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OZET

KURUTULMUS iNCiR YAGTI' (Oleum Ficus Carica L) NIN PANKREAS
KANSERI HUCRELERINDE HUCRE OLUMU UZERINDE ETKIiSININ iN VITRO
ARASTIRILMASI

Garibova S. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Temel Onkoloji ve

Kanser Biyolojisi Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amac¢: Bu aragtirma Oleum Ficus Carica L.'deki antosiyaninlerin pankreas kanseri

hiicrelerine olan etkisinin degerlendirilmesi amaci ile yapildu.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmamiz Adnan Menderes Universitesi’nde yapilmistir. Arastirmaya
Eylil 2020 tarihinde literatiir taramasi ile baglanmis olup, arastirma proje materyelleri Mart
2021 tarihinde tamamlanmistir. Mart 2021-Haziran 2021 tarihleri arasinda deney gruplari
olusturularak elde edilen orneklerden MTS/PMS, Muse Analyzer ve Klonojenik analizleri

yapilmustir.

Bulgular: Incir Yagi, Gemcitabine ve Kombine (Gem+incir) gruplarinda ICs, degerlerini
belirlemek i¢cin MTS/PMS deneyi yapildi. Muse Analyzer deneyinde annexinV Kkiti
kullanilarak kontrol, gemcitabine, incir, kombine (gemcitabine+incir) gruplarinda apoptotik
degerlendirme i¢in yapildi. Tiim gruplarda canlilik ve apoptoz sonuglar1 yiizdelik oranla
gosterildi. Son olarak Klonojenik Deney yapilarak, kontrol grubunda hiicrelerin koloni
olusturdugu, ancak ilag uygulanan kuyucuklarda ( incir yagi, gemcitabine, gemcitabine+incir)

koloni olusturmadig1 gézlemlendi.

Sonu¢: Yaptigimiz calismanin sonucuna gore kurutulmus incir yaginin pankreas kanseri
hiicrelerinde hiicre 6liimiinii tetikledigi kanisina varildi. Calismanin pankreas kanseri tedavisi
icin gelecekte yeni arastirmalara isik tutabilecegi, incir yagmin tiimordeki hiicre Sliimiinii

tetikleyen bir ilag/kimyasal olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Antosiyanin, Apoptoz, Ficus Carica L , Flavonoid, Pankreas Kanser

Hiicresi.
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ABSTRACT

THE INVESTiIGATION OF THE EFFECT OF THE DRIED FiG OIL (OLEUM
FICUS CARICA L.) ON CELL DEATH iN PANCREATIC CELLS.

Garibova S. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Basic Oncology and
Cancer Biology Program, Master’s Thesis, Aydin, 2021.

Objective: This study was carried out to evaluate the effect of anthocyanins in Oleum Ficus

Carica L. on pancreatic cancer cells.

Material and Methods: Our research was carried out at Adnan Menderes University. The
research started with a literature review in September 2020, and the research project materials
were completed in March 2021. MTS/PMS, Muse Analyzer and Clonogenic analyzes were
performed on the samples obtained by creating experimental groups between March 2021 and

June 2021.

Results: MTS/PMS experiment was performed to determine IC50 values in Fig Oil,
Gemcitabine and Combined (Gem+Fig) groups. In the Muse Analyzer experiment, the
annexinV kit was used for apoptotic evaluation in control, gemcitabine, fig, combined
(gemcitabine+fig) groups. Viability and apoptosis results in all groups were shown in
percentages. Finally, by performing the Clonogenic Experiment, it was observed that the cells
in the control group formed colonies, but did not form colonies in the wells (fig oil,

gemcitabine, gemcitabine+fig) in which the drug was applied.

Conclusion: According to the results of our study, it was concluded that dried fig oil
triggered cell death in pancreatic cancer cells. It can be hypothesized that the study may shed
light on new research in the future for the treatment of pancreatic cancer, and that fig oil may

be a drug/chemical that triggers cell death in the tumor.

Keywords: Anthocyanin, Apoptosis, Ficus Carica L, Flavonoid, Pancreatic Cancer Cell.



1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Tanimi ve Onemi

Pankreas kanseri, gelismis tilkelerde hizlica 6liime gotiiren tiirlerdendir ve diinyadaki en
Oliimciil malign neoplazmalardan biridir (Chakupurakal ve digerleri, 2017). Diinyada
pankreas kanseri insidansi, 6lim orani egilimleri 6nemli Olgiide degisiklik gostermistir.
Pankreas kanserinin bilinen nedenlerinden biri tiitiin kullanmaktir. Bu risk faktorii, bazi
uluslaras cinsiyet farkliliklarini agiklayabilir ve bes yillik hayatta kalma oran1 tahmini % 6
olarak bilinmektedir. Sigara, genetik, obezite, diyet, hareketsizlik gibi bazi risk faktorleri
tanimlanmis olmasina karsin, simdiye kadar pankreas kanserinin nedenleri tam olarak

bilinmemektedir (Ilic ve digerleri, 2016).

Incir (Ficus Carica L.), Moraceae botanik familyasina ait olup, yetistirilen en eski
meyve agaglarindan biridir. Giiniimiizde incir, taze ve kuru sekilde tiiketilen diinya ¢apinda
bir meyvedir. ABD Tip Enstitiisii Gida ve Beslenme kurulu tarafindan yayinlanan Diyet
Referans Alim Miktarlar1 verilerine istinaden kuru incir birgcok mineral ve vitaminlerle
zengin olmasina ragmen sodyum, yag ve kolestrol icermemektedir (Lianju ve digerleri, 2003).
Meyve ve sebzelerdeki ana antioksidan aktivitesinin polifenol ve flavonoid bilesiklerinin
varligi ile dogru orantili olmaktadir (Eberhardt ve digerleri, 2000). Incir meyvesinde
polifenollarin bilhassa antosiyaninlerin igerigi arttik¢a, antioksidan aktiviteleri de artmaktadir

(Solomon ve digerleri, 2006a).

Apoptoz veya programlanmis hiicre Olimii, zararli, Onemsiz veya hasar gormiis
hiicrelerin viicuttan atilmasma yol acan fizyolojik bir prosesdir. Viicutta homeostazi
siirdiirmek i¢in proliferasyon ve apoptoz siiregleri arasindaki balans esastir (Hengartner,
2000). Apoptoz, bir sira enzime bagl biyokimyasal siiregle birlikte hiicrenin yapisinda bir sira
karakteristik morfolojik degisiklik yapmasi ile karakterize edilir (D’Arcy, 2019). Kanser
biyolojisi ile baglamli son ¢alismalar, apoptozun ve onu kontrol eden genlerin karsinogenez
siiregleri iizerinde 6nemli bir izlenime sahip oldugunu gdstermektedir. ilaveten, apoptoz
yollarinin deregiilasyonu, glinlimiizde kullanilan tedaviye diren¢ olusumuna katkida bulunur
( Fulda ve Debatin, 2006). Apoptozdan kaginma kanserin énemli niteliklerinden biridir, hem
tiimoriin  bliylimesini hem de metastazlarin ilerlemesini desteklemektedir (Simone Fulda,

2009).



1.2. Arastirmanin Amaci

Bu tez calismasinda Oleum Ficus Carica L.'nin pankreas kanseri hiicrelerine olan
etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bdylelikle Ficus Carica L. 'de bulunan
antosiyaninlerdeki hidroksifenil yapisinin ve flavonoidlerin kanser hiicrelerinin biiyiimesini
ve gelismesini engellemesi, ayrica Ficus Carica L. 'in pankreas hiicrelerinde hiicre 6liimii

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.

1.3. Arastirmanin Hipotezi

Ficus Carica L. min pankreas hiicre hattinda hiicre 6liimii {izerinde etki eder.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Pankreas kanseri

Pankreas, karin boslugunda, omurganin bel boliimiiniin 6n kisminda, midenin arkasinda
yerlesen salgi bezidir. Retroperitoneal bir organ oldugu icin, agrisi bele yayilmaktadir. Yunan

kokenli kelime olan pankreas; pan (tlim, biitlin) ve kreas (et) kelimelerinin birlemesmesidir.

Pankreas ekzokrin ve endokrin organ olmakla, %85'ini ekzokrin pankreas, %2'sini
endokrin pankreas, diger kismi ise ekstraseliiller matriks ve damarlar olusturmakdadir. Ek
olarak, pankreasin endokrin ve ekzokrin salgi gorevleri de bilinmektedir. Endokrin saglgi
gorevini Langerhans Adaciklar1 olarak bilinen salgi hiicreleri yapib, salgiladigi insiilin ve
glukoz metobalizmada bliylik rol oynamaktadir. Yetersizligi diyabete sebep olmaktadir.
Ekzokrin salg1 gorevi asinus keseciklerine mensup olup, pankreas 6zsuyu olarak tanian ve

onikiparmak bagirsagina dokiilen alkali bir siv1 salgilamaktadir.

Pankreas kanseri, en 6liimciil kanser tiirlerinden biri olarak bilinmektedir. Diger kanser
tipleri i¢in hayatta kalma oranlarinda 6nemli gelismelere ragmen, pankreas kanseri hayatta
kalma oranlar1 1960'lardan beri nispeten degismeden kalmistir. Pankreas kanseri genellikle
ileri bir asamada tespit edilir ve ¢ogu tedavi yontemlerine etkisiz olup, kotii genel prognoza
katkida bulunmaktadir (Ansari ve digerleri, 2016). Genel olarak pankreas tiimorlerinin 2
grubu vardir; Non-endokrin pankreas tiimorleri ve Endokrin pankreas tiimdrleri (Wolfgang ve
digerleri, 2013). Non-endokrin pankreas tiimdrleri kendi iginde benign ve malign grublarini
bulundurmaktadir. Pankreasin bir grup iyi huylu endokrin tiimdriine adenom, fibroma, lipom,
kistadenom, hemanjiyom, lenfanjiyom ndéroma, denir. Pankreasin endokrin olmayan
maligniteleri duktal adenokarsinom, kistadenokarsinom ve baska malignitelerdir (sarkomlar
vb.) ve farkli histolojik ©zel niteliklere sahiptirler. Bu tiire baska hastaliklar da sebep
olmaktadir. Bu hastaliklara 45 yasindan sonra baslayan Diabetes Mellitus (DM) ve akut
pankreatiti (aniden olusan pankreas iltithab1) 6rnek gosterebiliriz. Gliniimiizde pankreas
kanserinin genetik bir egilimden (kok hiicre hastaligl) kaynaklandigina dair fikriler vardir

(Hezel ve digerleri, 2006).



2.1.1 Pankreas kanseri epidemiyolojisi

Pankreas kanseri, gelismis tilkelerde hizlica 6liime gotiiren tiirlerdendir ve diinyadaki en
Oliimciil malign neoplazmalardan biridir (Chakupurakal ve digerleri, 2017). Pankreas
kanserinin iki esas tiimor tipi adenokarsinom (vakalarin yaklasik% 85'ini olusturur) ve
pankreas endokrin tiimorleridir (tim vakalarin% 5'inden azini olusturur) (“Global Cancer
Observatory”, y.y. 2017).

Pankreas kanserinin erkeklerde en sik goriilen agresif, 6liimciil malignite tiirlerinden
biri oldugu ve daha yash kisilerde (40-85 yas) daha yaygin oldugu bilinmektedir (Wolfgang
ve digerleri, 2013). Erkeklerde ve kadinlarda goriilme orani yaklasik olarak esittir ve son
yillarda yogunlugu artmaktadir. Pankreas kanseri tiim kanserlerin %2'sini ve kansere iligskin
Olimlerin %5'ini olusturmasina ragmen semptomsuz ilerleyen kanser tiirlerinin basinda
gelmektedir. Vakalarin %901 adenokarsinojeniktir. Vakalarin %10'unda bir aile egilimi
(familial predispozisyon) goriilmektedir. Ailede veya bir kiginin gegmisinde belirli tipte kolon
poliplerinin varlig1 pankreas kanseri olasiligini artirmaktadir. Durdurulmasi ¢ok zor olan ve
hizla ¢evre organlara yayilan hastalik, erken donemde higbir belirti gostermedigi i¢in en
Olimciil kanser tiirlerinden biri olarak bilinmektedir.

GLOBOCAN 2012 verilerine gore, pankreas kanseri yilda 331.000'den fazla 6liime
sebep olmakla birlikte (tlim 6liimlerin% 4.0'mn1 olusturur) her iki cinsiyette de goriilen kanser
Oliimlerinde yedinci sirada yer almaktadir (Ilic ve digerleri, 2016). Pankreas kanseri i¢in
varsayilan 5 yillik sagkalim orani% 5'in altindadir. Diinya ¢apinda pankreas kanseri insidansi
ve mortalitesi, artan yagla alakalidir ve kadinlara kiyasla erkeklerde daha yaygindir.
Gegtigimiz son yillarda, pankreas kanseri oliimleri her iki cinsiyette de arttig1 gorilmiistiir
(6rnegin, Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa iilkeleri, Japonya, Cin). Sigara i¢imi, pozitif
aile Oykiisii ve genetik, diabetes mellitus (DM), obezite, diyet faktorleri, alkol kullanima,
fiziksel hareketsizlik gibi bazi risk faktorleri tanimlanmis olmasina ragmen, pankreas

kanserinin nedenleri hala yeteri kadar bilinmemektedir (Parkin ve digerleri, 2011).

2.1.1.1 insidans

Pankreas kanseri goriilme insidanst bolgeler ve popiilasyonlar arasinda biiyiik
degisikliler gostermektedir. 2012'de pankreas kanseri goriilme oranlar1 en yiiksek Kuzey
Amerika (100000 kisi basina 7,4) ve Bati Avrupa'da (100000 kisi basina 7,3), ardindan
Avrupa ve Avustralya / Yeni Zelanda'daki diger bolgelerde (100000 kisi basina esit olarak
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yaklagik 6,5) goriilmiistiir. En diisiik oranlar (100.000 kisi basina yaklagik 1.0) Orta Afrika
ve Giiney-Orta Asya'da belirtilmisir. En yiiksek orana sahip popiilasyonlar (Cek Cumbhuriyeti
- 9,7) ile en diisiik orana sahip niifus (Pakistan - 0,5) arasinda insidans oranlarindaki
farkliliklar ise yirmi kat olmustur. Yeni vakalarin yarisindan fazlasi (% 55,5) daha gelismis
tilkelerde kaydedilmistir (Ilic ve digerleri, 2016). 2012'deki tiim yeni pankreas kanseri
vakalarinin yarisindan daha azi (% 41.0; vakalarin 139363'li) Asya iilkelerinde kaydedildi.

Cinsiyete gore pankreas kanseri insidansinda énemli cografi farkliliklar vardir.

2.1.1.2 Mortalite

Pankreas kanseri i¢in uluslararasi 6liim rasyonlari, farkli bolgelerde 6nemli Olcilide
degisiklik gostermektedir. Her iki cinsiyette de 2012'de pankreas kanserinden 6liim oranlari
en yiikksek Kuzey Amerika (100.000 kisi basina 6,9), Bati Avrupa'da (6,8), ardindan diger
Avrupa bolgeleri ve Avustralya / Yeni Zelanda (sirasiyla yaklasik - 6,0) goriilmiistiir. En az
Oliim oram1 Orta Afrika ve Gliney-Orta Asya'daki iilkelerde kaydedildi (1000000 kisi basina
1.0'dan az). Pankreas kanserinden hayatini kaybedenlerin iigte birinden fazlasi (111029 6liim)
Avrupa'da ikamet etmektedir. 2012 yilinda Asya iilkelerinde pankreas kanserinden tiim
Olimlerin yarisindan biraz daha az1 (% 41,5; 137251 6liim) kaydedilmistir (Ilic ve Ilic, 2016).
Pankreas kanserinden Olenlerin yarisindan fazlasi (% 55,8, 184429 o6liim) daha gelismis
iilkelerde kaydedilmistir.

Pankreas kanseri mortalitesi ve insidanst hemen hemen aynidir, ¢iinkii en oliimciil
malign tlimorlerden biridir (Kenner ve digerleri, 2021). Hem erkek hemde kadinlarda
pankreas kanseri mortalitesi yasla birlikte artar ve tiim Oliimlerin neredeyse % 90'1 55
yasindan sonra goriilmektedir. Pankreas kanserinin 6liim oranlarindaki 6nemli farkliliklarin
nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Insidans oranlarindaki farkliliklar acik ve yaniltici
olabilir. Pankreas kanserinin gézlemlenmesi olduk¢a zordur. Malign pankreas neoplazmi,

otopsi ¢aligsmalarinda saptanan en yaygin kanserler tiirleri arasinda yer almaktadir.

2.1.2. Risk faktorleri

Yaghilik, tiitiin tikketimi, fazla kilo (obezite), uzun vadeli alkollii icecekler kullanmak,
aile agaci, kronik pankreatit 6nemli etkenlerdir (Wolfgang ve digerleri, 2013). Bu
faktorlerden en c¢ok etki eden tiitiin oldugu tespit edilerek, sigara i¢enlerde pankreas kanseri

riski igmeyenlere gore 2,2 kat daha fazladir.Yapilan arastirmalar sonucunda sigara i¢enlerde
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saptanan pankreas kanseri, sigara igcmeyenlerde goriilen pankreas kanserine kiyasla parmak izi
(fingerprint) yontemi ile daha fazla mutasyon oldugu kanisina varilmigtir. Ek olarak, Diabetes
Mellitus (DM) hastaligina uzun siire maruz kalan bireylerin soz konusu hastali§i pankreas
kanseri ile iliskili oldugu soylenebilmektedir. Viicut kitle indeksindeki (VKI), alkol
tiiketimindeki artis, daha az alkol tiiketenlere kiyasla pankreas kanserine sebep olan
faktorlerdendir. Diislik veya orta diizeyde alkol tiiketimi hastalik riskini artirmaz. Kronik
pankreatitde, pankreas kanseri riski kronik pankreatiti olmayanlara gore 2,71 kat daha

fazladir.

Familyal pankreas kanseri (FAP) ve farkli germline genetik mutasyon Oykiisii olan
kisiler pankreas kanseri gelisimine katki saglamaktadir. Ek olarak, Lynch sendromu, Peutz-
Jeghers sendromu, kalitsal pankreatit, kronik pankreatit, pankreasin kistik fibrozu, BRCA?2
mutasyonu pankreas kanseri riskini artirmaktadir. BRCA2 mutasyonu yalniz pankreas kanseri
degil, meme, yumurtalik ve prostat kanseri riski de olusturmaktadir (Wolfgang ve digerleri,

2013).

2.1.3. Pankreas kanserinin sebepleri

Pankreas kanseri, kanser ile iliskili genlerdeki herediter germ hatti veya somatik
mutasyonlardan (onkojenler, tiimoér baskilayici genler, hiicre dongiisii genleri, apoptoz ve
genom koruma genleri) ayrica kanser progresyonundan ve metastazindan kaynaklanir. Ayrica
pankreas kanseri ilerlemesinde hiicre tsikli, kisalmis telomeraz, genomik instabilite, pankreas

epitel hiicrelerinin 6nemli rol vardir.

Belirlenmis yiiksek risk gruplar1 arasinda, pankreas kistik lezyonu (PCL) tanis1 olanlar
bulunmaktadir. Kistik bir lezyon barindiran hastalarin kansere ilerleme olasiligi, ailede PDAC
Oykiisl olanlara gore daha olasidir, onlar1 tarama ve gozetim yontemleri ig¢in birincil hedef
popiilasyon yapar. Bundan baska, PCL'ler malign progresyon icin degisken bir risk
sundugundan karmasikliklar ortaya ¢ikar: bazi PCL'ler {i¢ kata kadar artmis PDAC gelistirme
riski tasirken, digerlerinin marjinal bir risk veya PDAC'ye gelisme olasilig1 diisiik olmaktadir.
Genel popiilasyondaki tiim PCL tiplerinin genel yayginligi, kesitsel goriintiilleme
yontemlerinin her yerde kullanilmasi nedeniyle son yillarda arttig1 goriilmektedir. Amerikan
Gastroenteroloji Dernegi'ne gore, ilgisiz bir nedenle manyetik rezonans goriintiilleme (MRI)

yapilan hastalarda rastlantisal PCL kesiflerinin orani% 15'tir. Genel asemptomatik



popiilasyonun% 0.7-2.6'sinin bir tiir PCL barindirdigi tahmin edilmektedir. Bu lezyonlarin
prevalansi yagla birlikte artar; 70 ile 79 yasindaki hastalarin otopsileri,% 25'inin pankreas kisti
barindirdigini ortaya ¢ikarmistir ve 80'den biiyiik hastalarda% 37'ye yiikseldigi goriilmektedir
(De Jong ve digerleri, 2012). Bu oranlar, yalnizca ABD'de kistik lezyonlar1 olan tahmini 3,5

milyon insan1 tahmin edebilmektedir.

WHO smiflandirmasma gore (2000) PCL'ler; 1) Pankreatik intraepitelyal neoplazm
(PanIN) ; 2)Seroz tlimorler - serdz kistadenom, serdz kistadenokarsinom; 3) Miisindz kistik
neoplazmalar (MCN)-miisin6z kistadenom, miisindz kistadenokarsinom, 4) Intraduktal
papiller neoplazi (IPMN) -miisindz adenom ve intraduktal papiller-miisindz adenokarsinom:;
5) Kat1 psddopapiller timorler seklindedir. Pankreas kanseri kok hiicrelerinin bu 3 prekiirsorii

olusturduguna inanilmaktadir.

PanIN: PanIN'ler non-invaziv mikroskopik epitel neoplazmlardir ve genel olarak kiiciik
pankreas kanalinda goriinmektedirler (Gnoni ve digerleri, 2013). Epitelyal atipiye uygun
olarak 3 alt gruba ayrilir. Bunlardan ilki PanIN-1'(minimalatipi) dirki, kendisinin de iki kolu
bulunmaktadir; A) PanIN-1A (flat tip) B) PanIN-1B (papiller tip). Diger epitelyal atipiye
uygun 2 alt grub ise PanIN-2 ve 3) PanIN-3' (sinirlt atipi) tiir. Bu alt grublar mutasyonlarla

iliskilidir, ve ayrica goriilme siklig1 yasla pozitif korelasyon gostermektedirler.

KRAS mutasyonlar1 12, 13 ve 61 kodonlarinda meydana gelir ve HER-2 / neu
ekspresine ayrica PanIN 1A'min %82'sinde, PanIN 1B'min %86'sinda ve PanIN-2'nin
%92'sinde meydana gelmektedir.

Serdz kistadenomlar/Ciddi kistik neoplazmalar (SCA / SCN'ler): ser6z mikrokistik
adenoma (SMA) ve serdz oligokistik adenoma (SOA) olarak alt boliimleri olan 1yi huylu
timorlerdir. Verilerin % 50-75'inde SMA'lar viicuda veya kuyruga egilim gosterirken geri
kalan1 pankreasin basini tutmaktadir (Alpert ve digerleri, 1988). SMA'lar tiim ekzokrin
pankreas tiimorlerinin% 1-2'sini olusturur. Yapilan aragtirmalar sonucunda, kadinlar (% 70)
ortalama 66 yas (dagilim 34-91 yil) olan erkeklerden daha fazla etkilenmektedir. SOA'lar
cinsiyet tercihi olmayan SMA'dan ¢ok daha az yaygindir ve esas olarak pankreasin baginda ve
govdesinde bulunur. Bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans goriintiilleme (MRI)
ile kesitsel goriintiilemede, SCA'lar genellikle bal petegi benzeri bir goriiniime sahip
multilokiilerdir ve merkezi bir yi1ldiz seklinde yara icermektedir. Bu karakteristik goriiniim,
genellikle goriintiileme yoluyla kesin bir tantya yol acabilmektedir. SCN'ler, malign ilerleme

riski daha yiiksek olan diger PCL tiplerine gore nispeten daha diisiik karsinoembriyonik



antijen (CEA) seviyelerine sahiptir . Bununla birlikte, CEA seviyeleri ile malign ilerleme riski
arasinda dogrudan bir korelasyonu destekleyen somut kanit yoktur (Cizginer ve digerleri,

2011).

SCA'lar pankreas kanallar ile iletisim kurmayan iyi huylu lezyonlar olarak kabul
edilmektedir. 2622 hastadan {i¢ kistadenokarsinom vakasi bildiren en biiyiik seri dahil olmak
tizere,% 1'in altinda bir insidans orani ile ser6z kistadenokarsinoma ilerlemeleri son derece
nadirdir (Jais ve digerleri, 2016). Bu nedenle klinik 6neri, tiimoriin biiylime oranin1 kontrol
etmek icin seri goriintiileme ile serdz kistadenomlar1 gozlemlemektir. Yalnizca karin agrisi,
mide bulantisi, sarilik veya hizli kistik biiylime gibi kitle etkisi semptomlart mevcutsa
rezeksiyon garanti edilmektedir. Palyatif rezeksiyon, lezyon seréz bir kistadenokarsinoma

dontisiir ve malign hale gelirse diisiiniilebilmektedir.

IPMN: Intraduktal papiller-miisindz neoplazmalar ana pankreas kanal1 veya dallarindan
kaynaklanan miisin lireten timdrlerdir. Bu lezyonlar, muazzam mukus iiretimi ve duktal
epitelin papiller bliylimesinden kaynaklanan pankreas kanalinin genislemesi ile karakterize
edilir. IPMN'ler, yilda 100.000'de 1 insidans oraniyla ekzokrin pankreas neoplazilerinin% 1-
3'linli olusturmaktadir. Siklig1 erkeklerde, kadinlara gore daha yiiksektir. IPMN'ler, yiiksek
riskli ve duisiik riskli olarak ikiye ayrilabilir; yliksek riskli, genislemis ana pankreas kanali> 5
mm veya duvar nodiilii varlig1 olarak tanimlanmaktadir. Diigiik riskli IPMN'ler icin yiiksek
dereceli displazi veya pankreas kanserinin kiimiilatif insidansi, 1 yilda % 0,02, Syilda % 3,12
ve 10 yilda % 7,77'dir. Yiksek riskli IPMN'ler i¢in bu veri lyilda % 1,95, 5 yilda % 9,77 ve
10 yilda % 24,68'dir. [IPMN'ler, ana kanali (MD-IPMN) veya yan dallar1 (BD-IPMN) veya her
ikisini de karigik IPMN olarak igerebilmektedir. BD-IPMN'ler yalnizca en yaygin IPMN'ler
degil, ayn1 zamanda en yaygin pankreas kistidir. MD-IPMN'ler BD-IPMN'den daha yiiksek
malignite riski tasir ve rezekte edilen MD-IPMN o6rneklerinin% 38-68'1 yiliksek dereceli
displazi gostermektedir (Stark, ve digerleri, 2016). Multifokal IPMN'ler i¢in malign
transformasyon riski, tek bir kistik lezyonla karsilastirildiginda daha yiiksek risk gostericisi
degildir. Karisik tip IPMN'ler her ikisinin 6zelliklerini igerir, ancak ilerleme ve malign
potansiyel agisindan MD-IPMN'lere en ¢ok benzer sekilde davranmakta ve klinik olarak bu
sekilde tedavi edilmektedir. Malign/ invaziv olan IPMN'leri beningn tiimorlerinden ayirmak,
coziilmesi gereken kalici ve Onemli bir sorun olamaya devam etmektedir. Sitolojik
ozelliklerine ve miisin immiinohistokimyasina (MUC1, MUC2 ve MUCS5AC) dayali olarak,
IPMN'ler dort histopatolojik tipte siniflandirilmistir; gastrik (% 49-63), bagirsak (intestinal)
(% 18-36), pankreatikobiliyer (% 7-18) ve onkositik (% 1-8) (Hisaka ve digerleri, 2013). Son



arastirmalar iyi huylu (kist boyutu <5 mm ve duvar nodiiliiniin yoklugu) mide tipinin [IPMN
ile iligkili oldugunu gostermistir. Bu bulguyu dogrulayan Furukawa ve ark. mide tipi olan
hastalarin intestinal tip IPMN'leri olan hastalardan daha iyi prognoza sahip oldugu IPMN
siniflandirmasiyla prognostik iliski bulmuslardir (Furukawa ve digerleri, 2011)Gastrik tip
daha sessiz BD-IPMN ile iligkiliyken, intestinal tip siklikla MD-IPMN ile iligkili olmaktadir.
Pankreatikobiliyer tip, bazilari tarafindan mide tipinin yiliksek dereceli bir versiyonu olarak
kabul edilmistir. Bu lezyonlar nadirdir, iyi karakterize edilmez ve bu tip ile iliskili invaziv
karsinom daha agresiftir. Onkositik tip nispeten nadirdir ve daha az invazivtir (“Intraductal
Oncocytic Papillary Neoplasms of the Pancreas: The American Journal of Surgical
Pathology”, y.y.). Gastrik tip IPMN'nin intestinal tipten daha iyi bir prognoza sahip oldugu
bilinmektedir. Fakat gastrik tipin invaziv hastalik gelistirenleri, intestinal tipten kaynaklanan
progresyonu olanlara kiyasla daha kotii sonuglara sahip oldugu goriilmektedir. Bunun nedenti,
gastrik [IPMN'lerin intestinal [IPMN'lerden kaynaklanan kolloid (miisindz) karsinomun aksine

daha agresif tiibiiler (duktal) karsinom gelistirme potansiyeline sahip olmasidir.

MCN: Genellikle tek olup, boyutlar1 5 ve 35 cm arasinda degisebilmektedir. Kalin ve
fibrotik duvarlara sahip olup, miisin, hemorajik sivi ek olarak nekrotik materyal
icerebilmektedir. Nadir goriilmekte olup, tanis1 genellikle tesadiifi ve semptomsuzdur lakin,
bazen mide bulantisi, sirtta agr1 ve kilo kaybina rastlanmaktadir. Genellikle pankreasin bas ve
boyun kisminda yer almakta olup goriilme oran1 20:1 (kadin-erkek), yas ortlamasi ise 40-50
arasidir. Mikroskobik olarak incelendiginde displazinin derecesine gore hafif, orta ve siddetli
MCN olarak gruplandirilirlar. Makroskopik olarak bakikdigi zaman soliter, multilokiiler ve
unilokiiler olan 3 grubu mevcuttur. MCN'ler tipik olarak tek bir lezyondur, tek gozlii veya
multilokiiler olabilir ve pankreas kanaliyla iletisim kurmaz. Morfolojik olarak, MCN'ler
miisin ve hemorajik materyal karisimi igeren bir psddo-kapsiilii olan biiyiik, soliter, bolmeli,

kalin duvarl bir kist ile karakterizedir.

Histolojik analiz, bol miktarda miisin {iretimi olan siitunlu hiicrelere ek olarak
yumurtalik benzeri stromay1 ortaya cikarabilmektedir. 2004'teki uluslararasi fikir birligine
gore, benzersiz yumurtalik tipi stromanin histolojik varligi, MCN'lerin teshisini dogrulamak

icin gerekli olmaktadir (Tanaka ve digerleri, 2006).

Yukarida bahsedilen ser6z kistik lezyonlarin aksine, MCN'lerin k&tii huylu olma veya
kotii huylu bir duruma ilerleme egilimi artmistir. Bu nedenle, birkag¢ caligsma, ikisi arasinda
ayrim yapabilen bir belirte¢ belirlemeye ¢alismistir. Miisindz adenokarsinom insidans orani1%

6 ile 36 arasinda degismektedir (Reddy ve digerleri, 2004). Lezyon multilokiiler ise, papiller
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projeksiyonlar iceriyorsa ve / veya mural nodiiller igeriyorsa malignite riski biiyiik ol¢iide

artar.

Pankreasin diger kistik lezyonlar1 arasinda solid psddopapiller tiimérler (SPT),
lenfoendotelyal kistler (LEC) ve néroendokrin neoplazmalar (PNEN'ler) yer almaktadir. SPT,
20'i yaslarindaki gen¢ kadinlarda en sik goriilen nadir bir tiimdrdiir. SPT'lerin <% 10'u
patolojik olarak agresif tlimor davranisina sahiptir ve 5 yillik hastaliga 6zgili sagkalim% 98'in
lizerindedir. Metastazlar mevcutken bile hastalarin yiiksek sagkalim oranlar1 g6z Oniine
alindiginda tiimoriin agrisiz oldugu diisiiniilmektedir. LEC'ler, ¢ogunlukla erkeklerde ortaya
cikan, son derece nadir kompleks lezyonlardir (Borhani ve digerleri, 2017). Bu lezyonlar
malignite barindirabilirken, nadir olmalar1 yeterli patolojik karakterizasyonu engellemektedir.
PNEN'ler de nadirdir ve kati, kistik veya morfolojide karisik olabilir. Genellikle islevsizdirler
ve multiple endokrin neoplazi tip 1 (MEN1) ve Von Hippel-Lindau (VHL) sindromu olan
bireylerde ortaya ¢ikabilmektedir. Genellikle altmish yaslarda ortaya g¢ikar ve esit cinsiyet
yatkinligina sahip olmaktadir.

Inflamatuar psddokistler, siklikla nekrotik ve hemorajik materyal ile pankreas enzimleri
ile dolu, malign olmayan sivi dolu keselerdir. Epitel astar1 olmadigi icin bunlar gercek kistler
degildir. Herhangi bir klinik semptomun yoklugunda, bunlar goriintiileme ile izlenebilirken
semptomatik lezyonlar, steroidler ve / veya cerrahi drenaj ile etkin bir sekilde tedavi
edilebilmektedir (Kamal ve digerleri, 2019). Ozellikle, psodokistler siklikla kronik veya akut
pankreatit alkolik pankreatit veya otoimmiin pankreatit oykiisii ile iliskili olmaktadir. Yapilan
caligmalar, pankreatit hastalarinin% 42-56'sinin psddokist barindirdigini bulmustur. Ek
olarak, malign potansiyele sahip olanlar da dahil olmak {izere bazi1 kistik neoplazmalar
baslangicta pankreatit ile ortaya c¢ikabilir ve hatta tekrarlayan pankreatit ataklarma neden
olabilmektedir (Brugge, 2008). Bununla birlikte, kliniklerde pankreatitin degerlendirildigi
standart Ol¢iitler olan serum amilaz ve lipaz seviyeleri, ek goriintiileme ve invaziv prosediirler
olmaksizin MCN'ler ve pankreatit arasinda ayrim yapilamamaktadir. Pankreatit ile bagvuran
IPMN hastalarimin% 15 kadar1 bir immiin yaniti ortaya ¢ikararak otoimmiin pankreatiti

indiikleyebilir.

Pankreas duktal adenokarsinom: Pankreas kanserlerinin% 90'm1 olusturan pankreas
duktal adenokarsinomu (PDAC), diinyada kansere iligkin 6liimlerde dordiincii sirada yer
almaktadir. Genetik mutasyonlarin genis heterojenligi ve yogun stromal miihit nedeniyle
PDAC, kemoterapiye en direngli kanser tiirlerinden biridir. Mevcut tedavilerin cogu, hastaliga

bagli semptomlar1 hafifletmek ve sagkalimi1 uzatmak amaciyla palyatiftir. Giinlimiizde mevcut
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tedavi secenekleri ameliyat, radyasyon, kemoterapi, immiinoterapi ve hedefe yonelik ilaglarin
kullanimidir. Ek olarak bugiine kadar, kanserle iliskili molekiiler yollar1 hedefleyen tedaviler
tatmin edici sonuglar vermemistir, bunun nedeni yogun desmoplastik reaksiyondur (Garrido-

Laguna ve Hidalgo, 2015).

Hastaligin ardisik asamalarda ilerlemesine morfolojik ve genetik degisikliklerin artmasi
eslik eder. Sonug olarak, sinyal yollarindaki sapmalar, PDAC"1n ilerlemesine sebep olur.
Biiylime ve ¢ogalmaya dahil olan birgok sinyal yolunun asir1 aktivasyonu tiimor baskilayici
genlerin ekspresyonu diizenli olarak PDAC'de tespit edilir ve hiicre proliferasyonunu, hayatta
kalmasimi ve akininm etkiler. Genetik ve metabolik yeniden sekillenmenin genis repertuvari,
PDAC'm sert kosullar altinda hayatta kalmasina izin verir ve proliferatif yetenegi artirir.
Ayrica, gen ekspresyonu ve aktivitesinin son analizine gore, PDAC'n alt tipde
siniflandirilmis 4 farkli fenotipik mutasyonlar1 saptanmistir: 1)skuamdéz; 2)pankreas
progenitdr; 3) immiinojenik; ve 4) anormal diferansiye endokrin ekzokrin (ADEX). Kanser alt
tiplerinin erken teshisi ve tanimlanmasi solid tiimorlii hastalarin hayatta kalmasma etki
etmektedir. Bu pankreas duktal adenokarsinom kanseri (PDAC) i¢in biraz kacamak olsa da,
bu tlimdriin alt tiplemesi son 8 yilda gelisti ve 2017 yilinda dort temel molekiiler alt tip igin
genetik imza saglayan bir Nature yayimminda sonuclanmistir (Bailey ve digerleri, 2016).
Degisen gen ekspresyon seviyelerinin simiflandirilmasi, benzer hiicre sinyalleri veya
fonksiyonel iinitede yer alan gen programlarinin (GP'ler) olusturulmasina yol agmigtir. Gen
gruplarmi tek bir varlik seklinde kabul edilerek, her bir alt tipin bir molekiiler profilini
tanimlayarak, gergekten, bu alt tiplerin benzer ancak farkli genetik ve epigenetik imzalara

(6rn. DNA metilasyonu) sahip oldugu gosterilmektedir.

Skuamdoz Alt Tip (% 31 insidans), diger tiim alt tiplere gore en biiyiik ve en ¢esitli GP
setine (GP2-5) sahiptir ve onemli 6l¢iide daha kotii hastalik sonuglartyla (13,3 ay) iligkilidir
ve ortalama ile karsilagtirildiginda sagkalim oraninin neredeyse yaris1 diger ii¢ alt tipdir.
Bunun nedeni muhtemelen, degistirilmis transkripsiyonel aktivite (p53), inflamasyon, hipoksi,
metabolizma (muhtemelen oksidatif stres dahil), ECM (ekstra selliiler matriks), TGFf

(tranforming growth factor beta) ve WNT sinyal basamaklari, aktiv MYC ve otofajidir.

Pankreas Progenitdr Alt Tipi (% 19 insidans), PDX1, HNFS, FOXAS, HES1 gibi
gelisimsel transkripsiyon faktorlerinden ve yag asidi oksidasyonu, glikosilasyon, steroid
hormonu ve ilag metabolizmasina bagli olanlar dahil olmak {izere metabolik &zelliklerden
olusan tek bir GP (GP1) ile karakterize edilir. Bundan bagka, miisinler {lizerinde de etkiye
sahiptir ve bu alt tipte gozlenen daha fazla IPMN varligina isaret eder. Bu alt tipe sahip bazi
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hastalar 4 yil veya daha uzun siire hayatta kalirken, genel sonuglar (23.7 ay), Immiinojenik

(25.6 ay) ve ADEX (30.0 ay) alt tiplerinden marjinal olarak daha azdir.

Immiinojenik Alt Tip (% 29 insidans), Pankreatik Progenitér Alt Tipi (PG1) ile aym
GP'yi yakalar, amma ek olarak B hiicre fonksiyonu ile ilgili aberasyonlar dahil olmak iizere
immiin hiicre fonksiyonu ile ilgili bir gen ailesini igeren ek iic GP'ye (GPS 6-8) sahiptir.
Bunlar, antijen sunumu, CD4 + ve CD8 + T hiicre sinyallemesi, Toll benzeri reseptor (TLR)
sinyallesmesi ve CTLA4 ve PD1'in yukar1 regiilasyonunda rol almaktadir. Bu 6zel hasta
grubu i¢in kritik bagisiklik sistemi islevlerinin restorasyonunun bazi yararlar saglayabilecegi

ve sonuglart iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir.

Anormal diferansiye endokrin ekzokrin (ADEX) Alt Tipi (% 21 insidans), biri ekzokrin
fonksiyon / sekresyona (MIST1, NR5A2, vb.) odaklanan ve digeri B-hiicresinde yer alan
genlerin gelistirilmesi (MODY, INS, NEURODI1, NKX2-2, vb.) ve mutant KRAS
ekspresyonunu takib ederek yukari regiile edilmesini temin eden iki GP (GP 9-10)
icermektedir. Endokrin ve ekzokrin disfonksiyonun muhtemel doruk noktasi, pankreas

kanseri ve diyabet arasinda nedensel bir baglanti olusturabilmektedir (Torres ve Grippo,

2018).

2.1.4. Onkogenler

Mutasyona ugrayip aktiflesdikleri zaman onkogenler kanser tekamiiliinde rol oynar ve
farkl1 mekanizmalarla (6rnegin, nokta mutasyon,amplifikasyon) aktive olmaktadirlar. Yapilan
arastirmalarda, pankreas kanserinden sorumlu birka¢ onkogenler tanimlanmaktadir (Jamieson
ve digerleri, 2012). Pankreas kanserinde genel olarak germline genetik degisimler, ve
somatik mutasyonlar mes'ul tutularak, mutasyona ugrayan 16 onkogen saptanmistir ki,
bunlara TP53, CDKNA2A, KRAS, SMAD4, MLL3, ARID1A, SF3BI1, EPC1, TGFBR2
ARID2, ATM, ZIM2, NALCN, MAP2K4,SLC16A4, MAGEAG® aittir.

Semptomlar: Pankreas kanserli hastalarin yaklasik %70-80'inde epigastrik agr1 goriiliir.
Bu hastalarda agri, mide bolgesinde, yanlara dogru ve bazen sirta vuran agrilarin olmasini
gosteren kaynaklarda mevcuttur. Ayrica bu sikayetlerle gelen hastalarda kolestaz belirtileri,
ishal-steatore, istahsizlik, izah edilemeyen kilo kaybi, sarilik, depresyon goriilmektedir.
Pankreasin bas kisminda saptanan kanserlerde, koyu bir sarilik goriilmektedir buna sebep ana

safra kanalinin tikanmasidir. Doktor o6zellikle gobek, karin, hazimsizlik, siskinlik,
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mide,istahsizlik, kilo kaybi, cevresinde kalici ve inat¢1 agrilarin varliginda pankreas kanseri
olasiligin1 goz onilinde bulundurmalidir. Safra kesesi; ana safra kanalinin bir tiimor tarafindan
tikanmast durumunda muayenede kese hidrops (Courvoisier-Terrier bulgusu) olarak ele

gelmektedir. (Goral, 2015).

2.2 Apoptoz

Yapilan son giincellemelerde, Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi (Nomenclature
Committee on Cell Death - NCDD) tarafindan hiicre 6liimii alt tipleri siniflandirmasina birsira
Oliim tipi eklenmistir ki, bunlara intrinsik (i¢sel), ekstrinsik(dissal) apoptoz, mitokondriyal
gecirgenlikle iliskin ferroptoz, nekroptoz, parthanatos, piroptoz, entozis, netozis hiicre, otofaji

bagimli, hiicre 6limii ve mitotik katastrofi dahil olamaktadir. (Galluzzi ve digerleri, 2018).

Apoptoz, eski Yunanca "apo” (ayri) ve "ptosis” (diismek) kelimelerinin birlesmesinden
olusarak, Homeres sonbahar doneminde yaprak dokiimiinii ifade etmek icin kullanilmistir. Bu
sebepten dolay1 hiicrelerin bazilar1 adeta sonbahar yapraklar1 seklinde kuruyarak viicuttan
ayrilmasi ve yeni hiicrelere yer vermesiyle sonuglanan hiicre 6lim tipini, Klasik Yunan
tarih¢isi James Cormack "apoptoz" olarak adlandirmayi dnermistir. "Apoptoz" terimi, 1970'de
yayinlanan Kerr ve arkadaglarimin programlanmis hiicre 6liimii (PCD) ile esanlamli olarak
uzun siiredir kullanilmaktadir. Apoptoz, enerjiye bagimh fizyolojik bir olaydir, ¢ok hiicreli
organizmalarin hiicreleri i¢in 6nemli bir terminal yoldur ve enfekte olmus hiicreleri
uzaklastirmak icin koruyucu bir strateji olarak zararli hiicrelerin ¢ogalmasi / homeostazisi,
farklilasmasi, gelismesi ve ortadan kaldirilmas1 gibi ¢esitli biyolojik olaylara neden
olmaktadir (Elmore, 2007). Apoptoz, insidansi, morfolojisi ve biyokimyasina bagli olarak
temelde diger hiicre oliimii tiirlerinden farkli olmaktadir. Kromatin yogunlagmasi, hiicre
biiziilmesi, dinamik membran kabarmasi, DNA'nin niikleozomlar arasi fragmanlara
boliinmesi, fosfatidilserin eksternalizasyonu ve kaspazlar olarak taninan 6lim reseptorii
ailesine mahsus apoptozu indukleyen, sitotoksik T lenfositler, membran protein olarak bilinen
Fas, TNFR-1'in (timdr nekroz faktor reseptorii-1) aktivasyonu, lenfositler ve oksidatif stres
onemli faktorlerdendir. Kiigiik bir PCD disfonksiyonu, insanlarda farkli kanserler tiirleri gibi

cesitli patolojik bozukluklara neden olmaktadir.
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Apoptoz, farkli gruplar ve diizenleyici molekiiller tarafindan diizenlenen hiicresel bir
stirectir. Ayrica anormal fonksiyonlar, timor biliylimesi ve anti-kanser ila¢ direncinin
gelismesi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle apoptoz, kanser gibi hastaliklara yonelik ilaglarin kesfi
ve gelistirilmesi i¢in ana molekiiler hedeflerden biri haline gelmistir. (Mukhopadhyay, ve

digerleri,2014)

2.2.1 Apoptozun morfolojisi

Apoptoz, dokunun belirli bir bolgesindeki tiim hiicreleri etkilemek yerine tek tek
hiicrelere etki eder ve genellikle inflamasyon gibi degisiklikler gostermemektedir. Apoptotik
hiicreler tarafindan sergilenen belirli morfolojik degisiklikler iyi tanmimlanmis ve
belgelenmistir. Bu degisiklikler, hiicre kabarmasi, biiziilme, niikleer pargcalanma, genetik
materyallerin (kromatin ve niikleozomal DNA) yogunlagsmasi ve par¢alanmasi ve ApoBD'ler
(apoptotik cisimler) olarak bilinen kii¢lik vezikiillerin olusumunu igerir. Hiicreler, apoptozun
erken evresinde karakteristik bir biiziilme gecirerek, i¢indekiler daha yogun bir paketlenme
yasarken hiicre boyutu kiiciiliir. Piknoz (kromatinin geri doniisiimsiiz yogunlagsmasi) olarak
bilinen baska bir fenomen de apoptozun erken evresinde es zamanl olarak ortaya ¢ikar. Bu
degisiklikler 151k mikroskobu ile gozlemlenebilirken elektron mikroskobu piknoz gibi hiicre
ici degisiklikleri daha iyi gorsellestirebilmektedir. Apoptozun erken evresi takip edildiginde,
cekirdegin parcalanmasina atifta bulunan karyoreksis olarak bilinen baska bir fenomen de,
apoptotik hiicreleri kiiciik ApoBD'lere ayiran plazma zarmin daha fazla kabarmasi ile birlikte
goriiliir. Mevcut bilgiler, ApoBD'lerin, apoptotik hiicre kalintilarin1 (yani sitoplazma,
organeller ve niikleer igerikler) icerdigini belirtigi icin bu sebeple, herhangi bir apoptotik
govdede belirli bir organel veya niikleer icerik bulunabilir yada bulunmayabilir. Apoptotik
cisimler daha sonra nihai bozunma igin fagositler, 6rnegin notrofiller, makrofajlar ve dendritik
hiicreler (DC'ler) tarafindan yutulur. Fagositoz, apoptotik dongiiniin son adimini igaret eder ve
apoptotik hiicreler icinde paketlenmis tehlikeli maddelerin ¢evreye yayilmasini dnlemektedir

(Xu ve digerleri, 2019).

Apoptoz fizyolojik ve patolojik mekanizmalar diizeyinde meydana gelebilmektedir.
Apoptozun fizyolojik tipi, insan viicudunun gelisiminde ve embriyogenezde dnemli bir rol
oynarak, fetiisiin el ve ayak parmaklar1 arasindaki doku apoptozu, embriyogenezde meydana

gelen apoptoza oOrnek olarak gosterilebilmektedir. Ayrica menstrilasyon déneminde
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endometriyumun iist dokusunun doékiilmesi de apoptotik bir mekanizma yoluyla gerceklesir.
Apoptoz, yara iyilesmesi sirasinda basta 10kositler olmak iizere inflamatuar hiicrelerin Sliimii
icin de gerekli mekanizma olup, bu mekanizmanin deaktive olmasi durumunda patolojik
skarlasma ve fibrozis gelismektedir (Elmore, 2007). Ek olarak apoptoz, DNA hasari, yanlis
baglanan proteinlerin birikmesi, radyasyona ve sitotoksik ilaclara maruz kaldiktan sonra

apoptozun i¢ yolunu (mitokondriyal) aktive eden viral enfeksiyonlar sirasinda da goriilebilir.

2.2.2 Apoptoz Mekanizmalari

Apoptotik mekanizmalarin belirlenmesi kritiktir ve disfonksiyonel apoptozun bir
sonucu olarak hastaliklarin patogenezinin anlasilmasini kolaylastirmaktadir. Bu da, spesifik
apoptotik yollar1 ya da genleri hedef alan yeni ilaglarin gelistirilmesine yardimci olabilir.
Memelilerde, iki merkezi apoptotik yol vardir: digsal yol (6lim reseptoriiniin aracilik ettigi
yol) ve igsel yol (mitokondriyal aracili yol) (Hassen, 2012). Bu iki yola ek olarak,
endoplazmik retikulum stresi (ER) tarafindan aktive edilen apoptozda kaspaz-12 veya kaspaz-
2'nin baglatici rolii de dahil olmak {izere daha az bilinen ek kaspaz aktivasyon yollar1 da
bilinmektedir. Bu yolaklara kaspaz-2 bagimli yolak, granzim-B ve granzim-A yolag: aittir. Bu
yolaklarin ¢aligma prensibi p53 geninin aktivasyonu (kaspaz-2 iligkin yol), kaspazin direkt
aktive edilmesi (granzim-B) ve DNA fragmanstasyonu (granzim-A) gibidir. (Grilo ve
Mantalaris, 2019). Hem i¢sel hem de dissal yolaklardaki anahtar diizenleyici proteinler
kaspazlardir. Gelisimsel, enflamatuar ve apoptotik yollar dahil olmak {iizere farklh
yolaklardaki spesifik islevler temelinde li¢ grup memeli kaspazlari mevcuttur. Bu nedenle,
kaspaz-1 gibi bazi kaspazlar apoptoz yolunda bir role sahip degilken, birka¢ kaspaz hem
apoptotik olmayan hem de apoptotik sinyallemede ikili role sahip olmaktadir. Ek olarak,
kaspazlar apoptotik sinyalleme kademelerindeki konumlarina gore baslatici (kaspaz-8 ve -9)
ve efektor veya uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak smiflandirilir (Hu, ve
digerleri, 2013). Otomatik bolme ile etkinlestirilen baglatic1 kaspazlari, asag1 akis "yiirtitiici"
kaspazlarmi sirayla ayirir ve etkinlestirir. Daha sonra, uygulayict kaspazlari, hiicrenin

proteolitik parcalanmasini diizenlemek i¢in temel hiicresel bilesenleri ayirir.

Intrinsik apoptoz( igsel yol) biiyiime etkenleri gibi uyaricilarin eksikligi, yoklugu,
mutajenik degiskenlik, onkojene iligkin hiicre o6limii v.b sebeplerden belirli uyaranlar

tarafindan aktif hale gelmektedir. Uyaranlar, igsel yolun esas organizator proteini olan BCL-2
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proteinlerinin kompleks diizenlemesine izin vermektedir. Ozellikle mitokondri basta olmak
tizere diger organeller, genler, proteinler (p53), iyonlar (Ca) gorevlendirilmektedir. Hiicre ici
kalsiyum iyonu seviyesindeki arti, pH’ta ki azalis apoptozu stimule etmektedir. Apoptozda
gorevlendirilen proteinlerden interlokin doniistiiriicti enzim (ICE) ,ona benzer proteinler Fas,
Fas-ligand (FasL), p53, BCL-2 goriilmektedir. Biitiin apoptoz yolaklart p53 baglantili
transkripsiyon akis1 ve ICE-benzer proteazlarin aktiflesmesi ile iliskili olmaktadir. BCL-2'nin
asir1 iretimi, ICE gibi proteinlerin aktivasyonunu engellemektedir. Transmembran proteinlere
tiimor nekrozis ailesinin {iyelerinden olan Fas ve FasL dahildir. FasL, Fas’a baglandikta
apoptoz aktif hale gelir ve bu kompleksin immiin cevabin sonlandirilmasinda miihim rolii
vardir. Fas aracili apoptoz i¢in ICE proteazlarin aktivasyonu gerekli olmakla beraber,
apoptoz direncinde de Fas ekspresyonun miktarmin énemli oldugu bilinmektedir (Pfeffer ve

Singh, 2018).

2.2.3 Apoptoz Yolaklan

Hiicre i¢inde baslatilan intrinsik apoptozis birka¢ i¢ indiikleyici faktdrler tarafindan
tetiklenmektedir. Bu i¢ uyaranlara, hipoksi, Ca®" ionlarmimn hiicrede normalden yiiksek oranda
goriilmesi, oksidatif stres aittir. Mitokondriden salinan etkenlere bagl olarak apoptoz, pozitif
ve negatif yoldan baslatilmaktadir. Negatif sinyallerin indiiklenmesi, hiicre etrafinda
sitokinlerin, hormonlarin ve biiylime faktorlerinin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu
prosurvival sinyaller olmadan, normalde inhibe edilen puma, noxa ve bax gibi hiicre i¢indeki
pro-apoptotik molekiiller aktifleserek apoptozu bagslatmaktadir. Apoptozu baglatan diger
etkenler pozitif olup, hipoksiye, toksinlere, radyasyona, reaktif oksijen tiirlerine, viriislere ve
cesitli toksik ajanlara maruz kalmayi igerir (Brenner ve Mak, 2009). Lakin nétrofiller gibi
birtakim hiicreler s6z konusu oldugunda, hipoksi, hiicrenin hayatta kalmasini tesvik edebilir.
Sonug olarak bu yol, uyaranlar olmaksizin artan mitokondriyal gegirgenligin ve sitokrom gibi

proapoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinmasinin neticesidir .

Ekstrinsik Apoptozis (digsal yolak) apoptotik sinyal verme, hiicre dis1 ligandlarin,
ornegin timor nekroz faktorii (TNF), Fas ligandinin (Fas-L) ve TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyen ligandin (TRAIL) transmembran reseptorlerinin hiicre dis1 alanina baglanmasiyla

baslamaktadir. Oliim reseptdrleri igerisinde TNF reseptorii (TNFR1), Fas (CD95)
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proteinlerinin kendilerine has ligandlart oldugu bilinmektedir (TNF, FasL). Ligandin
reseptore baglanmasi {izerine, 0lim reseptorleri, hiicre i¢i 6liim alanlar1 yoluyla, Fas ile
baglantili 6liim alan1 (FADD) ve TNF reseptorii ile bagl 6liim alan1 (TRADD) gibi adaptor
proteinlerinde uygun gelen bir protein motifi ile baglanir. Bu adaptor proteinleri, Death
Effector Domain (DED) adi verilen baska bir protein etkilesim alanina da sahip olmaktadir.
Pro-kaspaz-8 ayrica, FADD'nin DED'si ile etkilesime giren DED'yi de igermektedir
(Khosravi-Far ve Esposti, 2004). Oliim ligandinin 8liim reseptdriine baglanarak, adaptdr
proteine &zel baglanma bolgesi olusturarak, 6liim indukleyen sinyal kompleksini (DISC)
olusmustur. DISC bir sonraki adimda pro-kaspaz 8'in birlesmesini ve aktive olunmasini
baslatir. Kaspaz-8 ve onun aktivasyonu igin pro-kaspaz 8 ve 10 DISC'in adaptor proteinlerine
baglanir. Aktive olam, 8 ve 10 olarak bilinen bu kaspazlar, kaspaz 3 ve 7' yi aktivlestirir.
Cellat kaspaz olarak bilinen bu kaspazlar hiicre 6liimiine yol agan proteinlerin ve sitoiskeletin
yikimint baglatir. Kaspaz 8, 10'dan farkli olarak mitokondriden sitokrom-c saliniminda

istirakindan dolay1 intrinsik yolun aktivasyonuna neden olur.

Icsel yol Hodgin olmayan lenfomada BCL-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan
diizenlenmekte olup, her bir BCL-2 protein homolog alanlar ve a sarmalin1 igerir. Apoptotik
fonksiyonu idare eden homo ve hetero dimerleri BH3 etkilesimleri sayesinde olusmaktadir ve
ayrica BH3-hidrofobik oluk mekanizmasi yoluyla BCL etkilesimini diizenleme yetkisine
sahiptir. Ek olarak, BH'In apoptozisten sorumlu olan alanidir. Sahip oldugu BH alanlarinda
gore BCL-2 {iyeleri lic ayr1 protein grubunda birlesmektedir. Birinci protein grubu anti-
apoptotik aktiviteye sahip olan proteinleri ig¢erir. Bu gruba tim BH alanlar1 dahildir. Ayni
zamanda Bcl-XL, MCL-1, Bcl-W ve Al bu protein grbuna dahil olmaktadir. Bu gruptaki
proteinler apoptozisi 6nlemek i¢in mitokondri membraninda olan BAX ve BAD proapoptotik
proteinlerini durdurur. ikinci protein grubunda ise proapoptotik aktiviteye sahiplik eden Bcl-
2 ailesine rastlanmaktadir ve ii¢c BH alan1 (BH1/2/3), BAX ve BAK proteinleri bu gruba
dahildir. D1g mitokondrial zardaki gegirgenligin artmasini ve apoptotik faktorlerin sitozole
salgilanmasini saglamaktadir. Ugiincii protein grubuna dahil olan proteinler, proapoptotik
aktiviteye sahip BCL-2 ailesinin tiyeleri olup sadece BH3 alani1 vardir. Direk mitokondriyal
BAX veya BAK ile birleserek kokli degisimlere neden olmaktadirlar. Bu proteinler
mitokondriyal dig zar gecirgenligi (MOMP) i¢in 6nemli olup, bazi 6rnekleri BID, BIM,
PUMA ve NOXA’dir ( Osterlund ve Andrews, 2018).
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Anti-apoptotik multi domen Gyeleri
Bcl-2, Bel-xL, Bel- W,
Mell,Al.ve BelB | |BU4 Pnu BII DILZ ™
| Pro-apoptotik multi domen tyeleri
Bax, Bal ye Bok H3 BH1 BH2 ™
Pro-apoptotik BH3 -tek tyeleri
Bid, Bim, Bad, F"'Bl
Puma, Noxa,etc.

Sekil 1. Bcl-2 protein alt gruplari. Bel - 2 proteinleri, BH1'den BH4'e kadar listelenen tipik
BH alanlarinin bilesimine bagl olarak, biri anti-apoptotik ve ikisi pro apoptotik islevli olmak
iizere ii¢ alt grupta siniflandirilmistir. Her alt ailenin temsili tiyeleri gosterilmektedir (Pistritto

ve digerleri, 2016).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler, zit mekanizmalarla ¢alismaktadir, boyle ki
ilke sitokrom-c'nin mitokondriden salinimini aktive etmekle apoptozu diizenlerken, ikincisi
bloke ederek bu isi goriir. Apoptozun baslatilmasini belirleyen kesin bir miktar yoktur, bu pro
ve anti-apoptotik proteinler arasindaki denge ile diizenlenektedir. MOMP'un artmasi igsel
yolun esas adimidir ve bu molekiiliin artmasi ile beraber mitokondri membraninin ig
kisminda yerlesen sitokrom-c sitozole gecer. Sitozole gecen sitokrom-c ve Apaf-1 kaspaz-9'a
baglanmakta olup, bu ii¢liniin ATP ile birlesmesinden meydana gelen komplekse apoptozom
ismi verilir. Apoptozum olusmasi ile kaspaz-3 aktive olunur ve boylelikle kaskapaz kaskadi

baslatilmis bulunur (Pefia-Blanco ve Garcia-Saez, 2018).

Apoptozun igsel yolunu kontrol eden baslatici kaspaz olarak bilinen kaspaz 9, kaspaz
alim alaninin (CARD alani) aciga ¢ikmasmin ardindan adaptor protein apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1'e (APAF1) baglanabilmektedir. Apoptotik olmayan bir hiicrede APAF]1,
genellikle CARD alan1 bloke edilecek ve baska bir CARD alami igeren procaspase 9 ona
baglanamayacak sekilde katlanmaktadir. Smac / Diablo ve HtrA2 / Omi, apoptoz
proteinlerinin (IAP'ler) inhibitdrlerini inhibe ederek apoptozu baslatmaya yardimci olur,
ancak sitokrom c salinimi olmadan, IAP'leri tek basina inhibe etmek apoptozu baglatmak icin

yetersizdir (Rolland ve Conradt, 2010).
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2.2.4 Pankreas kanserinde apoptoz yollar: ve bu yollarin terapotik kullanimi

Pankreas kanseri tedavisi i¢in 6liim reseptorii yolunun kullanilmasi; CD95 (APO-1/Fas),
TNF reseptorii 1 (TNFRI) ve TRAIL reseptorleri en iyi karakterize edilmis Olim
reseptorleriolarak bilinmektedir. TNF siiper ailesinin bu reseptorlere karsilik gelen ligandlar
CD95 ligandi, TNF- ve TRAIL'dir. CD95 reseptori/CD95 ligand sistemi, kanser immiin
gozetiminde oldugu kadar bagisiklik sisteminde de apoptozun anahtar diizenleyicisi olarak
bilinmektedir. CD95, aktive lenfositlerde, ¢esitli lenfoid kdkenli dokularda ve ayrica timor
hiicrelerinde eksprese edilir (Krammer, 2000). CD95 ligand: sitotoksik T hiicreleri tarafindan
iretilerek, lenfositlerde otokrin intihar1 veya parakrin 6liimiinii tetikleyebilir ve ayrica kanser
hiicrelerini ldiirerek tiimér immiin gdzetimine katkida bulunmaktadir. Ornegin, pankreas
kanseri hiicrelerinin, iglevsel olmayan bir CD95 reseptorii ifade ederek veya sitotoksik T
hiicrelerine "kars1 saldir1" yapmak i¢in yilizeylerinde CD95 ligandinin anormal ekspresyonu

yoluyla Fas aracili immiin gézetimden kactiklar bildirilmistir.

Insan kanserlerinde 6liim reseptdr sistemini terapotik amaglarla kullanma konsepti
caziptir, ¢linkli Oliim reseptorleri, kanser hiicrelerinde yerlesik bir genetik hiicre Sliimii
programini dogrudan devreye sokabilmektedir. Bu sebeple TRAIL, 6liim reseptorii ligandlar
arasinda en umut verici klinik aday olarak kabul edilir, ¢linkii TRAIL, malign olmayan
hiicrelere gore kanser icin bir miktar secicilik gostermistir (Ashkenazi ve Herbst, 2008).
TRAIL reseptor sistemi karmagiktir, ¢linkii farkli fonksiyonlara sahip bes TRAIL reseptorii
vardir; TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4 ve TRAIL-R5. TRAIL'e baglanan
TRAIL-R4 ve TRAIL-RS bir oliim sinyali iletmeyen antagonistik tuzak reseptorleridir.
TRAIL-R3, bir glikosil-fosfatidilinositol (GPI) - sabitlenmis hiicre yiizeyi proteinidir ve 6lim
alantyla birlikte sitoplazmik kuyrugundan tamamen yoksundur, TRAIL-R4 ise kesilmis bir
sitoplazmik Oliim alanina sahiptir. Bu dort zarla iliskili TRAIL reseptoriiniin yani sira,
osteoprotegerin, TRAIL'i baglayabilen ve osteoklastogenezin diizenlenmesinde rol oynayan
¢oziiniir bir tuzak reseptdrdiir (Ashkenazi ve Herbst, 2008). Insan pankreas kanseri
orneklerinde TRAIL ve reseptorlerinin analizi, agonistik TRAIL reseptorlerinden en az birinin
genellikle pankreas karsinomu dokusunda eksprese edildigini gosterir. Bu amagla, TRAIL,
TRAIL-R1 ve TRAIL-R2'min ayni anda oldugu agiklanarak, pankreas kanseri dokusunda
mRNA ve protein seviyelerinde eksprese edilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir
immiinohistokimyasal analiz, kanser olmayan hastalara kiyasla pankreas duktal

adenokarsinomunda TRAIL-R1 ve TRAIL-R4 ekspresyonunun arttigini gostermistir
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(Sanlioglu ve digerleri, 2008). Karsilastirildiginda, TRAIL-R3 mRNA ve protein
ekspresyonu, pankreas kanserlerinde ve normal pankreas dokularinda diisiik seviyelerde tespit
edildi. TRAIL-R4 mRNA ve protein, pankreas kanseri dokularinda orta ila yliksek seviyelerde
bulunurken, normal pankreasta zayif veya hi¢ ekspresyon saptanmadi. Ek olarak, pankreas
karsinomu hiicre hatlarinin ¢ogunlugunun, agonistik TRAIL reseptorlerinden en az biri ve
kaspaz-8 dahil olmak iizere TRAIL sisteminin temel sinyal molekiillerini ifade ettigi rapor
edilmistir. Bundan baska, TRAIL reseptorlerinin ekspresyonuna ragmen, pankreas kanseri
hiicre hatlarinin ¢ogunlugunun, TRAIL aracili apoptoza kars1 duyarsiz oldugu kanitlanmistir
(M. Vogler ve digerleri, 2007). Bu nedenle, pankreas karsinomu hiicrelerinin TRAIL'e karsi
direncini atlamak icin cesitli kombinasyon tedavileri gelistirilmistir. Ornegin, TRAIL'in
gemsitabin ile kombinasyonunun, siddetli kombine immiin yetmezlik hastaligi (SCID)
farelerinde ksenograft olarak biiylitiilen hasta pankreas adenokarsinomlarinda tek basina
kullanilan tedavilerden daha biiylik bir antitimor etkisi ile sonug¢landigi gosterilmistir.
Pankreas karsinomu, tam insan TRAIL-R1 monoklonal antikorlari, gemsitabin ve sisplatin ile
kombinasyon halinde ilerlemis kati1 tiimorler icin bir faz I klinik deneyde bu giinlerde

degerlendirilmektedir (Oldenhuis ve digerleri, 2008).

Pankreas kanseri tedavisi i¢in apoptoz proteinlerinin inhibitoriinii (IAP'ler) hedefleme;
IAP'ler, sekiz insan analogunu, yani XIAP, cIAP1, cIAP2, hayatta kalan, yasayan (ML-IAP),
NAIP, Bruce (apollon) ve ILP-2'yi i¢eren bir endojen kaspaz inhibitdrleri ailesidir. IAP ailesi
proteinleri arasinda, XIAP'nin en gii¢lii anti-apoptotik etkileri uyguladig ve aktif kaspaz-3 ve
-7'yi baglayarak ve inhibe ederek ve kaspaz-9 aktivasyonunu onleyerek apoptozu bloke ettigi
kabul edilir. Pankreas kanserinde bir¢ok IAP proteininin yliksek seviyelerde eksprese edildigi
bildirilmistir. Ksenograft tasiyan farelerdeki bir tiimor regresyon modelinde, XIAPmin
inhibisyonu, yerlesik pankreas karsinomunun gerilemesine neden olmak icin TRAIL ile
isbirligi yapti (Meike Vogler ve digerleri, 2008). Baz1 pankreas kanseri hiicre hatlarinda,
XIAP veya cIAP2'nin asag1 regiilasyonu, doksorubisin, paklitaksel, gemsitabin ve sisplatin
dahil antikanser ilaclara yanit1 artirirken, 5-florourasilin etkisi sadece marjinal olarak

etkilenmistir.

Kanser tedavisi i¢in mitokondriyal yolun kullanilmasi; Bel-2 protein ailesi, her iki anti-
apoptotik ve pro-apoptotik iiyeden olusur; Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1'in yan1 sira Bax, Bak, Bad
ve BH3 domaini (Adams ve Cory, 2007). Anti-apoptotik molekiillerde nispi bir artis ile anti-
apoptotik ve pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin oranindaki dengesizlikler birka¢ insan

kanserinde goriilmiistiir. Pankreas karsinomunda 6zellikle yiiksek seviyelerde saptanan Bcl-
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XL'dir.Son zamanlarda yapilan arastirmalar sonucu, anti-apoptotik Bcl-2 ile ilgili proteinlerin
anormal ekspresyonunu hedeflemek icin farkli stratejiler gelistirilmistir. Bu alandaki en umut
verici yaklasimlardan biri, Bcl-2, Bel-XL ve Bcel-w'yi antagonize eden kiigiik bir molekiil
inhibitoriiniin gelistirilmesidir. Bu amacla, anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri ile Bax veya Bak
arasindaki protein-protein etkilesim bolgesini hedef alan multidisipliner bir ¢aba, Bcl-2, Bcl-
XL'nin ylizey oluguna baglanan kiiclik molekiillii antagonistlerin iiretilmesiyle sonuglanan
ABT-737, klinik 6ncesi modellerde kapsamli bir sekilde incelenen prototipik bilesiktir
(Zhang, ve Yu, 2007). Bu anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin Bax veya Bak'a baglanmasini
onleyerek, kiicikk molekiillii inhibitoér, bazi duyarli hiicre dizilerinde dogrudan apoptozu
tetikleyebilir veya kanser hiicrelerini apoptoza duyarli hale getirebilir. Son zamanlarda, ABT-
737in, digsal ve igcsel apoptotik yolaklar arasindaki ¢apraz iletisimi tesvik ederek pankreas
kanseri hiicre dizilerinde TRAIL aracili sitotoksisiteyi sinerjistik olarak arttirdigi
gosterilmistir. Ayrica, Bel-2, Bel-XL ve Bel-w'ye ek olarak Mcl-1'1 de antagonize eden BH3
mimetik obatoklaksin yakin zamanda insan pankreas kanseri hiicrelerinde TRAIL kaynakli
apoptozu giiclendirdigi bildirilmistir. Ayrica, Bcl-XL antisens oligoniikleotitleri, pankreas

kanseri hiicrelerinin gemsitabine veya 1sinlamaya duyarliligini artmistirmistir.

Apoptozdan kaginma, tiimor olusumunu tetikleyen ve ayni zamanda tedavi direncine
katkida bulunan pankreas kanseri de dahil olmak iizere insan kanserlerinin bir 6zelligidir. Ek
olara, klinik Oncesi ¢alismalar, apoptotik mekanizmanin bilesenlerinin, deneysel kanser
tedavilerinin gelistirilmesi i¢in hedefler olarak hizmet edebilecegini gostermektedir. Simdiki
zorluk, bu kavramlart pankreas karsinomunun tedavisi i¢in klinik bir uygulamaya
doniistiirmektir. Pankreas kanserinde apoptoza karst dirence neden olan molekiiler
mekanizmalardan bazilar1 tanimlanmistir. Bu tiir apoptoza dayali terapdtikler, pankreas
kanserli hastalarin kotii sonuglarini iyilestirmek icin yeni yollar agabilir (Simone Fulda,

2009).

2.3 Ficus Carica L.

Dogal {iriinleri aragtirmacilar ve farmakologlar, dogal kaynaklardan elde edilen c¢ok
cesitli biyoaktif molekiillerin tibbi degerini arastirmaktadir. Daha da onemlisi, farkl
bitkilerden elde edilen biyoaktif kimyasallarin, farkli kanserlerde sinyal yollarin1 ve apoptozu

verimli bir sekilde modiile ettigi goriilmektedir (Celik Aydin ve digerleri, 2018). Nitekim
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dogal tiriinler genellikle ¢esitli hastaliklar i¢in alternatif tedavi olarak kullanilmakta ve kiigiik
yan etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Ficus carica L. (Moraceae) antik ¢aglardan beri ¢esitli
kiiltiirler tarafindan geleneksel olarak sifali incir agaci olarak kullamilmustir. Incir meyvesi
(Ficus carica L.) yiiksek diizeyde polifenoller, flavonoidler, antosiyaninler igerir ve yiiksek
antioksidan kapasite sergilemektedir (Solomon ve digerleri, 2006b). Tiiketiciler incirleri farkli
sekillerde; kurutulmus, taze, recel veya meyve suyu olarak tiiketmektedirler. Cesitli in vivo ve
in vitro calismalar, incir bitkisinin gastrointestinal, solunum, inflamatuar, kardiyovaskiiler
bozukluklar ve kanserler gibi c¢esitli rahatsizliklarda tedavi olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir. Incir potasyum, kalsiyum, demir, K vitamini kaynagidir. Polifenoller,
flavonoidler ve antosiyaninler yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptirler. Incirin antosiyanin
icerigi, saglikli kan lipid seviyelerinin korunmasina yardimei olabilir ve obezite, diyabet,
kardiyovaskiiler hastalik ve bazi kanserlerin énlenmesinde nemli bir rol oynayabilir. incir
cekirdegi yagmin fenolik bilesikleri asagidaki Ozelliklere sahiptir: antikarsinojenik,
antioksidatif, antimutajenik olarak adlandirilan, serbest radikalleri tutan ve lipid

peroksidasyonunu inhibe eden 6zelliklerdir.

Yapilan bir sira aragtirmalarda, ¢esitli hayvan modellerinde bir dizi flavonoidin
karsinojenezi baskiladig1 gosterilmistir (Yang ve digerleri, 2001). Kanser patogenezinde yer
alan birka¢ anahtar mekanizma iizerinde faydal bir etki gosterdikleri i¢in giiniimiizde bu
bilesiklere biiyiik ilgi vardir. Flavonoidlerin antioksidan 6zelligi, 6zellikle kardiyovaskiiler
hastaliklara karsi koruyucu etkileriyle ilgili olarak incelenen ilk etki mekanizmasiydi.
Flavonoidlerin, DNA hasarina ve tiimor gelisimine dahil olan ¢ogu oksitleyici molekiil tiiriine
etki gosterdigi bilinmektedir. Flavonoidler ayrica kanserojenlerin biyoaktivasyonu iizerindeki
etkileriyle de faydali bir etkiye sahip olabilmektedir. Flavonoller quercetin, kaempferol,
galangin ve flavon apigenin'in CYP1A ailesinin sitokrom P450 enzimlerini inhibe ettigi
gosterilmistir (Lautraite ve digerleri, 2002). Bu enzimler, polisiklik hidrokarbonlar ve
heterosiklik aminler gibi bir dizi slipheli insan kanserojeninin aktivasyonunda énemli bir rol
oynadig1 goriilmektedir. insan kanser hiicre hattinda gesitli flavonoidler i¢in bir biiyiime
onleyici aktivite gosterilmistir. Ostrojene bagimli tiimor hiicrelerinde veya hayvan
modellerinde, bu antiproliferatif etki, belirli flavonoidlerin (6rn., izoflavonoidler, kersetin)
antiostrojenik o6zellikleri ile iliskilendirilmigstir. Diger in vitro modellerde, flavonoidlerin
hiicre sinyalini ve hiicre dongiisii ilerlemesini de etkiledigi gosterilmistir. Son olarak,
apigenin, luteolin ve quercetin'in p53'e bagl bir mekanizma ile hiicre donglisii durmasina ve

apoptoza neden oldugu bilinmektedir.
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Antosiyaninler, kardiovaskuler hastaliklarda, obezite,antitlimor aktivitesi gibi bir dizi
farmakolojik etki eden, suda coziilen bir flavonoid smifidir. Dogal {iriinlerde, esas olarak
glikoz, galaktoz ve ramnoz ile birlestirilmis bir formda bulunmaktadir (Liu, ve Xie, 2010). Ek
olarak, flavylium B-halkasi {izerindeki farkli ikame gruplarina gére pelargonidin, siyanidin,
delphinidin, peonidin, petunidin ve malvidin gibi en az alt1 yaygin tiire ayrilabilmektedir.
Arasgtirma, flavyum B halkasi iizerindeki orto-dihidroksifenil yapisinin, timdr biiylimesini

ve metastazi engelleyen aktif bolge oldugunu gostermistir.

S /,”"\'\, R
o
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R, R,
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Malvidin OCH, OCH,
Pelargomdin  H H
Peonidin OCH, H
Petunidin OCH, OH

Sekil 2. Gidalarda en ¢ok goriilen antosiyaninlerin kimyasal yapisi.

Antosiyaninlerin antioksidan etkisinin B halkas1 iizerindeki 3', 4', 5' hidroksil ve C
halkas1 tizerindeki 3' hidroksil tarafindan belirlendigini buldu. Antosiyaninlerin (siyanidin,
delphinidin ve malvidin) antioksidan yanit elementi (ARE) iizerine etki ederek ve faz
ekspresyonunu diizenleyerek sisteinil aspartat spesifik proteinaz-3'iin (kaspaz-3) aktivitesini
inhibe edebilmektedir. Kanser hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi, stirekli boliinme ve ¢cogalmaya
yol agan kontrolsiiz hiicre dongiisiidiir (Park, 2010). Antosiyaninler, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu se¢ici olarak inhibe edebilir, amma normal hiicrelerin proliferasyonu
iizerinde ¢ok az etkiye sahiptir. Antosiyaninler, kaspaz bagimli kaskad yoluyla apoptoz
yanitin1 aktive etmek i¢in Bcl ailesinin proteinleri ve apoptoz protein ailesinin inhibitorii
iizerinde hareket edebimektedir. Anti-tiimor etkilerinin ana molekiiler mekanizmasinin, Ras
MAPK ve PI3K / Akt sinyal kademeli yolaklari iizerinde hareket ederek RTK'leri (EGFR,
PDGFR ve VEGF / VEGFR) hedefleyerek kanser hiicresi biiyiimesini ve metastazi inhibe
etmektedir. Antosiyaninler, MAPK yolunu hedefleyerek ve kanserle ilgili genlerin

ekspresyonunu diizenlemek i¢in RTK aktivitesini ve sinyal kaskadi yolunu inhibe ederek

23



karsinojenezi Onler, bu da hiicre dongiisii durmasina ve DNA onarimina yol acar. Ek olara,
antosiyaninler, MAPK'nin aracilik ettigi kaspazi aktive ederek kanser hiicrelerinin apoptozunu
indiikler. Bundan baska, antosiyaninler, VEGF sinyal yolunu ve hiicre dis1 matris
bozulmasini hedefleyerek kanser metastazini inhibe eder ve kanser hiicrelerinin kemoterapi

duyarliliklarini iyilestirmek i¢in ¢oklu ilag direncini tersine ¢evirebilmektedir.

2.4 Ficus carica ve kanser iliskisi.

Dogal iiriinler ve molekiiler ¢ergeveleri, ilag¢ kesfi ve tibbi kimya i¢in degerli baslangic
noktalar1 saglar. En onemlisi, farkli bitkilerden elde edilen biyoaktif kimyasallarin, farkli
kanserlerde sinyal yollarmi ve apoptozu verimli bir sekilde modiile ettigini gdsterilmektedir
(Celik ve digerleri, 2018). Nitekim dogal iiriinler genellikle ¢esitli hastaliklar icin alternatif
tedavi olarak kullanilmakta ve cok az yan etkileri oldugu diistiniilmektedir. Rubnov ve
arkadaslarinin yaptig1 arastirmada incirin birka¢ kanser hiicre hattinda antiproliferatif
aktiviteye sahip oldugunu gosterilmistir. Baska bir c¢alismada, Fig lateksinin farelerde
ksenograftlt ve spontan tiimoérlerde antitiimor aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Ek
olarak, Ficus caricamin kolorektal kanser hiicrelerine kars1 antitiimor aktivitesi arastirilmigtir.
Yapilan arastirmadaki sonuglar, hem HT-29 hem de HCT-116 kolorektal kanser hiicreleri
tizerinde Ficus carica Ozitlerinin biiyiik bir antiproliferatif ve pro apoptotik aktivitesini
gdstermistir. Incir meyvesinin biiyiik antitiimér aktiviteye sahip oldugu belgelemekte olup,
antioksidan 6zellikleri ve zengin biyoaktif bilesikleri ile iligkili antikanser aktivitesi, onlar1
kemoterapotik veya kemopreventif ajanlar olarak kullanilmak i¢in harika adaylar haline
getirmektedir . Ficus carica'dan etkilenen molekiiler hedefleri ve yollar1 anlamak i¢in daha

ileri deneyler devam etmektedir (Soltana ve digerleri, 2019).

Ficus, diinya ¢apinda subtropikal ve tropik bolgelerde bulunan yaklasik 750 tiir odunsu
bitki, agac¢ ve cali ile en biiyiik sifali bitki cinslerinden biridir. Endonezya'da yaygin olarak
"Kalay" olarak adlandirilan ve diinya ¢apinda F carica olarak bilinen Incirin, saglig gelistirici
Ozelliklerine bakilmistir. Bu etkilere F' carica'da bulunan fenolik asitler, klorojenik asitler,
flavonlar ve flavonoller aracilik etmistir. Quercetin bilesikleri F' carica'da bulunan baslica
fenolik bilesikler olarak goriilmektedir. Quercetin, mitokondriden sitokrom c salinimini

uyararak Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri ve HL-60 16semi kanseri hiicrelerinin apoptozunu
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uyarma yetenegine sahiptir. Ek olarak, protein kinaz C'nin (PKC) inhibisyonu yoluyla in vivo
ve in vitro olarak. F' carica ayrica viicudun ihtiya¢ duydugu lif, A vitamini, C vitamini,
kalsiyum, magnezyum ve potasyum igermektedir. F' carica'min diger biyoaktif bilesikleri,
antioksidan bilesikler olan arabinoz, B-amirin, B karoten, glikozitler, B-sitosterol ve
ksantoldur. F carica'min antikanser aktiviteleri de olabilir. F carica'nin HelLa kanser
hiicrelerinin ve MDA-megabayt (MB)-231 meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelledigi
de bilinmektedir. Bundan baska, yapilan son aragtirmalarda F' carica'min Huh7it karaciger
kanseri hiicreleri iizerinde etkisi test edilerek, F' carica yapragi Oziitli, meyve 0zii ile
karsilastirildiginda Huh7it kanser hiicresi biiylimesini inhibe etmede daha aktif oldugu
goriilmiistiir. Polifenollerin antioksidan 6zelliklerinin oldugu, kanseri énlemede 6nemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir (Nicolas Landrault ve digerleri, 2001). F' carica yaprak ve
meyvelerinde bulunan polifenol tiirevlerinden biri flavonoidlerdir. Hidrojen atomlarini ve
elektronlar serbest birakmak, koruyucu konjugat enzimlerin salinimini indiiklemek, apoptozu
arttirmak, lipid peroksidasyonunu inhibe etmek, anjiyogenezi inhibe etmek ve DNA
oksidasyonunu inhibe etmek gibi kanser hiicrelerini inhibe eden flavonoidleri igeren bir¢ok
mekanizmalar goriilmektedir. F' carica yapragi ve meyve 6zlerinin hiicre apoptozisine neden
olma yetenegi, hiicre dongiisii durdurmasini indiikleme ve p53 ve p21 dahil apoptotik
diizenleyici genlerin aktivitesini artirma yeteneginden gecer. Bir flavonoid tiirii olan
luteolin'in Hep3B karaciger kanseri hiicrelerinin apoptozisini indiikleyebildigi ve HepG2
karaciger kanseri hiicrelerinin G1 fazinda hiicre dongiisii durmasina sebep oldugu
gosterilmistir. pS3 gen aktivitesinin artmasi, p21 transkripsiyon faktorlerini aktive eder ve
p21'in aktivasyonu, sikline bagimli kinaz 2'nin (CDK2) siklin E ile baglanmasini tetikleyerek
hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. Sitozolde p53 aktivasyonunun artmasi da Bax
aktivitesini tetikler ve Bcl-2 aktivitesini baskilar. Bu da mitokondriyal membran
gecirgenligini degistirirerek, sitokrom c'nin sitozolden ¢ikmasina neden olur. APAF-1 ile
reaksiyona giren sitokrom c, bir kaskad ve kaspaz reaksiyonunu aktive ederek DNA-se
aktivasyonunu tetikler. DNA-se ¢ekirdege girer ve DNA'nin parcalanmasina, PARP'nin (poli
ADP-riboz polimeraz) boliinmesine ve apoptoza sebep olur. Quercetin'in p53'iin aktivasyonu,
hiicre dongiistinde durma gibi bir¢ok hiicresel olayi tetikledigi de gosterilmistir. Srivastava ve
ark.30 tarafindan yapilan yakin tarihli bir ¢alisma gostermistir ki meme kanseri hiicre
kiiltiirlerinde quercetin verilmesi, kanser hiicrelerinin DNA'sinda bir reaksiyona neden
olmaktadir. Reaksiyonun birikmesi apoptoza yol agabilir. Bu apoptotik siire¢ ayn1 zamanda
p53 ve p21'in rolii ile de ilgilidir. Quercetin, p21 ekspresyonunu uyararak hiicre dongiisiiniin

durmasina neden olan siklin D1 ekspresyonunu baskilar. Quercetin ayrica Bax/Bcl-2 oranint
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arttirr ve  HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinde apoptoza yol agan p53'i stabilize
edebilmektedir (Purnamasari ve digerleri, 2019). Ek olarak, Ficus carica lateksinin antikanser
etkisi de goriilmektedir. Ficus carica agacinin lateksinden izole edilen bir sistein proteinaz
olan Ficin9'in farkli sekillerde bulundugu bilinmektedir. Sistein proteinazlar, kanser
hiicrelerinin apoptozisine yol agan bir enzim grubu olarak bilinmektedir. Bundan bagka
antikanser etkileri, polifenolik bilesenleri nedeniyle antioksidan 6zelliklerle iligkilendirilebilir.
Ek olarak, Ficus carica lateks kanser hiicre hattinin proliferasyonunu inhibe etti ancak in vitro
olarak normal hiicrelere karsi herhangi bir sitotoksik aktivite gostermedigi gozlemlenmistir

(Purnamasari ve digerleri, 2019)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmamiz Adnan Menderes Universitesi’nde yapilmistir.

Arastirmaya Eyliil 2020 tarihinde literatiir taramasi ile baslanmis olup, arastirma proje
materyelleri Mart 2021 tarihinde tamamlanmigstir. Mart 2021-Haziran 2021 tarihleri arasinda
deney gruplart olusturularak elde edilen orneklerden MTS/PMS, Muse Analyzer ve
Klonojenik analizleri yapilmistir. Toplanan verilerin degerlendirilmesi 01-16 Temmuz 2021

tarihleri arasinda yapilmaistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Aragtirmamiz herhangi bir bolge ile sinirlandirilmamis evrensel bir ¢alismadir.
Orneklem se¢iminde asagidaki kriterler dikkate alinmustir.

Calhismaya dabhil edilme kriterleri:

* « Kiiltiirdeki hiicrelerin morfolojisinde herhangi bozukluk olmamasi

« « Kiiltiirdeki hiicrelerin ikiye katlama siirelerine uygun olarak ¢ogalmalari
Cahismadan dislanma Kriterleri:

* « Kiiltiirde kontaminasyon riski olmasi

* « MTS/PMS analizleri i¢in gemcitabine konsantrasyonunun belirlenen standart araligina

dahil olmamasi
* « Klonojenik analizlerinde i¢in hiicrelerin tutunmamasi
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3.4. Arastirmamin Simirhiliklar:

Arastirma bulgular1 Panc-1 hiicrelerinin incir ¢ekirdegi yagi ile belirlenen

konsantrasyonlar1 ile muamelesi ve hiicre 6liimii lizerindeki analizi ile sinirlidir.

3.5. Calisma Plani

Calisma plani1 ve arastirma takvimi agagida gosterilmistir.

Hiicre ekimi

Doza-bagl gruplar:

Zamana-bagl gruplar

Gemcitabine- 4mg/ml Gemcitabine(4mg/ml)-48saat

Incir Yag/DMSO(2pl)-48saat

Incir Yagi/DMSO- 2ul

Kombine- 4mg/ml+2pl Kombine(4mg/ml+2ul)-48saat

O

Toplanan hiicrelerden MTT yaparak

IC50 degeri, hiicre kiiltiirii
siipernatantlarindan Muse i¢in ve

Klonojenik Deney i¢in hiicre ekildi.

Iyt

[ Degerlendirme ]

Sekil 3. Calisma plani
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3.6. Hiicre Kiiltiiri

Bu c¢alismada hiicre hatt1 olarak pankreas kanser hiicresi Panc-1 kullanildi. Panc-1
hiicre hatt1i in vitro ortamda uygun Kkiiltiir seraitinde cogaltilmistir. Uygun kosullarda
cogaltilip, hayati faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢cin gerekli komponentlerden olusan besi
ortamlar1 hazirlanmigtir. Bu komponentler; DMEM High Glukoz, Fetal Sigir Serumu, L-
Glutamin ve Pensililin-Steptomisindir. Panc-1 hiicre hattinin in vitro ortamda liremesi i¢in
ihtiya¢ duydugu komponentler her uygulamada gereken dozda hazirlanmistir. Falkon tiiplere
(50 ml) serolojik pipet vasitasiyla 44 ml DMEM High Glukoz, 5ml Fetal sigir serumu ve 1

ml Penisilin-Streptomisin eklenerek besiyeri elde edilmistir.

Besiyeri degisiminde Panc-1 hiicre hattinin ¢ogalma hizi, flasktaki hiicre yogunlugu ve
besiyerinde renk degisimi ihtimali gdz oniine almmustir. ki giinde bir ortama yeni besi yeri
eklenmistir. Calismada kullandigimiz hiicre hatt1 adherent hiicre hatt1 oldugu i¢in herhangi bir
santrijuj islemi gerceklestirilmemis, ortamda var olan besi yeri ortamdan uzaklagtirilarak, yeni

besi yeri ortama eklenmistir.

3.6.1 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Adherent olarak biiyiiyen hiicrelerimiz mikroskop altinda miisahede edilmistir. Hiicre
yogunlugu 10°-10° araliginda olan flasklar pasajlanmistir. Pasajlama isleminde flaskta olan
besi yeri kenarlastirilmistir. Flaska 1 ml Tripsin/ EDTA soliisyonu eklenerek, flaskin her bir
niifuz edecek sekilde muamele yapilmistir. Tripsin/EDTA hiicreleri siispanse etmesi i¢in %5
CO; igeren 37° C inkubatorde 3 ila 5 dakika bekletildi. Hiicreler siispanse hale geldikten
hemen sonra flaska birkag ml besi yeri eklenerek, flasktaki biitiin sivi 15 ml'lik santrifiij
tiipline aktarilarak 1550 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak, pellet
birkag taze besi yeri ile pipetlendi. Hiicreler iki farkli flaska aktarildi ve % 5 CO, igeren 37° C

inkubatore konuldu.
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3.6.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Deneyimizde ihtiyag fazlasi hiicreleri hem hiicrelerimizin yaglanmasinin karsisini
almak icin, hem de ihtiya¢ halinde baska deneylerde kullanmak amaciyla dondurularak
saklandi. Dondurulmasini yapacagimiz hiicrelerin besi yeri uzaklastirilarak, 1mL
Tripsin/EDTA ekleyerek hiicrelerin siispanse olmasini sagladik. Siispanse olan hiicrelerin
tizerine 2ml taze besi yeri eklendi daha sonra flaskdaki biitiin sivi ¢ekilerek 15 ml santrifiij
tiiptine aktarildi. Daha sonra 1550 rpm' de Sdakika satrifuje edildi. Siipernatant kismi
uzaklagtirildi, bu esnada hazirlanan %5lik DMSO:C-MEDIUM soliisyonundan 1mL pellete
eklenerek pipetlendi. Pipetlenen hiicreler kriyo tiiplere aktarildi. Kapaklar1 parafilmlenen
kriyo tiipler 6nce 1-2saat -20°C de bekletildi. Daha sonra buz iizerinde -86 °C 'ye kaldirild1 ve
-86 °C' den alinan kriyo tiipleri birka¢ dakika su banyosunda bekletilerek ¢oziilmesi sagland.
DMSO' nun toksik etkisini en aza indirmek i¢in 15ml santrifiij tlipline 2ml hazirladigimiz besi
yerinden eklendi ve iizerine kriyo tlipte bulunan siviyr ekleyerek pipetleme yapildi. Daha
sonra 1550 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kism1 uzaklastirilarak,pellet kismina
1-2ml taze besi yeri eklendi. 25T flaska 6-7ml taze besi yeri konuldu ve pipetlenen pellet
kismu flaska akarildi. %5 CO, igeren 37°C inkiibatorde yerlestirilerek biiyiimesi ve ¢ogalmasi

saglandi.

3.7. Doz Belirleme ve MTS/PMS proliferasyon deneyi

Inkiibatorde saklanan flasklar mikroskop altinda gdzlemlendi ve ekim yapilmasi igin
gereken miktarda hiicre bulunan flask, kabine alindi. Flaskin i¢indeki besi yeri ortamdan
uzaklastirildi ve ortama 1 mL Tripsin/EDTA eklendi. 3 ila 5 dakika inkiibatérde bekletildi.
Tripsin/EDTA sayesinde siispanse olan hiicrelerin lizerine 1-2 ml taze besiyeri eklenerek,
biitiin s1v1 15 ml'lik santrifiij tliptine konuldu. 5dakika 1500rpm'de santrifiij edildi. Siipertanat
kismu1 uzaklastirildi, pellet kismi 1ml besi yeri ile ¢ozdiiriildii. 1-10ul pipet ucuyla 10ul sivi
cekilerek Thoma hiicre sayimi lamina konuldu. Ve mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi.
Sayilan hiicreler AxSFx10000 formiiliine (x10*seklinde) gére hesaplanarak mL bagina diisen
hiicre sayisi1 belirlendi. Hiicre ekimi i¢in bu ¢alismada 96 kuyucuklu plakalar kullanildi.
Kuyucuk bagina 3000 hiicre olacak sekilde hesaplama yapilarak her bir kuyucuga 100ul hiicre

ekildi. 24 saat inkiibatorde bekletilen hiicrelerin tutunmasi ve ¢gogalmasi saglandi.

30



96 kuyucuklu plaka steril kabine alinarak blank hari¢ biitiin siitunlardaki sivi pipetle
cekilerek atik kabina atildi. Incir Yag1 uygulanan grupta ilag dozlan sirasiyla 1pl, 2ul, 4ul, 6
ul, 8 ul, 10 pl, 20 pul seklinde uygulandi. Gemcitabine uygulanan grupta ila¢ dozlari sirasiyla;
500pg/ml, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml
seklinde uygulandi. Gemcitabine + Incir Yag kombinasyonu uygulanan grupta ilag dozlari

Gemcitabine 4mg/ml+2 ul seklinde uygulandi.

[lag dozlar1 yapilan soliisyon hesaplamasi sonrasinda taze besi yeri ile seyreltildi ve her
kuyucuga 100uL seklinde eklendi. ilag uygulamasi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu plakalar
48 ve 72 saat inkiibatorde bekletildi. 48 saat ve 72 saat inkiibatorde ilaca maruz kalan hiicreler
kabine alindi. Bu kez ilag uygulanan sivilar ¢ope atilmadi. 15ml falkona 2ml MTS, 100ul
PMS eklenerek karistirildi. Her kuyucuga 20ul MTS/PMS eklendi ve kuyucuklarin tabanina
degmeden pipetle yapildi. Bu is karanlik ortamda yapildi. Hazirlanan MTS/PMS falkonunun
etrafin1 aliiminyum folyo ile sararak isik girisi engellenmistir. Her kuyucuga esit sekilde

MTS/PMS sivis1 uygulandiktan sonra 4saat 96 kuyucuklu plakalar inkiibatérde bekletildi.

4 saatin sonunda inkiibatorden ¢ikarilan 96 kuyucuklu plakalarin iizeri aliiminyum folyo
ile sarildi. Daha sonra, mikroplate okuyucu hazirlandi, 96 kuyucuklu plakalar okuyucuya
yerlestirilerek, 490nm dalga boyunda okutularak istatiksel veriler alindi.

Sonrasinda kombinasyonlarla MTT/PMS yapildi. Bunun i¢in 4 farkli grup olusturuldu.
Bunlar sirasiyla; 1. Kontrol, 2. Gemcitabine 4mg/ml, 3. Incir 2mg/ml 4. kombine 2pl
+4mg/ml+medium (Incir+Gemcitabine) tedavi seklindedir. Hiicreler tutunmasi icin 24 saat
bekletildikden sonra steril kabine alindi ve i¢indeki besi yerleri ¢ekilerek atik kabina atildi.
Her iki kontrol grubuna yeniden taze besi yeri eklendi. Diger gruplara uygulanacak ilaglarin
doz miktar1 gerekli olan hesaplamalar ile yapildi. Ilaglar her bir deney grubu igin ayri
falkonlarda hazirlandi. Hazirlanan ilaglar deney gruplarina uygulandi ve her bir flaskin
tizerine hangi deney grubu oldugu etiketlendi. Deney grublarimiz 48 saat boyunca %5 CO;
iceren 37° C inkiibatorde bekletildi. 4 saatin sonunda inkiibatrden ¢ikarilan 96 kuyucuklu
plakalarin iizeri aliiminyum folyo ile sarildi. Daha sonra, mikroplate okuyucu hazirlandi, 96
kuyucuklu plakalar okuyucuya yerlestirilerek, 490nm dalga boyunda okutularak istatiksel

veriler alindi.
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3.8. Muse Analizi
3.8.1. Hiicre Kiiltiirii Kabina Hiicre EKimi

Biiylimesi ve ¢ogalmasi icin inkiibatorde muhafaza edilen hiicreler inkiibatérden
cikartilarak mikroskop altinda incelendi. Yeterli miktarda hiicre bulunan flask kabine alindi
ve igerisinde bulunan besi yeri uzaklastirildi. Flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklendi ve 3 ila 5
dakika inkiibatorde bekletildi. Adherent olan hiicrelerin tabandan kaldirildigini
gozlemledigimizde iizerine 2.5ml taze besi yeri konuldu. Flask igerisindeki biitiin sivi
cekilerek 15ml santrifiij tiipiine aktarildi. Daha sonra 5 dakika 1550rpm'de 24°C'de santrifiij
edildi. Santrifiij edildikden sonra ¢ikan supernatant kismi atild1 ve pellet kism1 1 mL besi yeri
ile ¢oziiniildi. Pipetlenen bu kistmdan 10 pl sivi gekilerek Thoma Lamina konuldu ve
mikroskop altinda sayim yapildi. AxSFx10000 formiiliine gore hesap yapildi ve mL basina
diisen hiicre sayisi hesaplanarak belirlendi. Bu deneyde her bir deney grubuna 2x10° hiicre

ekimi yapildi. 24 saat inkiibatorde bekletildi,tabana tutunmalar ve biiylimeleri sagland.

Bu deneyde 4 farkli grup olusturuldu. Bunlar sirasiyla; Kontrol, Gemcitabine 4mg/ml,
Incir 2 ul ve kombine (incir2 pl +Gemcitabine 4mg/ml) tedavi seklindedir. Hiicreler
tutunmast i¢in 24 saat bekletildikden sonra steril kabine alindi ve igindeki besi yerleri
cekilerek atik kabina atildi. Her iki kontrol grubuna yeniden taze besi yeri eklendi. Diger
gruplara uygulanacak ilaglarin doz miktar1 gerekli olan hesaplamalar ile yapilds. ilaglar her bir
deney grubu i¢in ayr1 falkonlarda hazirlandi. Hazirlanan ilaglar deney gruplarma uygulandi ve
her bir flaskin iizerine hangi deney grubu oldugu etiketlendi. Deney grublarimiz 48 saat

boyunca %5 CO; igeren 37° C inkiibatorde bekletildi.

3.8.2. Deney gruplarinin Muse Analizine Hazirlanmasi

48 saat inkiibatorde bekletilen hiicreler inkiibatdrden ¢ikartildi ve mikroskop altinda
gbzlemlendi. Incir ve Kombine gruplarinda hiicrelerin besi yeri iizerinde yiizdiigii goriildii.
Flasklar steril kabine alindi. Kontrol grubu ve Gemcitabine gruplarinda flaska yapisan hiicre
sayist fazla oldugu i¢in, flaskin igerisinde bulunan besi yeri uzaklastirilarak 1ml
Tripsin/EDTA eklendi, 3 ila 5 dakika inkiibatorde bekletildikden sonra birka¢c mL besi yeri
eklendi ve 15ml santrifiij tlipiine aktarildi. Her bir deney grubunu farkli santrifiij tiipline

aktarilarak her birinin hangi deney grubu oldugu belirtildi. Deney gruplarimiz 1550rpm'de 5
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dakika santrifiij edildi. Stipernatant kism1 uzaklastirildi ve pellet kism1 150pl taze besi yeri ile
iyice pipetlendi. Her bir deney grubu 1.5ul ependorf tiiplerine aktarildi. Ependorfa 100ul
ornek, 100ul Annexin v eklenerek pipetlendi. 20 dakika boyunca karanlik ortamda bekletildi.
Karanlik ortamdan c¢ikarilan ependorflar, kontrol grubundan baslayarak, pipetaj yapilarak,

kapaklar1 kesilecek sekilde Muse cihazinda sacgilim grafigi alinmak tizere isleme alindu.

3.9. Klonojenik Analizi

Her bir kuyucuga 8000 hiicre ekimi yapildi. 4farkli deney grubu olusturuldu. Calisma
sonucu ¢ikan Ic50 degerinin klonojenik deney i¢in yaris1 kullanildi. Ic50 degeri Gemcitabine
icin 2mg/ml, Incir yag: igin ise 1pl DMSO/Incir baz alindi. Daha sonra ilag dozlari igin
gerekli hesaplamalar yapildi, gereken miktarda besi yeri ile kuyucuklara eklendi. Kontrol
grubunda hiicreler tutunana kadar bekletildi. 72 saat hiicrelerin inkiibatérde tutunmasi
saglandi. Daha sonra 6 kuyucuklu plakalardaki besi yeri uzaklagtirildi. Kontrol grubuna 3ml
medium eklendi. Geri kalan kuyucuklarda deney gruplari olusturuldu. Bu grublar; Gem,
Gem+incir, Incir seklindedir. Sgiin hiicreler inkiibatorde bekletildikten sonra plakalardaki
besiyeri uzaklastirilarak 1mL PBS ile yikandi. Daha sonra PBS ortamdan uzaklastirildi. Her 6
kuyucuklu plakaya metanol:acetic acid=3:1 miktarda eklendi. 5dakika inkiibe edildikten
sonra,reaktif ortamdan uzaklastirildi ve her kuyucuga 0.5% crystal violet (in methanol) 1mL
eklenerek, 15 dakika bekletildi. Daha sonra musluk suyuyla yikandi.Deney gruplarina kiyasla

kontrol gruplarinda canli hiicre kolonileri gozlemlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii bulgan

Panc-1 pankreas kanseri hiicre hatti adeherent hiicreler olup, tek tabaka halinde
cogalan hiicrelerdir. Panc-1, %10 Fotal Sigir Serumu (FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin
iceren tam besiyeri i¢inde 37°C’de, %5 C02 ve %95 hava iceren nemli inkiibatdrde T-25
kiiltiir flasklarinda ¢ogaltildi.

Sekil 4. Panc-1 hiicre hatlarmin inverted mikroskop goriintiileri. a: %20 konfluent
Panc-1 hiicre hatti, b: %40 konfluent Panc-1 hiicre hatti, ¢: %70 konfluent Panc-1 hiicre
hatt1 , d: %85 konfluentPanc-1 hiicre hatti.
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4.2. Doz Belirleme ve MTS/PMS Bulgulari

Calismamizda incir yagi hem direkt hem de DMSO ile 1:50 oraninda seyreltilerek
denenmistir. Sadece incir yagi 100 pl’de 1ul, 2ul, 4pl, 6 pl, 8 pl, 10 pl, 20 pl olacak sekilde
denendi. Incir Yag1/DMSO ise 6nce 1:50 oraninda seyreltildi ve yine 100 pl’de 1ul, 2ul, 4pl,
6 ul, 8 ul, 10 pul, 20 pl olacak sekilde denendi. Gemsitabin ise 500 pg/ml ile 10 mg/ml

arasinda degisen konsantrasyonlarda test edildi.

Incir Yag, Gemcitabine ve Kombine (Gem+incir) gruplarinda ICs, degerlerini
belirlemek i¢in MTS/PMS deneyi yapilmistir. Gemcitabine 4mg/ml dozda anlamli sonug
vermistir. Yapilan MTT sonuglarina istinaden ICso degeri Gemcitabine 4mg/ml, incir Yag1
100 pl’de 2pl anlamlidir. Deney gruplarimizi belirledigimiz dozlarla 48 ve 72 saat inkube
ettik. 48saatlik gruplarimizda olumlu sonucglar elde ettik. Bu degerleri gbz Oniinde

bulundurarak kombine grubunu Gemcitabine+incir (4mg/ml+2pl) seklinde olusturduk.

150 i
DMSO+Incir (1:50) (48

Saat)
100- DMSO+incir (1:50) (72

Saat)
50 | I
0_ I I T il 'I Il I‘_

Kontrol1ul 2ul 4ul 6ul 8ul 10ul
Miktar

IC5

Sekil 5. DMSO/incir Yagi(1:50) doz belirleme sonuglari.
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Sekil 6. Gemcitabine doz belirleme sonuglari.
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Sekil 7. incir yagi, Gemcitabine, Gemcitabine+incir Proliferasyon sonuglari.
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4.3. Muse Analizi Bulgular:

Bu analiz annexinV kiti kullanilarak kontrol, gemcitabine, incir, kombine
(gemcitabine+incir) grublarinda apoptotik degerlendirme i¢in yapilmistir. Tiim grublarda
canlilik ve apoptoz sonuglar yiizdelik oranla gosterilmistir. Sonug olarak kontrol grubunda;
canlilik %80.53, total apoptoz %14.96, gemcitabine grubunda; canlilik %78.04, total apoptoz
%18.67, incir grubunda; canlihik %2.90, total apoptoz 9%97.06, kombine grubunda
(gem+incir); canlilik %2.35, total apoptoz ise %97.45'tir. Sonuglara baktigimiz zaman, incir
yaginin gemcitabine ile olusturdugu kombine grubunda apoptoz oraninin daha fazla oldugunu
gbzlemleyerek incirin gemcitabine ile daha etkili olup,nekroza yakin sonuglar verdigi kanisina

varildi.

.. _POPULASYON PROFILI APOPTOZ PROFILI
2 4 *Y0esc Lte Apop Dead
a 452% 1337 %
E =
= 221 #
o : :
: S
14 b
= 80.53 RANTE 159 %
; olLive Early Apop
o 1 2 3 4 o 1 2 3 a
CANLI ANNEKSINY APOPTOTIK CANLI ANNEKSINY APOPTOTIK
Cell Conc. % ORAN
(Cells /mL)
AN -
A 2.74E+05 80.53 %
ERKEN APOPTOZIS (LR): 5.40E+03 1.59 %
GEC APOP/ OLT (UR): 4.55E+04 13.37 %
KALINTI (UL): 1.54E+04 452 %
TOTAL APOPTOZ: 5.09E+04 14.96 %

Sekil 8. Kontrol grubu sonuglari.
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POPULASYON PROFILI
4

HUCREBO YUTUIND

APOPTOZ PROFILI

Dead ate Apop /Dead
329% 1503%
u .
£ &
© w
78.04% o 364%
0 un“‘ E:?/Aooo
0 1 2 3 4

CANLI  ANNEKSINY APOPTOTIK

Cell Conc.

(Cells /mL)
CARLIEEE 1.95E+05
ERKEN APOPTOZIS (LR): 9.10E+03
GEC APOP/ OLT (UR): 3.76E+04
KALINTI (UL): 8.22E+03
TOTAL APOPTOZ: 4.67E+04

Sekil 9. Gemcitabine grubu sonuglari.

. POPULASYON PROFILI

%ORAN

78.04 %
3.64 %
15.03 %
3.29%
18.67 %

_ APOPTOZ PROFILI

g Dead [Late Apop /Dead
004 % 9501 %
2 u N
E <
2
g 2 ——
: 1 ‘,-
o 290% i 105%
B oltve | _Esvapop
0 1 2 3 K
CAN CANLI ANNEKSIN V APOPTOTIK
Cell Conc. % ORAN
(Cells /mL)
CANLIQL): 1.42E+04 2.90 %
ERKEN APOPTOZIS (LR): 5.14E+03 1.05 %
GEC APOP/ OLT (UR): 4.71E+05 96.01 %
KALINTI (UL): 2.01E+02 0.04 %
4.76E+05 97.06 %

TOTAL APOPTOZ:

Sekil 10. Incir yag1 grubu sonuglari.
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POPULASYON PROFILI

i

HUCREBO YUTU INDEKS

CANLI (LL):

ERKEN APOPTOZIS (LR):

GEC APOP/OLU
KALINT{UL) :
Total APOPTOZ:

CANLILIK
o

) APOPTOZ PROFILI
" 1Deaa iLate Apop /Dead
020% 9704 %
1
B , v_f"',“
235% 0.41%
0 Live Early Apop.
o 1 2 3 4

Cell Conc.
(Cells /mL)

1.36E+04
2.36E+03

5.61E+05
1.18E+03

5.63E+05

Sekil 11. Kombine(gem+incir) grubu sonuglari.

4.4.Klonojenik Deney

Degerlendirme 4 grup lizerinde; kontrol, gemcitabine, incir, incir+gemcitabine

CANLI ANNEKSINY  APOPTOTIK

% ORAN

235%
041 %

97.04 %
0.20 %

97.45 %

yapildi. Yapilan deney sonucunda, kontrol grubunda hiicrelerin koloni olusturdugu, ancak ilag

uygulanan kuyucuklarda ( incir yagi, gemcitabine, gemcitabine+incir) koloni olusturmadigi

gozlemlendi.

Resim 1. Kontrol Grubu Klonojenik Deney sonucu.
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Resim 2. Gemcitabine, incir, ve kombine gruplarinin klonojenik deney sonugclari.

.Klonoj enik Deney Gruplarl-Ortalama ve Standart Sapm'

Kontrol 57.882+7099.5
Incir Yag 67+46.5
Gemcitabine 2.523+506
Kombine 817+£75.5

Sekil 12. Klonojenik deney koloni verileri.



5. TARTISMA

Pankreas kanseri, gelismis tilkelerde hizlica 6liime gotiiren tiirlerdendir ve diinyadaki en
Oliimciil malign neoplazmalardan biridir (Chakupurakal ve digerleri, 2017). Pankreas
kanserinin iki esas tiimor tipi adenokarsinom (vakalarin yaklasik% 85'ini olusturur) ve
pankreas endokrin tiimoérleridir (tim vakalarin% 5'inden azini olusturur) (Global Cancer
Observatory, n.d.; Vickers, 2017). GLOBOCAN 2012 verilerine gore, pankreas kanseri yilda
331.000'den fazla 6liime sebep olmakla birlikte (tiim 6liimlerin% 4.0'm1 olusturur) her iki
cinsiyette de goriilen kanser Oliimlerinde yedinci sirada yer almaktadir (Ilic ve digerleri,
2016). Pankreas kanseri i¢in varsayilan 5 yillik sagkalim orami% 5'in altindadir. Diinya
capinda pankreas kanseri insidansi ve mortalitesi, artan yasla alakaliydi ve kadinlara kiyasla
erkeklerde daha yaygindi. Gegtigimiz on yillarda, pankreas kanseri 6liimleri her iki cinsiyette
de arttig1 goriilmistiir (6rnegin, Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa iilkeleri, Japonya, Cin).
Sigara i¢imi, pozitif aile dykiisli ve genetik, diabetes mellitus (DM), obezite, diyet faktorleri,
alkol kullanimi, fiziksel hareketsizlik gibi bazi risk faktorleri tanimlanmis olmasina ragmen,

pankreas kanserinin nedenleri hala yeteri kadar bilinmemektedir (Parkin ve digerleri, 2011) .

Apoptotik hiicreler tarafindan sergilenen belirli morfolojik degisiklikler iyi tanimlanmis
ve belgelenmistir. Bu degisiklikler, hiicre kabarmasi, biizlilme, niikleer par¢alanma, genetik
materyallerin (kromatin ve niikleozomal DNA) yogunlagmasi ve par¢alanmasi ve ApoBD'ler
(apoptotik cisimler) olarak bilinen kiigiik vezikiillerin olusumunu igerir. Hiicreler, apoptozun
erken evresinde karakteristik bir biiziilme gegirerek, i¢indekiler daha yogun bir paketlenme
yasarken hiicre boyutu kiiciiliir. Mevcut bilgiler, ApoBD'lerin, apoptotik hiicre kalintilarini
(yani sitoplazma, organeller ve niikleer igerikler) icerdigini belirtigi i¢in bu sebeple, herhangi
bir apoptotik govdede belirli bir organel veya niikleer igerik bulunabilir yada bulunmayabilir.
Apoptotik cisimler daha sonra nihai bozunma igin fagositler, 6rnegin nétrofiller, makrofajlar
ve dendritik hiicreler (DC'ler) tarafindan yutulur. Fagositoz, apoptotik dongiiniin son adimin
isaret eder ve apoptotik hiicreler iginde paketlenmis tehlikeli maddelerin ¢evreye yayilmasini

onlemektedir (Xu ve digerleri, 2019).

Ficus carica L. (Moraceae) antik ¢aglardan beri ¢esitli kiiltiirler tarafindan geleneksel
olarak sifal1 incir agac1 olarak kullanilmistir. Incir meyvesi (Ficus carica L.) yiiksek diizeyde

polifenoller, flavonoidler, antosiyaninler igerir ve yiiksek antioksidan kapasite sergilemektedir
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(Solomon ve digerleri, 2006b). Tiiketiciler incirleri farkli sekillerde;kurutulmus, taze, recel
veya meyve suyu olarak tiiketmektedirler. Cesitli in vivo ve in vitro c¢alismalar, incir
bitkisinin gastrointestinal, solunum, inflamatuar, kardiyovaskiiler bozukluklar ve kanser gibi
cesitli rahatsizliklarda tedavi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Rubnov ve arkadaslarmin
yaptig1 arastirmada incirin birka¢ kanser hiicre hattinda antiproliferatif aktiviteye sahip
oldugunu gosterilmistir. Baska bir calismada, Fig lateksinin farelerde ksenograftli ve spontan
tiimorlerde antitimor aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Ek olarak, Ficus carica'nin
kolorektal kanser hiicrelerine karsi antitiimor aktivitesi arastirilmistir. Yapilan aragtirmadaki
sonuclar, hem HT-29 hem de HCT-116 kolorektal kanser hiicreleri iizerinde Ficus carica
oziitlerinin biiyiik bir antiproliferatif ve pro apoptotik aktivitesini gdstermistir. Incir
meyvesinin biiylik antitimor aktiviteye sahip oldugu belgelemekte olup, antioksidan
ozellikleri ve zengin biyoaktif bilesikleri ile iligkili antikanser aktivitesi, onlar1 kemoterapotik
veya kemopreventif ajanlar olarak kullanilmak i¢in harika adaylar haline getirmektedir . Ficus
carica'dan etkilenen molekiiler hedefleri ve yollar1 anlamak i¢in daha ileri deneyler devam

etmektedir (Soltana ve digerleri, 2019).

Onceki  yillarda yapilan calismalardan elde edilen sonuglarda, Khodarahmi ve
arkadaglar1 Ficus caricamin meyveleri, yapraklar1 ve lateksinin HeLa hiicre hattina karsi
ortalama 10-20 pg/ml IC50 degerleri ile sitotoksisiteye sahip oldugunu gdstermistir
(Felimban, 2016). Ficus carica ile ilgili yapilan bagka bir calismada F' carica yapragi ve
meyve Ozlerinin ¢esitli antioksidanlar (flavonoid ve tanen gibi) igerdigi gosterilmistir. F
carica yapragl ve meyve ekstraktlarmin antioksidan aktivitesi IC50 degeri ile gosterilmistir.
Elde edilen sonuglarda, kanser hiicresi biiylimesinin IC50 degeri yaprak ekstresinde >653
ug/mL ve meyve ekstresinde >2000 pg/mL olarak gosterilmistir. Daha kiiciik IC50 degeri,
ekstraktlarin  kanser hiicrelerine karst daha yiiksek inhibitdr aktivitesini gosterdigi
bilinmektedir. Bu nedenle, F carica yaprak 0ziitii, meyve 0zii ile karsilastirildiginda Huh7it
(karaciger hiicre hatti) kanser hiicresi biiyiimesini inhibe etmede daha aktif oldugu

saptanmistir (Purnamasari ve digerleri, 2019).

Calismamizda bu arastirmalar kapsaminda yola ¢ikarak kurutulmus incir yaginin
pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii lizerinde etkisini ve bu durumun prognoza olan
izlemini arastirdik. Yapmis oldugumuz c¢alismada doz belirleme bulgulari olumlu ¢ikmustir.
Doz belirmede kurutulmus incir yaginin DMSO ile kombine olmus seklinin daha etkili

oldugunu goézlemledik. Sonuglarda incir yaginin IC50 degeri 2ug/ml, Gemcitabine IC50
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degeri 6 mg/ml ve kombinasyon grubunun IC50 degeri 2 pg/ml+4mg/ml sitotoksisiteye sahib
oldugu saptanmustir.

Muse analizi sonuglarimiza goére tiim gruplar arasinda anlamli bulgular gozlemledik.
Calismada 4 grub (kontrol, incir yagi, gemcitabine, kombine) olusturulmus ve AnnexinV kiti
kullanilarak apoptoza bakilmistir. Alinan sonuglarda gruplar arasinda farkliliklar saptanmastir.
Kontrole (14.96%) kiyasla Gemcitabine grubunda apoptoz 18.67%, Incir grubunda 97.06%,
Kombine grubunda ise 97.45% olmustur. Incir yagi ve Kombine grublarinda apoptozun
yiikseldigi gdzlemlenmistir. Ve sonug olarak, Incir yag1 ve Kombine grublarinm etkisinin
nekroza yakin oldugu dislintilmistiir. Literatlir taramasi yaptigimiz zaman yapilan
caligsmalarda nekroza yakin etkisi gézlemlenmemistir ama bizim ¢alismada gozlemlenmistir.
Risa.P ve ark 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Flow sitometri analizinde, diisiik
dozda F.carica yapragi ekstresine maruz birakilan %0.5 Huh7it hepatoseliiller karsinom
hiicrelerinin toplam apoptoz yasadigini ancak yiiksek dozda maruz kalanlarin %5.37'sinin ise
toplam apoptoz yasadigini gostermistir. Doz ne kadar yiiksekse, apoptoza giren daha fazla

kanser hiicresi ve hiicre biiyiimesinin daha diisiik bir ylizdesi ile sonuglanmistir.

Tim gruplarda bakmis oldugumuz apoptoz belirteci klonojenik deney sonuclarina gore
olumlu bulgular vardir. Kontrol grubunda hiicrelerin proliferasyon yaparak koloni

olusturdugu, ancak ilag¢ uygulanan gruplarda koloni olusturmadigi gozlemlenmistir.

Tim sonuclar1 degerlendirdigimizde kurutulmus incir yaginin pankreas kanseri
hiicrelerine etki ettigi ve tiimordeki hiicre oliimiinii tetikleyen bir belirteg olabilecegi

varsayiminda bulunabilir.

Bu tezden elde edilen bilgiler kullanilarak yapilacak olan yeni deneysel arastirmalar
pankreas kanserine incir yaginin etkisi ve aralarindaki olasi mekanizmalarin aydinlatilmasina

katki saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢aligmanin sonucuna gore Ficus Carica L.'de bulunan antosiyaninlerin ve
flavonoidlerin pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii tizerinde etkili oldugu belirlendi.
MTS/PMS sonuglarina goére pankreas kanseri hiicrelerinde incir yagi grubunun IC50
degerlerinin etkili oldugu gozlemlenirken, DMSO-+Incir yag1 grubunda olumlu etki gosterdigi
saptandi. Muse analizi sonuglarimizda Incir yaginin tek veya grup seklinde apoptozu
indiiklemesi beklenirken, incir yag1 ve incir+gemcitabine gruplarinda nekroza yakin sonuglar
dogurdugu belirlendi. Klonojenik deney sonuglarina gore ise ilag uygulanan kuyucuklarda
koloni olugmadig1 gozlemlendi. Farkli pankreas kanseri hiicre hatlar1 ile yapilacak c¢aligsmalar
ile sonu¢larimiz desteklenebilirse daha ileri pre-klinik hayvan modelleri ve klinik ¢aligsmalar
icin 6n ayak olabilir. Calismanin pankreas kanseri tedavisi i¢in gelecekte yeni aragtirmalara

151k tutabilecegi bekleniyor.
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SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

" Kurutulmus Incir Yag' (Oleum Ficus Carica L) nin Pankreas Kanseri Hiicrelerinde Hiicre
Oliimii Uzerinde Etkisinin In Vitro Arastirilmas1 " bashkli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin
bilgileri etik davraniglar ve akademik kurallar cercevesinde elde ettigimi, tez yazim
kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin
kaynagina eksiz atif yaptigim bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii
sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Imza

Suma GARIBOVA
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