostermistir. Sonug olarak, imetelstat
idame tedavisi birincil sonlanim noktasini karsilamamais, ancak kisa telomerlere sahip
timorlii hastalarda potansiyel bir fayda gostermistir. Yazarlar, telomer uzunlugunun

gelecekte prediktif bir biyobelirteg olarak arastirilmasi gerektigini vurgulamistir (149).

Amelia ve arkadaglarinin 2006 yilinda yaptigi baska bir ¢alismada, imetelstatin
in vivo meme kanseri metastaz modelinde antitimor 6zellikleri gosterilmistir. Bu
model, meme kanserinin klinikteki ilerlemesini (birincil tiimoriin ¢ikarilmasi ve
ardindan akciger metastazlar) taklit eder. Caligsmada, imetelstatin ¢esitli meme kanseri
hiicre hatlarinda telomeraz aktivitesi, telomer bakimi ve hiicre biiylimesi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Sonuglar, imetelstatin tiim meme kanseri alt gruplarinda
telomerazi etkili bir sekilde inhibe ettigini ve bu durumun imetelstat1 evrensel bir
antitelomeraz ajan1 olarak destekledigini gostermistir. Uzun siireli telomeraz
inhibisyonu, in vitro ortamda telomerlerin belirgin sekilde kisalmasina ve meme
kanseri hiicre hatlarinda replikatif ve tiimorjenik kapasitenin azalmasina neden
olmustur. Calismada, normal siit bezleri epitel hiicreleri ve endotelyal hiicrelerde
onemli bir degisiklik gozlenmemistir. Ayrica, memeden alinan xenograft tiimdriin
ardindan farelere imetelstat uygulanmasi, 4 hafta i¢inde akciger metastazlarinda
belirgin bir azalma saglamistir. Telomeraz inhibitorlerinin normal hiicreler lizerindeki
etkilerinin daha ayrintili incelenmesi, bu ajanlarin kanser tedavisindeki klinik

potansiyelini daha iyi anlamak acisindan kritik 6neme sahiptir (150).

Damm ve arkadaslari, 2001 yilinda telomeraz enzimine baglanarak aktivitesini
inhibe eden non-niikleosidik inhibitérler BIBR1532 {2-[(E)-3-naftalen-2-il-but-2-
enoylamino]-benzoik asit} ve BIBR1591 {5-morfolin-4-il-2-[(E)-3-naftalen-2-il-but-
2-enoylamino]-benzoik asit} adli bilesiklerle ¢alismislardir. Bu bilesikler, in vitro
ortamda telomeraz aktivitesini doz bagimli bir sekilde inhibe etmistir. BIBR1532"nin
seciciligi, ¢esitli DNA ve RNA polimerazlar iizerinde test edilmis ve telomeraz
disindaki enzimlerin inhibe edilmedigi bulunmustur. Ayn1 ¢alismada, BIBR1532 ve
BIBR 1591 ile uzun siire tedavi edilen akciger karsinom hiicrelerinde siirekli telomer

kisalmasi gozlemlenmistir. Tedavi durduruldugunda ise hiicreler normal biiyiime
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hizina geri donmiis, ancak telomer uzunlugunda spontan bir uzama veya telomeraz
bagimsiz biiylime gozlemlenmemistir. Sonug olarak, BIBR1532 ve BIBR1591 gibi
non-niikleosidik telomeraz inhibitorleri, telomeraz aktivitesini giiclii ve segici bir
sekilde inhibe ederek kanser hiicrelerinde telomer kisalmasina, hiicre
proliferasyonunun durmasina ve senesans belirtilerinin ortaya ¢ikmasina yol agmustir.
Bu bulgular, telomeraz inhibitorlerinin yeni kanser tedavi yontemleri olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (151).

Calismamizda kullanilan AC-2 ve AC-3 molekiilleri, G-kuadrupleks DNA’ya
baglanarak telomeraz enzimini inhibe etmektedir. Ancak, bu molekiillerin farkli kanser
hiicrelerinde nasil etki gosterdigini gozlemlemek ve kanser hiicrelerine olan
spesifitesini degerlendirmek i¢in ek calismalara ihtiyag vardir. AC-2 ve AC-3, in vitro
ortamda anlamli derecede telomer kisalmasi saglamistir, ancak telomer uzunlugu ile
molekil etkinligi arasindaki iliski ¢alismamizda ele alinmamistir. Bu nedenle, bu
iliskiyi degerlendirebilmek icin ileri arastirmalar gerekmektedir. Calismamiz in vitro
ortamda yapildig1 i¢in sagkalim ve klinik etki gibi veriler degerlendirilememistir. Gao
ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, BMPQ-1 adli yeni bir kinolin
tirevli ligand kesfedilmistir. Bu ligand, monomerik G-kuadruplekslere kiyasla insan
telomerik G-kuadrupleks multimerlerine daha yliksek secicilikle baglanmis ve
telomerlerde G-kuadrupleks DNA olusumunu, buna bagli DNA hasar yanitini
tetiklemistir. BMPQ-1, tiimor hiicrelerinin ¢gogalmasini IC50 degeri ~1.0 uM olacak
sekilde azaltmis ve fare modellerinde tiimor biiylime oranini yariya indirmistir (152).
Bu dogrultuda, calismamizda kullanilan ve G-kuadrupleks yapisimi stabilize eden
molekiillerin in vivo aragtirmalarla daha kapsamli bir sekilde incelenmesi gerektigini

diistiniiyoruz.

Salvative ve ekibi, 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, telomer dizilerindeki G-
kuadrupleks DNA'ya baglanarak mikromolar alti konsantrasyonlarda telomeraz
aktivitesini inhibe eden RHPS4 adli pentasiklik akridinin antitiimor etkilerini
arastirmistir. Calismada, maksimum tolere edilebilir doz olan 15 mg/kg kullanilarak,
RHPS4'liin M14 melanom, PC3 prostat, H460 akciger, CG5 meme ve HT29 kolon
karsinom hiicreleri iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Baglangigta telomerazi
inhibe etmek icin tasarlanan G-kuadrupleks ligandlarinin, RHPS4 ile kanser

hiicrelerinde telomer hasarina yol acgarak antitimor etki gosterdigi bulunmustur.
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RHPS4, telomerlerde giicli bir DNA hasar yanmiti ve POTI proteininin
uzaklastirilmasiyla iliskilendirilmis, ancak telomer uzunlugunda belirgin bir degisiklik
olmamustir. ilging bir sekilde, RHPS4 normal hiicrelerde telomer hasar1 yaratmamus,
yalnizca kanser hiicrelerinde etkili olmustur. Bunun telomer yapisindaki
farkliliklardan  kaynaklanabilecegi  belirtilmistir.  Ayrica, RHPS4'lin normal
hematolojik bilesenlere zarar vermedigi ve tiimor hiicrelerinde etkili oldugu
gozlemlenmistir. Yiiksek terapotik indeks, telomerik kromatinin bozulmasi yoluyla
spesifik antitimor etkiler sagladigini gostermektedir. Sonu¢ olarak, RHPS4'lin
kombinasyon tedavilerinde potansiyel bir antikanser ajan olarak degerlendirilmesi

gerektigi sonucuna vartlmistir (153).

RHPS4, pentasiklik akridinyum metosiilfat tuzu olarak, guanin acisindan
zengin telomerik 3' ucun tek zincirli G-kuadrupleks yapisina katlanmasini tegvik eder.
Bu yapinin stabilizasyonu, telomerazin telomere baglanmasini engelleyerek katalitik
ve koruyucu islevlerini baskilar. Phatak ve ekibinin 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada,
kisa telomerlere sahip endometrium karsinomu hiicrelerinde (UXF1138L) RHPS4'lin
telomerin koruyucu etkisini nasil ortadan kaldirdigi incelenmistir. RHPS4'iin,
telomerazin katalitik alt birimi olan hTERT'nin ¢ekirdekten c¢ikarilmasina, telomer
kaynakli DNA hasar sinyallerinin tetiklenmesine ve kromozom flizyonlarina neden
oldugu bulunmustur. Ayrica, RHPS4'{in, yumusak agarda koloniler halinde biiyiiyen
kanser hiicrelerine, monolayer olarak biiyliyen hiicrelerden daha etkili oldugu
gozlemlenmistir. UXF1138L xenograftlari, RHPS4 ile tedavi edildiginde azalmis
klonojenik kapasite, niikleer hTERT ekspresyonunda diisiis ve mitotik anormalliklerde
artis gostermistir. RHPS4'{in tek basina in vivo kullanimi sinirh etkinlik saglasa da,
mitotik ig zehri Taxol ile kombinasyonu, tiimor kiiciilmesi ve telomer disfonksiyonunu

artirmistir (154).

Benzer sekilde, calismamizda kullandigimiz molekiiller de, Salvative ve
arkadaslarinin c¢aligmalarindaki RHPS4 molekiilii gibi, telomer dizilerindeki G-
Kuadrupleks DNA yapisini stabilize ederek sitotoksik etki gostermektedir. AC-2 ve
AC-3 molekiillerinin daha ileri ¢alismalarda hem farkli tiimér modellerindeki
etkilerinin incelenmesi hem de normal hematolojik bilesenlere zarar verip
vermediginin tespit edilerek spesifik antitiimor o6zelliklerinin degerlendirilmesi

gerektigini diislinliyoruz. Ayrica, bu molekiiller hTERT ekspresyonunu azaltma
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acisindan RHPS4 ile benzerlik gostermekte olup, Phatak ve arkadaslarinin ¢alismasina
paralel olarak in vivo kullanimda ve kombinasyon tedavilerinde etkinliklerinin

arastirilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Pentasiliklik akridin bilesigi RHPS4 (3,11-difluoro-6,8,13-trimethyl-8H-
quino[4,3,2-kl]acridinium methosulfate), en etkili ve segici G4 stabilizatorlerinden biri
olarak kabul edilmekte olup, 2015 yilinda Berardinelli ve ekibi tarafindan
incelenmistir. RHPS4, telomerleri destabilize ederek kanser hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe eder. Calismada, RHPS4'lin astrositoma (III/IV derece, Diinya
Saglk Orgiitii) hiicre hatlarindaki etkisi ve hiicreleri iyonlastirici radyasyona karst
hassaslastirma rolii arastirilmistir. Astrositoma hiicreleri, normal fibroblastlara gore
RHPS4'e daha yiiksek duyarlilik gostermistir. RHPS4, astrositoma hiicrelerinde
telomer disfonksiyonuna neden olmus ve DNA hasar yanitin1 artirmistir. RHPS4 ve
X-1511 kombinasyonu sinerjik etki gostererek G2 fazi blokaji1 ve azalmis proliferasyon
saglamistir. Ayrica, telomer disfonksiyonu ile radyosensitizasyon arasinda gii¢lii bir
iligki tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, RHPS4'in astrositoma hiicrelerini iyonlastirici
radyasyonlara karsi daha duyarli hale getirdigi ve bu kombinasyonun radyoterapi

sonuglarini iyilestirme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir (155).

Calismamizda, AC-2 ve AC-3 molekiillerinin pankreas kanseri hiicre
kiiltiirinde hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz inhibisyonu sagladigini
gosterdik. Bu molekiillerin ileri asamalarda kombine tedavilerde kullanilabilmesi i¢in

daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Cogu insan tiimorii, telomeraz ekspresyonuna sahip olmanin yani sira ¢ok kisa
telomerlere de sahiptir. Buna karsin, normal dokularda telomeraz aktivitesi ya yoktur
ya da ¢ok diisiik seviyelerdedir ve telomerler daha uzundur. Bu iliski, telomeraz
aktivasyonu ile kisa telomerler arasindaki bagi gostererek, telomeraz inhibisyonunu
kanser tedavisinde degerli bir hedef haline getirmektedir. Ayrica, telomeraz
inhibitorlerinin etki mekanizmasinin normal kok hiicreler iizerinde minimal yan

etkilere yol agmasi beklenmektedir (156).

Guterres ve arkadaslari, hTERT aktivitesinin inhibisyonuna dayali tedavilerin
her hiicre boliinmesinde telomerlerde kademeli bir kisalmaya neden oldugunu ve bu

nedenle tedavi siiresinin uzun olabilecegini belirtmislerdir. Bu durum, telomeraz
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inhibitorlerinin birinci basamak tedavi olarak kullanimini sinirlayabilir ve direngli
klonlarin gelisimine yol agabilir. Ayrica bu tedaviler, telomeraz ekspresyonu olan kdk
hiicrelerde yan etkilere neden olabilir. Diislik telomeraz aktivitesinin kisa telomerleri
koruma kapasitesi, gii¢lii inhibitorlerin gerekliligini ortaya koymaktadir. Yine de,
telomerazin evrenselligi ve kanser hiicrelerine 6zgii replikatif 6liimsiizlik saglamasi,

onu etkili bir kanser hedefi yapmaktadir (100).

Calismamizda hTERT ekspresyonunda azalma gostermis olmamiza ragmen,
canli dokulardaki etkilerin ve yan etkilerin belirlenmesi i¢in in vivo c¢aligsmalarin
yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz. Ayrica, kisa telomer uzunluguna sahip
hiicrelerdeki etki dozlariin da arastirilmasi gerekmektedir. Guterres ve arkadaslarinin
calismalarinda belirttikleri gibi, hematopoetik kok hiicreler gibi kok hiicrelerde
olusabilecek advers etkilerin degerlendirilmesi  Onemlidir.  Calismamizda
kullandigimiz molekiillerin suda ¢6ziinebilir olmasi, intravendz uygulama agisindan
Oonemli olup tarafimizca yakin gelecekte planlanmakta olan in vivo ¢alismalar i¢in

kiymetli olacaktir.

Telomeraz aktivitesinin ve telomerlerin normal hiicrelerde de bulunmasi, bu
hedefe yonelik tedavilerin normal dokularda yan etkilere yol acabilecegi endisesini
dogurmaktadir. Rha ve arkadaslari, telomer ve telomeraz ile etkilesen ajanlarin insan
timor ve normal hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini degerlendirerek bu ajanlarin
potansiyel yan etkilerini incelemislerdir. G-kuadrupleks ile etkilesen porfirinler
(TMPyP4, TMPyP2) ve zidovudinin (AZT) toksisitesi, hiicre sayma yontemiyle test
edilmistir. Normal insan hiicre hatlar1 (fibroblastlar, yetiskin keratinositler, ince
bagirsak ve kolon mukozal epitel hiicreleri) ile insan timor hiicre hatlar1 (meme,
noroblastom, serviks, pankreas, kolon ve prostat kanseri) lizerinde yapilan testlerde,
AZT'nin her iki hiicre tipinde de diisiik seviyede sitotoksik etki gdsterdigi (IC50 >200
uM) saptanmistir. TMPyP2 ve TMPyP4'iin IC50 degerleri ise normal hiicrelerde
strastyla 2.9-48.3 uM ve 1.7-15.5 uM, tiimor hiicrelerinde ise 11.4-53 uM ve 9.0-28.2
uM arasinda degismistir. Sonu¢ olarak, TMPyP4'lin hem tiimér hem de normal
hiicrelerde benzer sitotoksisite gosterdigi, bu ajanin normal dokular iizerine de

etkisinin olabilecegini ortaya koymaktadir (157).

Calismamizda kullandigimiz molekiiller, Rha ve arkadaglarinin ¢alismasinda

oldugu gibi G-kuadrupleks yapilari stabilize eden 6zellik gostermektedir. Rha ve ekibi,

62



kanser hiicrelerinin yani sira normal dokular olan keratinosit ve fibroblastlarda da
sitotoksisiteyi degerlendirmistir. Bizim ¢alismamizda, pankreas kanseri hiicre
hatlarinda yiiksek sitotoksisite gosteren bu molekiillerin, normal saglikli insan
hiicrelerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in ileri diizey ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Burger ve arkadaslari, 3,6,9-trisiibstitiie akridin bilesigi BRACO-19'un
telomeraz fonksiyonu {izerindeki etkilerini hem in vitro hem de in vivo olarak
gostermistir. BRACO-19'un biyolojik aktivitesi, ¢ok kisa telomerlere (2.7 kb) sahip
insan endometrium kanseri hiicre hattt UXF1138L'de incelenmistir. In vitro calismalar,
24 saat sonra niikleer insan telomeraz ters transkriptaz (hTERT) ekspresyonunun
belirgin sekilde azaldigini, 15 giin sonra hiicresel yaslanma ve biiylimenin tamamen
durdugunu, ayrica telomerlerin yaklasik 0.4 kb kadar kisaldigin1 géstermistir. in vivo
olarak ise BRACO-19, UXF1138L hiicrelerinden elde edilen xenograft modelinde
erken evre tiimorlere karsi tek basina yiiksek aktivite gostermis ve 2 mg/kg i.p.
dozunda %96 oraninda biiylime inhibisyonu saglamistir. Ayrica kismi timor

regresyonlar1 gézlenmistir (P <0.018) (158).

Gunaratnam ve arkadaslar1 ise BRACO-19'un G-kuadrupleks yapilarini
stabilize etmek amaciyla gelistirildigini ve bu bilesigin kanser hiicre hatlarinda kisa ve
uzun vadeli bliylimeyi durdurma etkileri gosterdigini belirtmislerdir. Bununla birlikte,
normal hiicre hatlarinda BRACO-19'un etkisinin ¢ok daha az belirgin oldugu
gozlemlenmisti. BRACO-19'un hiicresel etkilerinin, 3' telomer uglarimin kapak
yapisini bozarak telomer kisalmasina neden oldugu ve bu etkinin 6zellikle kisa

telomerlere sahip hiicrelerde daha belirgin oldugu sonucuna varilmistir (159).

Calismamizda kullanilan AC-2 ve AC-3 molekiilleri, PANC-1 hiicre hattinda
hTERT ekspresyonunda sirasiyla 2,75 ve 2,41 kat azalma sagladi. Ayrica, bu
molekiiller telomer uzunlugunda sirasiyla 0,0076 ve 0,169 kat kisalma gosterdi.
Verilerimiz, Burger ve arkadaslarinin ¢alismalariyla paralellik gostermekte olup, in
vitro olarak elde edilen bu anlamli sonuc¢larin in vivo hayvan modellerinde de
dogrulanmas: i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag duyuldugunu disiiniiyoruz. Ayrica,
Gunaratnam ve arkadaslariin calismalarinda gosterildigi gibi, AC-2 ve AC-3
molekiillerinin farkli telomer uzunluklarina sahip hiicreler iizerindeki etkinliklerinin

de daha detayl arastirilmas1 gerekmektedir.
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Drygin ve arkadaglari, 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada CX-3543 adli kiiciik
molekiilli  bir niikleolus hedefleme ajanin1  degerlendirmislerdir. CX-3543,
niikleolustaki niikleolin/DNA G-kuadrupleks komplekslerini segici olarak bozarak
RNA Polimeraz [ transkripsiyonunu inhibe etmektedir. Calisma, CX-3543'lin
mekanizma agisindan oldukea secici oldugunu ve rRNA sentezini baskilarken DNA,
protein sentezi veya RNA Polimeraz II ile yonlendirilen onkogen transkripsiyonuna
herhangi bir etkide bulunmadigini gostermistir. Ayrica CX-3543, Topoizomeraz I/I1
islevini de inhibe etmemektedir. On bulgular, CX-3543"in ¢oklu ila¢ direng
pompalarinin bir substrati olmadigin1 ve in vivo yanitlarin kalict oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu da CX-3543"iin direng gelistirme riskinin diisiik oldugunu ve klinik
ortamda diger antikanser ilaclardan farklilasan bir o6zellik sundugunu
diisiindiirmektedir. CX-3543, solid tiimdrlere sahip hastalarda farkli dozlama rejimleri
ile iki ayrn faz I klinik denemeyi tamamlamis olup, rodentlerde yapilan
biyodistribiisyon caligsmalari ilacin karcinoid ve néroendokrin tiimorlerle iligkili neural
crest kokenli dokularda biriktigini gostermistir. Bu bulgular sonucunda CX-3543,
karcinoid/ndroendokrin tiimdrleri olan hastalar i¢in faz II klinik denemeye alinmistir

(160).

Caligmamizda kullandigimiz molekiiller de G-Kuadrupleks yapilar: stabilize
ederek etki gostermektedir. Literatiirde yer alan BRACO-19 molekiiliiniin AC-2 ve
AC-3 molekiillerinin tersine DNA yerine daha ¢cok RNA sentezini inhibe etme egilimi
gosterdigi diisiintildiiglinde G-kuadrupleks yapilarina etki eden molekiillerin birbirine
alternatif olabilecegi fikri diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda AC-2 ve AC-3 molekiilleri
ile CX-3543 molekiiliine benzer sekilde in vivo sartlarda ila¢ direnci caligmalari

yapilmas1 gerektigini diisiinliyoruz.

Ohnmacht ve arkadaglarinin yaptig1 caligmada, dort zincire bagli bir naftalen-
diimid tiirevi olan MM41'in, MIA PaCa-2 pankreas kanseri ksenograft modelinde
anlamli in vivo antitimor aktivite gosterdigi bildirilmistir. Haftada iki kez 15 mg/kg
dozunda intravendz uygulanan MM41, tiimor tastyan hayvanlarin bir grubunda timor
biiyiimesini yaklagik %80 oraninda azaltmis ve iki hayvan 279 giin boyunca tiimorsiiz
hayatta kalmigtir. MM41'in hiicre ¢ekirdeklerine hizla tasindig1 ve tiimorde biriktigi

gozlemlenmistir.
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MM41, BCL-2 ve k-RAS genlerinin promotor bolgelerinde bulunan G-
kuadruplekslerle giiclii bir etkilesim gostermektedir. Bu genler, bir¢ok insan pankreas
kanserinde anormal sekilde diizenlenmistir. MM41 ile tedavi edilen hayvanlarin
tiimdrlerinde BCL-2 seviyeleri, kontrol grubuna gore yaklasik %40 azalmistir; bu da
BCL-2'nin MM41 igin 6nemli bir hedef oldugunu desteklemektedir. Sonug olarak,
belirli kanserlerdeki upregulasyon bozuklugunu diizenleyen G-kuadrupleks yapilari,

MM41 gibi bilesikler icin segici hedefler olabilir (161).

Calismamizda kullandigimiz molekiiller de G-kuadruplekslerle etkilesime
girmekte olup biz hiicre hatt1 olarak MIA PaCa-2 ile benzer 6zellikte olan PANC-1
hiicre hatt1 ile deneylerimizi gergeklestirdik. Molekiillerimizin etkilerini MIA PaCa-2
hiicre hatlar1 ile yapacagimiz deneylerle konfirme etmeyi planlamaktayiz. Daha
sonrasinda ise ileri aragtirma modellerinde in vivo ¢aligmalar yapilmasi ve spesifitesi

acisindan aragtirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Kiigtik molekiillerle G-kuadrupleksleri hedeflemek, secici kanser tedavisi i¢in
yenilik¢i bir yontem olarak Onerilmistir. Bu, kanser hiicrelerinde normal hiicrelere
kiyasla artan G-kuadrupleks bollugunu ve onkogenlerde G-kuadrupleks yapilarin
zenginligini ortaya koyan yakin tarihli G4-ChIP-seq ve G4-IF c¢aligmalariyla
desteklenmistir (162).

Marchetti ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, G-kuadrupleks
baglayici trisiibstitiie naftalen diimid bilesigi olan 2,7-bis(3-morfolinopropil)-4-((2-
(pirolidin-1-il)etil)amino)benzo[Imn][3,8]fenantralin-1,3,6,8(2H,7H)-tetron (CMO03)
kullanilmistir. Bu bilesik, bilgisayar modellemesiyle tasarlanmis olup, pankreatik
duktal adenokarsinoma (PDAK) hiicre hatlarinda gii¢lii bir hiicre biiyliime inhibitori
olarak antikanser aktivite gosterir ve yaygin olarak kullanilan gemcitabin'e kiyasla
daha dstiin bir profile sahiptir MM41 adli G-kuadrupleks ligandinin, PDAK
ksenograft modelinde tiim6r hacmini yaklasik %80 oraninda azalttig1 gosterilmis olsa
da, yiiksek molekiiler agirhigi ve dort pozitif yiikii nedeniyle optimal bir ilag aday1
degildir. CMO03 ise, MM41 ile ayni etkinligi gostermesinin yaninda, normal
fibroblastlara kars1 daha diisiik sitotoksisitesi olup kanser hiicrelerine daha yiiksek

secicilik saglar.
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Calismada, MIA PaCa-2 pankreas tiimor modelinde, fareler tizerinde haftada iki
kez 10 ve 15 mg/kg CMO03 dozu 4 hafta boyunca uygulanmis, ayrica MM41 ve
gemcitabin ile tedavi edilen iki ayr1 grup kontrol edilmistir. CMO03'iin doz bagimh
antitimor etkisi gozlenmis, en iyi sonuglar 15 mg/kg CMO03 uygulanan grupta elde
edilmistir. Tim gruplarda anlamli tiimor biiytime inhibisyonu (p < 0.001) kaydedilmis
ve higbir olumsuz etki gozlemlenmemistir. Histopatolojik analizler, hayati organlarda
herhangi bir hasar olmadigini gostermistir. CM03'in, tedavi sonrasinda dahi timor

bliylimesini engelleyen etkisinin devam ettigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, CMO03'iin G-kuadrupleks yapilarina spesifik baglanarak PDAK
hiicrelerinde gen ekspresyon yollarin etkileyen giiclii bir inhibitér oldugu gosterilmis

ve kanser tedavisinde umut verici bir strateji olarak one ¢ikmistir (163).

G-kuadrupleks stabilizasyonu saglayarak etkinlik gosteren molekiillerin yeni
ila¢ ¢aligmalar1 i¢in umut vaat ettigi goriilmekte olup ¢alismamizda kullandigimiz AC-
2 ve AC-3 molekiilleri, doza bagli olarak hTERT ekspresyonunu azaltmasi ve telomer
uzunlugunda kisalma saglamasi agisinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermistir.
AC-2 ve AC-3 molekiillerinin in vitro sartlarda gosterdikleri sitotoksisite ve telomer
uzunlugu kisalmasi, bu molekiillerin pankreas kanseri tedavisinde potansiyel olarak
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. In vitro ¢aligmalarin sonuglarini destekleyecek
in vivo arastirmalarin yapilmasi, bu molekiillerin tiimor hacmi {izerindeki etkileri ve

toksisitelerinin degerlendirilmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

2018 yilinda Zeng ve arkadaslari, 5-FdU (5-fluoro-2'-deoxyuridine)
tedavisinin  telomeraz pozitif pankreas kanseri MIA-PaCa2 ve akciger
adenokarsinomu A549 hiicrelerinde doz bagimli sekilde hiicre 6liimiine yol actigini
gostermistir. Calisma, telomeraz aktivitesini bir "Truva at1" olarak kullanarak, toksik
ve yabanci niikleotidlerin segici olarak telomer fonksiyon bozuklugu ve daha hizli
hiicre 6liimii indiiklemesini Oneren alternatif bir stratejiyi desteklemektedir. Ilk
bulgular, florlanmis pirimidin analoglarindan 5-FdUTP'min telomeraz araciligiyla
ssDNA'nin etkili bir substrat1 oldugunu gdstermistir. ilging bir sekilde, 5-FdU tedavisi,
telomeraz bagimli sekilde 3 giin i¢inde belirgin bir hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Bu
sonuclar, telomerazin 5-FdU'yu telomerlere yanlis yerlestirdigini ve klinik olarak
uygun konsantrasyonlarda insan kanser hiicrelerinin hizli bir sekilde 6liimiine neden

oldugunu 6nermektedir (164).
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Yan ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Sanguinarin kloriir (SC)
ve brezilin (Braz) {iriinlerinin etkilerini incelediler. SC, ¢esitli kanser hiicrelerinde
hTERT ekspresyonu ve telomeraz aktivitesi ilizerinde belirgin bir baskilayici etki
gosterirken, Braz, belirli kanser hiicre tiirlerinde telomerazi segici olarak inhibe
etmistir. Brezilin, hTERT geninin ekspresyonunu downregiile ederek relatif telomeraz
aktivitesini (RTA) inhibe etmis ve hiicre biiyiimesini G2/M evresi duraklamasiyla
yavaslatmistir, ancak bu etkiler yalnizca bazi kanser hiicrelerinde gdzlemlenmistir. Ote
yandan, SC, kanser hiicrelerinde genis bir etki aralig1 ve giiclii bir telomeraz ve hiicre
biiylime inhibisyonu sergilemistir. SC, hTERT ekspresyonunu downregiile eder ve bu
durum, hTERT transkripsiyonel aktivitesini dogrudan degistirerek ve c-myec ailesi, p65
gibi baz1 hTERT diizenleyici transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonundaki azalma ile
iligkili olabilir. Ayrica, SC'nin hTERT'1 dogrudan baglayip telomeraz aktivitesini
inhibe edebildigi ve diisiik dozlarda in vitro ve in vivo telomerik G-kuadrupleks

olusumunu etkilemeden inhibisyon sagladigi belirlenmistir (165).

Deeb ve ark 2014 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, pristimerin (PM) adli bir
kinonemetid triterpenoidin MiaPaCa-2 ve Panc-1 pankreatik duktal adenokarsinom
(PDA) hiicre hatlart {izerindeki antikanser etkisi ve etki mekanizmasi
degerlendirilmistir. Pristimerin, 1.25 ila 5 pM konsantrasyonlarinda her iki hiicre
hattinin ~ proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir PM ile hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu, apoptotik belirtegler olan Annexin V baglanmasi ve

PARP-1"in parcalanmasi ile gosterilen apoptoz ile iliskilidir (166)

Calismamizda kullandigimiz molekiillerin pankreas kanseri hiicre hattinda
hTERT ekspresyonunu azaltarak telomeraz enzim inhibisyonu yaptigini ve bu etkinin
doza bagimli oldugunu gosterdik. Ancak bizim ¢alismamiz pankreas kanseri hatti ile
siirli olup ayn1 zamanda molekiiler etki mekanizmasi da ¢alisiimamigtir. AC-2 ve AC-
3 molekiillerinin farkli kanser hiicre kiiltiirlerinde sitotoksisite ve telomeraz

inhibisyonu etkilerinin degerlendirilmesinin faydali olacagini diisiiniiyoruz.

Isleme deseni genellikle, mRNA'nin transkripsiyonu sonrasinda mRNA'nin
nasil diizenlendigi ve islendigi anlamina gelir. Bu siire¢ler arasinda splicing (isleme),
yani mRNA'daki intronlarin ¢ikarilmasi ve ekzonlarin birlestirilmesi, alternatif

splicing ve diger post-transkripsiyonel modifikasyonlar yer alir.
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Ligand 12459, triazin serisine ait etkili bir G-kuadrupleks etkilesimli ajan olup,
daha oOnce insan AS549 akciger kanseri hiicre hattinda telomeraz aktivitesini
downregiile ettigi gosterilmistir. Gomez ve arkadaslart 2004 yilinda yaptiklar
caligmada, telomeraz aktivitesinin downregiilasyonunun 12459'un neden oldugu
hTERT islenme desenindeki degisikliklerden kaynaklandigini ortaya koymuslardir.
12459'a kars1 direng gosteren A549 hiicre hatti klonlari, hTERT islenme desenleri
acgisindan analiz edilmistir. Bu direncli klonlar, 12459 tedavisi altinda aktif hTERT
transkriptini koruyabilmektedir, bu da 12459'un neden oldugu islenme degisikliklerini
asabilen mekanizmalarin gelistigini 6ne stirmektedir. 12459'un aksine, telomestatin ve
BRACO19, A549 hiicrelerinde hTERT islenme desenine etkisi olmayan diger iki G-
kuadrupleks etkilesimli ajan olup, A549-direngli klonlar {izerinde sitotoksiktir ve
hTERT G-kuadruplekslerini stabilize etme etkinlikleri daha distktiir. 12459,
BRACO19 ve telomestatin arasindaki G-kuadrupleks segicilik farkliliklari, hTERT

islenmesine olan etkilerini ve etkisizliklerini agiklamada 6nemli olabilir (167).

Calismamizda kullandigimiz molekiiller hTERT ekspresyonunda azalmaya
neden olmaktadir ancak isleme deseni {izerine herhangi bir arastirmamiz olmamistir.
Bu dogrultuda calismamizda kullandigimiz molekiiller ile yapilacak ileri diizey
aragtirmalar sonucunda molekiillerin G-kuadrupleks yapilarina olan seciciliklerinin

arastirilmasinin gerekli oldugunu diisiiniiyoruz.

2023 yilinda klinigimizde yapilan ¢alismada, daha 6nce arastirilmamis ve yeni
sentezlenmis antrakinon yan zincir tasiyan ftalosiyanin tiirevleri (B7 ve B9) tizerinde
incelemeler gerceklestirilmistir. Bu bilesiklerin insan pankreas hiicre hattinda
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. PANC-1 hiicre hattinda 24 saatlik B7 ve B9
tedavisi sonucunda hTERT ekspresyonunda sirasiyla -13,09 kat ve -16,91 kat azalma
gbzlemlenmistir. Mia-Paca hiicre hattinda ise, 48 saatlik tedavi sonras1t B7 ve B9'un
hTERT ekspresyonunu sirasiyla -3,12 kat ve -1,48 kat azalttig1 bulunmustur. Ancak,
bu ¢alismada telomer uzunlugu degerlendirilmemistir ve kullanilan molekiiller suda
coziinmemektedir. Molekiillerin telomerik G-kuadrupleks DNA’ya baglanma enerjisi

yiiksek olsa da, bu baglanma segici degildir (168).

Bizim ¢aligmamiz da antrakinon yan zinciri tasiyan ftalosiyanin molekiilleri
(AC-1, AC-2, AC-3, MC-1, MC-2) kullanilmis olup 6nceki ¢alismadakine benzer
sekilde PANC-1 hiicre hattinda AC-1 ve AC-2 molekiillerinde hTERT ekspresyonunda
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anlamli azalma gosterilmistir. Ayrica ¢aligmamizda AC-1 ve AC-2 molekiilleri ile
telomeraz uzunlugunda 0,0076 ve 0,169 kat kisalma gosterilmis olup bu anlamli fark
calismada kullandigimiz molekiillerin pankreas kanseri i¢in olasi terapotik ajan olmasi
acgisindan umut vadetmektedir. AC-1 ve AC-2 molekiillerinin 6nemli bir farki suda
¢oziinebilir 6zellikte olmasidir. Klinigimizde yiiriitiilen 6nceki ¢alismada kullanilan
molekiiller ile bizim ¢aligmamizda kullandigimiz molekdiller birlikte degerlendirilerek
canli dokularda ¢alisilmasi ve yapilacak in vivo deneyler ile molekiillerin etki, yan

etki, toksisite gibi klinik kullanim i¢in 6nemli veriler elde edilmesi planlanmaktadir.
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6. SONUC

Calismamizda iizerinde ¢alisma yapilmamis ve yeni sentezlenen, suda ¢oziinebilir

ozellikte, klik kimyasi ile sentezlenen ftalosiyanin tlirevi 5 molekiiliin (AC-1, AC-2,

AC-3, MC-1, MC-2) in vitro pankreas tiimdr modelinde etkinlikleri degerlendirilmesi

icin hiicrelerin hTERT ekspresyon analizleri ve telomer uzunluklari incelenmis olup;

1.

PANC-1 hiicre hattinda hTERT ekspresyonu AC-1 i¢in 1,09 kat, AC-2 i¢in 2,75
kat, AC-3 i¢in 2,41 kat azalirken MC-1 ve MC-2 i¢in hTERT ekspresyonunda
herhangi bir azalma tespit etmedik.

Telomer uzunluk analizinde AC-1 ig¢in 0,4730 kat, AC-2 i¢in 0,0076 kat, AC-3 igin
0,0169 kat, MC-1 i¢in 0,289 kat, MC-2 i¢in 0,560 kat azalma tespit ettik.

In vitro yaptigimz calismada AC-1 ve AC-2 molekiilleri icin hem hTERT
ekspresyonunda azalma hem de telomer uzunlugunda kisalma agisindan anlaml
sonuglar ¢ikmis olup bu molekiillerin insan pankreas hiicre hattinda sitotoksik
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Pankreas kanseri agisindan olast aday olarak
degerlendirilebilecek bu iki molekiil i¢in daha kapsamli arastirmalar yapilmasi
gerekmektedir.

PANC-1 hiicre hatt1 ile anlamli sonuclar elde edilmis olsa da Mia-PaCa-2 hiicre
hatlarinda da calisilarak molekiillerin etkinliklerinin  konfirme edilmesi

planlanmaktadir.

. Calismamizda kullandigimiz molekiillerin suda ¢oziinebilir olmast 6nemli bir

avantaj olup ileri donemde AC-2 ve AC-3 molekiillerinin in vivo ¢aligmalar ile
klinik etkileri, yan etkileri ve pankreas kanser hiicrelerine selektiviteleri gibi klinik
veriler elde etmeye yonelik aragtirmalar planlanmaktadir.

Calisgmamizda kullandigimiz molekiillerin telomerik G-Kuadrupleks DNA’ya
baglanma enerjileri yiiksek olmasina ragmen selektif degildir. Daha selektif

molekiillerin sentezlenebilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.
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Sonug olarak:

Elde ettigimiz veriler, yeni sentezlenen ve 6zgiin molekiillerin pankreas kanseri
hiicre hattinda anlamli sitotoksisite sonuglar1 ortaya koydugunu gostermektedir. Bu
molekiiller, pankreas kanseri i¢in potansiyel tedavi ajanlar1 olarak heyecan verici bir
umut sunmaktadir. Molekiillerin suda c¢oziinebilir 6zellikte olmasi, olast klinik
uygulamalar agisindan avantaj saglamaktadir. Bu verilerin in vivo sartlarda daha ileri
arastirmalarla degerlendirilmesi ve molekiillerin pankreas kanseri hiicrelerine selektif

etkilerinin arastiritlmasi 6nemlidir.
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