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ÖZET 

Pisiren G., Bortezomib ve İmatinib’in Pankreas Kanserinde Olası Sinerjistik 

Etkisinin İncelenmesi. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tümör 

Biyolojisi ve İmmünolojisi Yüksek Lisans Tezi, Ankara 2023. Pankreas kanseri 

hastaları arasındaki yüksek ölüm oranı, uygun tedavinin önemine dikkat çekmektedir. 

Ancak geleneksel tedavi stratejilerinin yetersiz kalması, alternatif yöntemlerin 

araştırılması gerektiğini göstermektedir. Proteozom inhibitörü olan bortezomib, hücre 

içerisinde anormal proteinlerin uzaklaştırılmasını engellemektedir ve bu proteinlerin 

endoplazmik retikulumda (ER) birikmelerine neden olarak organel içerisinde stres 

oluşumunu tetiklemektedir. Pankreas organında var olan aktif protein sentezi, bu 

organın çok iyi bir şekilde kontrol edilen protein homeostaz merkezi ihtiyacını 

vurgulamaktadır. Bu durum bortezomib ilacının pankreas kanseri tedavisinde iyi bir 

aday olabileceğini göstermektedir. Fakat tedavi etkinliğinin arttırılması amacıyla stres 

eşiğinin aşılması büyük önem arz ettiği için bu ilaç ile birlikte diğer ER stres aktive 

edici ilaçların birlikte uygulanması gerekmektedir. Bu doğrultuda kombine tedavi 

amacıyla ER stresi aktive edebildiği bilinen tirozin kinaz inhibitörü olan imatinib ilacı 

kullandı.  Bu tez çalışmasında, bortezomib ve imatinib kombinasyonunun pankreas 

kanseri hücreleri üzerindeki olası sinerjistik etkisinin araştırılması amaçlandı. BxPC-3 

ve MIA PaCa-2 pankreas kanseri hücrelerinde sXBP1 transkript seviyesi qRT-PCR ile 

incelenerek hem bortezomib hem de imatinibin ER stresi aktive edebildiği gösterildi. 

Elde edilen bulgular doğrultusunda, ilaç kombinasyonunun kanser hücresinin ölümü 

üzerinde sinerjistik bir etkiye yol açtığı gözlendi. Ayrıca imatinib ve bortezomibin 

RIDD mekanizması üzerinde aktive edici etkiye de sahip oldukları anlaşıldı. Yapılan 

in silico analizler sonucunda ER stres ile ilişkili olduğu bilinen genlerden DERL2, 

DNAJB11, EDEM1, EIF2AK3, HSPA5 ve CEBPB’in pankreas kanserlerinde 

bortezomibe karşı gösterilen dirençte rol oynayabildiği ortaya koyuldu. Sonuç olarak, 

bortezomib ve imatinibin pankreas kanseri hücrelerinde daha önce bilinmeyen etkileri 

keşfedildi ve ER strese bağlı hücre ölüm aktivasyonunun pankreas kanseri tedavisinde 

bir tedavi seçeneği olarak kullanılabileceği gösterildi.    

Anahtar Kelimeler:              Pankreas kanseri, Bortezomib, İmatinib, ER stres, Sinerji 

Destekleyen kurumlar:          TÜBİTAK 2210-A Yurt İçi Genel Yüksek Lisans Burs programı 
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ABSTRACT 

Pisiren G., Investigation of the Possible Synergistic Effect of Bortezomib and 

Imatinib in Pancreatic Cancer. Hacettepe University Graduate School of Health 

Sciences, Tumor Biology and Immunology Program Master of Science Thesis, 

Ankara 2023. The high mortality rate among pancreatic cancer patients underlines the 

importance of proper treatment. However, the traditional treatment strategies remain 

inadequate indicating that alternative therapy options need to be explored. Bortezomib 

is a proteasome inhibitor which blocks the removal of aberrant proteins and causes 

their accumulation in endoplasmic reticulum (ER) which in turn triggers stress in this 

organelle. The active protein synthesis in pancreas emphasizes the need for a stringent 

central of protein homeostasis thus bortezomib might be a good candidate for 

pancreatic cancer treatment. However, it is important to note that exceeding the stress 

threshold is crucial, indicating that combination of bortezomib with other ER stress 

activating drugs might increase the effectiveness of therapy. Imatinib is a tyrosine 

kinase inhibitor that is used for the purpose of combination with bortezomib due to its 

known effect on ER stress activation. In this thesis, we aimed to understand if 

combination of bortezomib and imatinib shows a synergistic effect on pancreatic 

cancer cells. We showed that both bortezomib and imatinib activates ER stress in 

BxPC-3 and MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells via analysing sXBP1 levels by qRT-

PCR. Our findings revealed that the combination of these drugs resulted in a 

synergistic effect in the cancer cell death. It is also discovered that both imatinib and 

bortezomib have an activator impact on the RIDD mechanism. In silico analysis further 

unveiled that ER stress-related genes DERL2, DNAJB11, EDEM1, EIF2AK3, 

HSPA5, CEBPB may be involved in bortezomib resistance in pancreatic cancers. 

Overall, our study discovered the previously unknown effects of imatinib and 

bortezomib in pancreatic cancer cells and indicated that activation of ER stress induced 

death might be used as a therapy option for pancreatic cancer treatment.  

Keywords:                 Pancreatic cancer, Bortezomib, Imatinib, ER stress, Synergy 

Supported by:           TUBITAK 2210-A scholarship for domestic MSc study 
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1.GİRİŞ 

Kanser, en yüksek ölüm oranına sahip hastalıklardan olup tedavisinde 

kullanılan kemoterapi, hedeflenmiş terapi, radyoterapi, cerrahi müdahale ve 

immünoterapi hem yan etkiler doğurmakta hem de tedaviye gelişen direnç sonrası 

yetersiz kalmaktadır. Tedavinin başarıya ulaşmasında erken teşhis önemli bir rol 

oynamaktadır, fakat her kanser erken evrede teşhis edilememektedir. Bu kanserlerin 

başında agresif ve ölümcül yapısı ile bilinen pankreas kanseri gelmektedir. Bu hastalık 

ileri evreye gelene dek belirti göstermemektedir ve dolayısıyla hastalık ancak ileri 

evrelerde yakalanabilmektedir. Birçok kanser hastalığında bireylerin ölüm oranı 

tıptaki gelişmeler doğrultusunda düşüş göstermesine rağmen pankreas kanseri 

hastalarında bu oranda ciddi bir azalma gözlenmemektedir. Pankreas kanserine ait 5 

yıllık sağ kalım oranı incelendiğinde de bu oranın %5-%7’ye kadar düşük oranlarda 

seyrettiği bilinmektedir (1, 2). Buna ek olarak, pankreas kanserinin 2030 yılına kadar 

kanser sebepli ölümler arasında ikinci sıraya yükselmesi de beklenmektedir (3). 

Hastalığın tedavisinde kullanılan klasik yöntemler hastaların yaşamını uzatma 

konusunda da yetersiz kalmaktadır (4-7). Tüm bu veriler göz önünde 

bulundurulduğunda bu hastalığın tedavisine yönelik çalışmaların ve alternatif tedavi 

yöntemlerinin araştırılmasının önemi ortaya çıkmaktadır. 

Hücrelerde bulunan endoplazmik retikulum (ER) organeli ribozomlar 

aracılığıyla vücudumuzda önemli role sahip proteinlerin sentezinden ve sonrasında da 

doğru şekilde katlanmalarından sorumludur (8). Fakat karsinogenez sonrası oluşan 

hipoksi, glikoz mahrumiyeti, hızlı büyüme sonucu artan protein sentezi, oksidatif stres 

ve pH değişimi gibi sebeplerden dolayı ER organelinin homeostazı bozulmaktadır. Bu 

durum sonucunda da yanlış katlanmış ve/veya katlanmamış proteinlerin ER içerisinde 

birikimi gerçekleşmektedir (9, 10). Bu yanlış katlanmış ve/veya katlanmamış 

proteinlerin ER’da birikimi sonrasında gerekli düzenleme sağlanamazsa organelde 

stres meydana gelmektedir ve katlanmamış protein yanıtı (KPY) adı verilen 

mekanizma devreye girmektedir. Bu mekanizma açıldığında ER membranı üzerinde 

bulunan ve KPY mekanizmasında görevli olan üç protein BiP şaperon proteininin 

yapılarından ayrılmasının akabinde aktif hale gelmektedir. Bu proteinlerden biri hem 

kinaz hem de RNaz aktivitesine sahip olan inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)’dir. Bu 



2 

 

protein kinaz aktivitesini kullanarak otofosforilasyon yaptıktan sonra RNaz 

aktivitesini ile RIDD (IRE1α Bağımlı Bozunma) mekanizmasını tetikleyerek 

hücredeki belirli mRNA’ların kesimine neden olur (11). Bu mekanizma homeostaza 

giden ayakta önemli bir rol oynamaktadır. Çünkü bu mekanizma sayesinde hedef 

mRNA’ların kesimi sağlanarak hücrede zaten birikmiş durumda bulunan protein 

havuzuna yeni proteinlerin eklenmesi engellenerek organelde meydana gelen stres 

kısmen azaltılmaktadır. IRE1’in RNaz aktivitesinin bir başka hedef mRNA’sı ise 

XBP1’dir. IRE1 aracılığıyla XBP1’e ait mRNA alternatif kesip çıkarma yolu ile 

kesilerek aktif bir transkripsiyon faktörü haline dönüşmektedir. Bunun sonunda XBP1 

hücre çekirdeğine giderek hücredeki problemin çözülmesine yardımcı olabilecek 

şaperon gibi proteinlerin yapımını sağlamaktadır (12, 13).  

KPY mekanizmasının devreye girmesinin akabinde aktive olan bir diğer 

protein ise Protein Kinaz R Benzeri ER Kinaz (PERK)’dır. Kinaz aktivitesi ile önce 

kendini fosforile eden PERK, bu reaksiyon sonucunda aktif hale gelerek translasyonun 

başlaması için gerekli olan öncü tRNA’yı taşıyan ökaryotik başlatma faktörü 2 alpha 

(eiF2α)’yı da fosforile etmektedir (14).  eiF2α’nin fosforilasyonu sonucunda hücrede 

meydana gelen global translasyon durmaktadır ve böylece daha fazla yeni protein 

sentezinin gerçekleşmesi engellenerek yine ER organeli içerisindeki protein yükü 

azaltılmaktadır. İlginçtir ki, ATF4 transkripsiyon faktörü ile GADD34 translasyondaki 

bu inhibisyondan kurtulmaktadır ve yine homeostazı sağlayacak genlerin yapımında 

rol oynamaktadır (15, 16).  

KPY mekanizmasında yer alan son protein aktive edici transkripsiyon faktörü 

6 (ATF6) ise şaperon proteinin yapısından ayrılmasının akabinde golgi cisimciğine 

gidip bu organelde kesilerek aktif bir transkripsiyon faktörü haline dönüşmektedir ve 

hücresel homeostazın sağlanmasında önemli role sahip genlerin yapımını 

sağlamaktadır (17). KPY mekanizması her ne kadar ilk aşamada hücreyi yaşatmak için 

gerekli sinyalleri devreye geçirsede oluşan stres şiddetinin ve süresinin arttığı durumda 

hücrelerde ölüm meydana getirmektedir (18).  

Kanser hücreleri hücre canlılıklarının devamlılığını sağlamak amacıyla ER 

organelinde biriken yanlış katlanmış ve/veya katlanmamış proteinlerin birikimi sonrası 

olası stresin meydan gelmesini engellemek için Endoplazmik retikulum ile ilişkili 



3 

 

yıkım (ERAD) ve otofaji mekanizmalarını kullanırlar.  Bu mekanizmaların yetersiz 

kaldığı noktada ise KPY mekanizmasının açılışı ile homeostaz sağlanmaya çalışılır. 

Tüm bu bilgiler doğrultusunda kurtarıcı ERAD ile otofaji yolaklarının bloklanışı ve 

stresin derecesinin yükseltilmesi ile KPY mekanizması tarafından yönetilen ölüm 

ayaklarının hedeflenmesi iyi bir tedavi yöntemi olmaktadır (19, 20). Şu an klinikte 

multipl miyelom ve mantle hücreli lenfoma hastalıklarının tedavisinde kullanılan 

bortezomib ilacı ERAD mekanizmasında görevli proteozom kompleksini bloklayan 

bir proteozom inhibitörüdür. Bortezomib aracılığıyla ERAD mekanizmasının 

engellenmesi sonucunda hücrede artan protein yükü ile KPY mekanizmasının 

tetiklendiği ve apoptoz ayaklarının açıldığı gözlenmiştir (21). Bortezomib ile elde 

edilen bu başarı multiple miyelomda plazma hücrelerinden yüksek dozda 

immunoglobulin salınımı sonucunda artan protein yükü ile ilişkilendirilirken, mantle 

hücreli lenfomada aşırı ROS üretimi aracılığıyla kaynaklandığı bilinmektedir (22-25). 

Fakat bortezomib ile yapılan çalışmalar incelendiğinde bu ilacın her kanser türünde 

istenilen etkiyi oluşturamadığı da anlaşılmaktadır (26).  

Tirozin kinaz inhibitörleri (TKI) ile yapılan ilk çalışmalar bu ilaçların 

neoplastik hastalıkların tedavisi için umut vaat ettiklerini göstermekle beraber hedef 

dışı etkilerinden dolayı klinikte hastalıkların tedavisinde kullanımlarının uygun 

görülmedikleri bilinmektedir. Fakat son yıllarda geliştirilen inhibitörlerle hedefler 

daha spesifik hale getirilmektedir. Bu TKI’lardan biri de imatinib’tir ve bu ilacın Abl, 

c-Kit ve PDGF tirozin kinazlar üzerinde etkili olduğu bilinmektedir (27-30). İmatinib, 

klinikte kronik miyeloid lösemi ve gastrointestinal stromal tümörlerin tedavisinde 

FDA tarafından onaylı bir şekilde kullanılmaktadır (31). İmatinib’in pankreas kanseri 

hücreleri üzerindeki etkisinin araştırıldığı bir çalışmada bu ilacın kanser hücrelerinin 

büyümelerini engellendiği gözlenmiştir (32). Fakat imatinibin pankreas kanser 

hücrelerinin proliferasyonundaki bu gerilemeye sebep oluşunun altında yatan 

mekanizma incelendiğinde bu ilacın etkisini TKI’ların çalışmasını engellemesinden 

bağımsız bir şekilde gerçekleştirdiği anlaşılmaktadır ve bu mekanizmanın 

anlaşılabilmesi için daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulduğu belirtilmektedir (33). 

İmatinib’in gastrik kanser ve kardiyomiyositler üzerindeki etkisinin incelendiği 

çalışmalarda ise bu ilacın hücrelerde KPY mekanizması aracılığıyla hücre ölümüne 
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yol açtığı da gözlenmektedir (34, 35). Ayrıca yapılan bir başka çalışmada imatinib 

ilacının RIDD mekanizmasını engellediği de gösterilmektedir (36).  

Bu tez çalışmasında, pankreas kanseri hücre hatlarında bortezomib ve imatinib 

ilaç kombinasyonunun hücre ölümü üzerindeki olası sinerjistik etkisi, imatinib ilacının 

bortezomib ilacına karşı dirençli profil sergileyen pankreatik kanser hücreleri 

üzerindeki etkisi ve imatinib ilacının RIDD mekanizmasındaki olası etkilerinin 

incelenmesi amaçlanmaktadır.   
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pankreas Kanseri 

Pankreas, yaklaşık 15 cm uzunluğunda karın bölgesinde mide ile omurga 

arasında bulunan bir organdır (37). Pankreas organı, duedonum kıvrımına yerleşik 

olarak bulunan ve organın en geniş kısmını oluşturan baş, bu bölgenin uzantısı olan 

boyun, gövde ve kuyruk olmak üzere dört ana bölümden oluşmaktadır. Pankreas 

organı endokrin ve ekzokrin fonksiyonlara sahiptir. Endokrin pankreasta, Langerhans 

adacıklarında bulunan özelleşmiş fonksiyonlara sahip endokrin hücreler 

bulunmaktadır ve bu hücreler tarafından vücut metabolizmasının düzenlenmesinde 

önemli role sahip çeşitli hormonların yapımı gerçekleşmektedir. Langerhans 

adacığında dört tane önemli endokrin hücre bulunmaktadır. Bu hücreler; insülin üreten 

beta hücreleri, glukagon üreten alfa hücreleri, somatostatin üreten gamma hücreleri ve 

pankreatik polipeptit hücreleridir (38, 39) . Tüm pankreasın %85’ini oluşturan 

ekzokrin pankreasta ise asinar hücreler ve duktus (epitel) hücreler tarafından sindirim 

sisteminde görevli çok çeşitli proteinlerin yapımı gerçekleşmektedir. Ayrıca yüksek 

plastisiteye sahip olduğu bilinen asinar hücreler aracılığıyla da pankreas homeostazisi 

ve rejenerasyonu düzenlenmektedir (40).  

Pankreas kanseri, makroçevre ve mikroçevreden kaynaklanan doku hasarı, 

enflamasyon ve/veya stres gibi çeşitli uyaranlar aracılığıyla asinar hücrelerin duktal 

benzeri epitel karakter (ADM) kazanması ile başlamaktadır (41, 42). ADM sırasında 

asinar hücreler progenitör hücre benzeri bir karakter kazanmaktadır ve bu durum 

hücreleri onkojenik faktörlere karşı daha hassas bir hale getirmektedir. Oluşan 

hassasiyet ile birlikte asinar hücreler sıklıkla pankreatik intraepitelyal neoplazma 

(PanINs) haline dönüşmektedir (43, 44). Pankreas kanseri gelişiminin ilk basamağı 

olarak bilinen bu dönüşüm sonrasında KRAS, CDKN2A, TP53, SMAD3 ve BRCA2 

genlerinde gerçekleşen mutasyonlar ile birlikte pankreatik hücreler kontrolsüz büyüme 

ve bölünme özelliği kazanmaktadır (45, 46). 

Pankreas kanseri, teşhisin genellikle ileri evrelerde koyulmasından dolayı en 

agresif ve ölümcül kanser türlerinden biri olarak bilinmektedir (47). Kanserin endokrin 

veya ekzokrin pankreastan köken almasına bağlı olarak çeşitli pankreas kanseri türleri 

bulunmaktadır. Ekzokrin kökenli tümörlerden en sık görülen kanser türü pankreatik 
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duktal adenokarsinom (PDAC) iken adenoskuamöz karsinom, skuamöz hücreli 

karsinom, büyük hücreli karsinom, asinar hücreli karsinom ve küçük hücreli karsinom 

daha az sıklıkta karşılaşılan ekzokrin tümör çeşitleridir (48). Pankreatik nöroendokrin 

tümörler ise ekzokrin tümörlere kıyasla çok daha az sıklıkta görülen endokrin tümör 

türüdür (49). Pankreas kanserinin görülme sıklığı anatomik olarak incelendiğinde, 

kanserin yaklaşık olarak %60-%70’inin organın baş kısmında oluştuğu, %15’inin 

gövde ve de kuyruk kısmında meydana geldiği bilinmektedir (50). 

2.1.1 Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi 

2020 yılı Küresel Kanser İstatistik (GLOBOCAN) verilerine göre, 36 kanser 

türü incelendiğinde yaklaşık 19.3 milyon yeni kanser vakası ve yaklaşık 10 milyon 

kanser ile ilişkili ölüm saptanmıştır. Pankreas kanseri bu 36 kanser türü arasında 

yaklaşık 496 bin yeni vaka sayısı (%2.6) ile on dördüncü,   kanser ile ilişkili ölümlerde 

yaklaşık 466 bin vefat sayısı (%4.7) ile yedinci sırada yer almaktadır (51). 28 Avrupa 

ülkesinde yapılan araştırma sonucuna göre pankreas kanserinin 2025 yılına kadar 

kanser ile ilişkili ölümlerde meme kanserini geride bırakarak üçüncü sırada yer alacağı 

öngörülmektedir (52). Bu durumun hastalığın tedavisinde kullanılan kemoterapi, 

radyoterapi, ameliyat ve palyatif bakım gibi geleneksel yöntemler ile birlikte hedefsel 

tedavi, immünoterapi ve mikrobiyal terapi gibi yeni yöntemlerin de var olmasına 

rağmen bireylerin çoğunda semptomların ileri evreye kadar saptanamamasından 

dolayı kaynaklandığı bilinmektedir (53, 54). Hastalığın teşhisinde karşılaşılan bu 

zorluktan dolayı pankreas kanserine ait 5 yıllık sağkalım oranı kanserin erken evrede 

teşhis edildiği durumda %39 iken, kanserin ileri evrede teşhis edildiği durumda %3 - 

%5’e kadar düşmektedir (1). 

2.1.1.1 Risk Faktörleri 

Pankreas kanserinin tedavisi için hastalığın erken evrede teşhisi ve dolayısıyla 

hastalığa neden olan faktörlerin neler olduğunun anlaşılması büyük önem taşımaktadır. 

Pankreas kanserine neden olan faktörler kesin olarak bilinmemesine karşın hastalık ile 

ilişkili birçok önlenebilen ve önlenemeyen risk faktörleri belirlenmiştir (37). Örneğin; 

pankreas kanserine yaş, aile öyküsü ve genetik mutasyonlar gibi önlenemez faktörler 

ile sigara kullanımı, alkol tüketimi, bağırsak mikroflorası, kronik pankreatit ve obezite 

gibi müdahale edilebilir faktörlerin neden olduğu bilinmektedir (54). Pankreas kanseri 
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yaş faktörü açısından incelendiğinde, hastalığa yakalanma riskinin yaş ile ilişkili bir 

şekilde arttığı ve özellikle 60 ile 80 yaşları arasındaki bireylerde bu riskin çok daha 

fazla olduğu bilinmektedir. Hastalık cinsiyet faktörü açısından incelendiğinde ise 

hastalığa yakalanma sıklığı erkek bireylerde kadınlara kıyasla daha fazladır (51, 55). 

En önemli müdahale edilebilir risk faktörlerinden biri sigara kullanımıdır. Yapılan bir 

vaka-kontrol çalışmasında sigara kullanımının bireylerde pankreas kanseri riskini %74 

oranında artırdığı gözlenmiştir (56, 57). Ayrıca sigara kullanımının ve sigarada 

bulunan bileşenlerin pankreatik hücrelerin kök hücre karakteristiğini de artırabildiği 

yapılan birçok çalışma doğrultusunda ortaya konulmuştur (58). Epidemiyolojik 

kanıtlara göre obezitenin de pankreas kanserinde önemli role sahip olduğu 

bilinmektedir. Örneğin, yapılan bir in vivo çalışma sonucunda normal besinler ile 

beslenen farelerin sadece %10’unda pankreatik neoplazi gelişimi olurken, yüksek 

yağlı diyet ile beslenen hayvanların obez hale geldiği ve bu hayvanların yaklaşık olarak 

%45’inin pankreatik duktal hücrelerinde neoplastik değişim meydana geldiği 

gözlenmiştir (59).  

Bu faktörler dışında, son yıllarda yapılan çalışmalar doğrultusunda pankreas 

kanserli ve pankreas kanseri ile ilişkili hastalık içeren aile öyküsüne sahip bireylerde 

de hastalığa yakalanma riskinin arttığı anlaşılmıştır. Bu durum pankreas kanseri 

gelişiminde rol oynayan genetik mutasyonlar ile açıklanabilmektedir (60, 61). Genetik 

mutasyon kaynaklı oluşan pankreas kanseri kalıtsal ve sporadik olmak üzere iki şekilde 

gelişmektedir. Pankreas kanserinin gelişimi kalıtsal olarak incelendiğinde; Lynch 

sendromu (DNA yanlış eşleşme tamir mekanizmasında görevli hMSH2, hMLH1, 

hPMS1, hPMS2 ve hMSH6/GTBP genlerinde mutasyon), Peutz-Jeghers sendromu 

(tümör baskılayıcı STK11 geninde mutasyon), Ailesel atipik ben sendromu (FAMM), 

kalıtsal meme ve yumurtalık kanseri sendromu (BRCA1 ve BRCA2 genlerinde 

mutasyon) gibi kalıtsal genetik hastalıklar da pankreas kanseri riskini artırmaktadır 

(62). Ayrıca, PRSS1, KRAS, p16 ve p53 genlerinde gerçekleşen mutasyonlarında 

pankreas kanseri riskini artırdığı bilinmektedir (63).  

2.1.2. Tedavi Yaklaşımları 

Pankreas kanserinden geleneksel tedavi yöntemi olarak ameliyat, kemoterapi, 

radyoterapi ve palyatif bakım uygulanmaktadır (54). Uygulanacak tedavinin türü 
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belirlenirken öncelikle kanserin türü ve evresi ile hastanın yaşı, genel sağlık durumu 

ve organ fonksiyon testleri dikkate alınmaktadır. Örneğin; evre 1 ve evre 2’de bulunan 

pankreas kanseri hastalarında öncelikle ameliyat tercih edilirken, evre 4’te bulunan 

hastalarda öncelikle neoadjuvan tedavi olarak uzun süreli kemoterapi uygulanarak 

tümör boyutunun küçülmesi sağlandıktan sonrasında ameliyat tercih edilmektedir (64). 

Ayrıca ameliyat öncesi uzun süreli kemoterapi uygulamasının daha iyi bir tümör 

kontrolü ve dolayısıyla hastanın yaşam süresi ile yaşam kalitesinde de artış sağladığı 

bilinmektedir (65). Ameliyat sonrasında hastanın genel sağlık durumu ve organ 

fonksiyonları değerlendirildikten sonra adjuvan kemoterapi de uygulanmaktadır. 

Genel sağlık durumu ve organ fonksiyonu daha iyi olan hastalara genellikle dört ilacın 

kombinasyonundan oluşan FOLFIRINOX (florourasil, oksaliplatin, irinotekan, 

lökovorin) tedavisi uygulanırken, durumu daha kötü olan hastalara gemsitabin veya bu 

ilacın bazı ilaçlar ile birlikte kombinasyonu tercih edilmektedir (66).  

Adjuvan ve neoadjuvan tedaviler her ne kadar çoğu hastada olumlu yönde 

etkilere sahip olsa da, bu tedavi yöntemlerinin de kısıtlamaları bulunmaktadır. Örneğin 

ameliyat sonrasında hastaların yaklaşık %40’ında gelişen komplikasyonlardan dolayı 

bu bireyler adjuvan tedavi alamamaktadır (67).  Neoadjuvan tedavi alan hastalarda ise 

ameliyat öncesinde aldıkları tedavi kaynaklı gelişen komplikasyonlar sonucunda 

bireyler ameliyat edilememektedir. Bunların yanı sıra bireylere uygulanan kemoterapi 

ve radyoterapi gibi tedavi yöntemleri sonucunda pankreasta fibrozisin tetiklendiği ve 

dolayısıyla ameliyat ile ilişkili gelişebilecek komplikasyon oranının da arttığı 

bilinmektedir (68). 

Pankreas kanseri tedavisinde tercih edilen bu geleneksel tedavi yöntemlerinin 

kısıtlamalarının üstesinden gelmek için hedefe yönelik tedavi, immünoterapi ve 

mikrobiyal tedavi gibi çok çeşitli yeni yaklaşımlar da geliştirilmektedir (54, 69). Fakat 

her ne kadar pankreas kanseri hücrelerinde gerçekleşen genetik alterasyonların 

heterojenitesi ve immün tolerans mekanizmaları temel alınarak yeni yaklaşımlar 

geliştirilsede, bunlar da hastalığın tedavisi için yetersiz kalmaktadır (54).  
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2.2. Endoplazmik Retikulum Organeli ve Endoplazmik Retikulum Stres 

Yanıtları 

Endoplazmik retikulum (ER), hücre sitoplazmasında bulunan, zarlı tabaka ile 

tübüllerin sürekli ağından oluşan ve ER lümeninin sitozolden ayrımını sağlayan çift 

zarlı lipit tabakasına sahip en büyük intrasellüler organeldir (70). ER, protein sentezi 

ve transportu, protein katlanması, lipit ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizması 

ve kalsiyum depolanması gibi çok çeşitli fonksiyonlara sahiptir (71-77). ER organeli 

ribozom içeren granüllü kompartman ile ribozom içermeyen granülsüz 

kompartmandan oluşmaktadır. Tüm ökaryotik hücreler ER bulundururken, bazı 

özelleşmiş hücreler yapılarında çok daha fazla sayıda ER bulundurmaktadır. Örneğin, 

lipit sentezinden sorumlu majör hücrelerden hepatositler çok sayıda granülsüz ER’a 

sahipken, efektör B hücreler gibi plazma hücreleri ve ekzokrin hücrelere sahip 

pankreas hücreleri yapılarında bol miktarda granüllü ER içermektedir (78). 

Granülsüz ER, lipitler ile steroid hormonların biyosentezinden sorumludur ve 

ayrıca organlardaki detoksifikasyon reaksiyonları da burada gerçekleşmektedir (79). 

Kaslarda bolca bulunan granülsüz ER’ın özel bir türü olan sarkoplazmik retikulum ise 

kas kasılması sırasında gerekli olan kalsiyumun temininden sorumludur. Granüllü 

ER’lar yapılarında bol miktarda integral hücre zarı proteininin ve/veya salgı 

proteinlerinin sentezinden sorumlu olan ribozomları bulundurmaktadır. Ribozomlar 

aracılığıyla transkripsiyon reaksiyonu sonucunda oluşan mRNA’ların polipeptit zinciri 

haline gelmesi için önce sitozolde daha sonra ER’da translasyon reaksiyonu 

gerçekleşmektedir (80, 81). Translasyon reaksiyonu sonucu oluşan küçük peptit 

zincirleri de peptidaz enzimleri tarafından kesilerek serbest protein halinde ER 

lümenine girerler (82). ER lümenine giren serbest proteinlerin öncelikle integral 

membran proteini mi yoksa salgı proteini mi olduğu belirlenmektedir. Yapısında 

hidrofobik rezidüler bulunduran veya transferi engelleyecek özelleşmiş sekanslar 

içeren proteinin integral membran proteini olduğunun anlaşılmasından sonra proteinin 

sitoplazmaya translokasyonu engellenerek fosfolipit tabakasına yerleşmesi 

sağlanmaktadır (83).  

Hücre zarına katılmayan salgı proteinlerinin ilgili bölgeye transportu 

sağlanmadan önce proteinin fonksiyonunun ve/veya transportunun gerçekleşeceği 
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bölgeyi belirlemek amacıyla şaperon proteinler aracılığıyla katlama işlemi 

gerçekleşmektedir. Doğru katlanma sonrasında ise ilgili enzimler yardımıyla N-

glikolizasyon, disülfit bağ oluşumu ve oligomerizasyon gibi posttranslasyonel 

modifikasyonlar meydana gelmektedir (75). Posttranslasyonel modifikasyonlar 

sonucunda doğru bir şekilde katlanan birçok proteinin ilgili bölgeye transportu 

sağlanmaktadır. Fakat mutasyonlar, şaperon protein yetersizliği veya kanser 

hücrelerinde karsinogenez kaynaklı oluşan hipoksi, glukoz yetersizliği, kontrolsüz 

hücre büyümesinden dolayı artan protein sentezi, oksidatif stres ve pH değişimi gibi 

sebeplerden dolayı bazı proteinlerin katlanmaları sağlanamamakta veya yanlış 

katlanabilmektedir (84). Hem protein homeostazının sağlanabilmesi hem de ER’da 

olası stres oluşumunun engellenebilmesi için katlanamayan ve/veya yanlış katlanmış 

proteinler çeşitli kalite kontrol sistemleri ile ER’dan elimine edilirler. Bu kalite kontrol 

sistemleri; ER ile ilişkili yıkım (ERAD), otofaji ve Katlanmamış Protein Yanıtı 

(KPY)’dır (85).  

2.2.1. Endoplazmik Retikulum ile İlişkili Yıkım (ERAD) 

ER ile ilişkili yıkım yolağının varlığı, heptamerik T hücre reseptörü (TCR) 

kompleksinde yer alan alt birimlerin döngüsü üzerine çalışmalar yapan Klausner ve 

ark. tarafından saptanmıştır. TCR kompleksinin transferi için öncelikle TCR alt 

birimlerinin T hücre ER’ında heterooligomerik kompleks halini almaları 

gerekmektedir. Klausner ve ark. heterooligomerik kompleks hali alamayan TCR alt 

birimlerinin lizozomal proteazlardan bağımsız bir şekilde yıkıldıklarını fark 

etmişlerdir ve bu durum ER’ın kendisinin yanlış katlanmış proteinlere karşı proteolitik 

aktivitesinin olabileceğini düşündürmüştür (86). Daha sonra mayalarda yapılan önemli 

bir çalışma sonucunda ise ubikitin konjugasyon mekanizmasının bileşenlerinden olan 

Ubc6’yı bulundurmayan hücrelerde, kısa ömürlü yanlış katlanmış membran 

proteinlerinin yıkımının gerçekleşmediği anlaşılmıştır (87).  ER protein kalite 

kontrolündeki bu ubikitin-proteozom sisteminin varlığı ayrıca kistik fibroz 

transmembran iletkenlik regülatörünün (CFTR) mutant ve doğal suşunda yapılan 

çalışmalarda da doğrulanmıştır. CFTR’ler ile yapılan çalışmada, proteozom fonksiyon 

inhibisyonu ile CFTR moleküllerinin birikiminin gerçekleştiği gösterilmiştir (88). 

Tüm bu bilgiler ışığında ER lümeninde ve membranında bulunan aberant proteinlerin 

ubikitin-proteozom sistemi tarafından sitoplazmada yıkıma uğradıkları anlaşılmıştır. 



11 

 

ERAD reaksiyonunda görevli çok sayıda bileşen bulunmaktadır ve bu 

bileşenler aracılığıyla da sırasıyla substrat molekülün tanınması, retrotranslokasyonu, 

poliubikitinasyonu ve 26S proteozom tarafından yıkımı gerçekleşmektedir.  

Substrat Molekülünün Tanınması: Posttranslasyonel modifikasyonu 

başarısız olan veya yanlış katlanmış polipeptit molekülleri ile bir araya gelememiş 

yapıdaki çoklu protein kompleksleri ERAD mekanizmasının substratı olarak 

bilinmektedir (89). Bu substrat moleküllerinin tanınması moleküler şaperonlar ve 

şaperon benzeri lektinler aracılığıyla sağlanmaktadır. Örneğin; hidrofobik yapılar 

içeren katlanamamış veya yanlış katlanmış proteinler şaperonlar tarafından tanınırken, 

kotranslasyonel modifikasyon sonucunda yapısında N-bağlı oligosakkaritler 

bulunduran glikoproteinler şaperon benzeri lektinler tarafından tanınmaktadır. Fakat 

yapılan çalışmalar doğrultusunda, şaperon benzeri lektin eksikliğinin olduğu 

koşullarda devreye şaperonların da girebildiği anlaşılmıştır (90).    

Substrat Molekülünün Retrotranslokasyonu: Tanınan substrat molekülü ER 

lümeninden sitoplazmaya transfer edilir. Retrotranslokasyon reaksiyonu sırasında 

çeşitli kanalların görev aldığı bilinmektedir (90). Örneğin; elde edilen ilk veriler 

doğrultusunda translokasyondan sorumlu Sec61 kanalının retrotranslokasyonda da 

görev aldığı anlaşılmıştır (91, 92). Sec61’e ek olarak yapılan bazı çalışmalar 

sonucunda ubikitin proteinin ligasyonundan sorumlu proteinlerin de bu mekanizmada 

bir kanal görevi gördükleri fark edilmiştir (93, 94). Retrotranslokasyon reaksiyonun 

ayrıca kanal kullanılmadan da gerçekleştiği bilinmektedir. Örneğin; integral membran 

proteinleri direkt olarak hücre zarının lipid tabakasından geçebilmekte veya bir şekilde 

lipid tabakasında çözünür hale gelerek sitoplazmaya transferlerinin gerçekleştiği 

düşünülmektedir (95).  

Substrat Molekülünün Poliubikitinasyonu: Retrotranslokasyonu 

gerçekleşen substrat molekülü öncelikle ubikitinlenir. 76 amino asitlik bir protein olan 

ubikitin, substratın ERAD sırasında proteozomlar aracılığıyla yıkılması için bir sinyal 

görevi görmektedir (96). Ubikitinin substrat molekülüne bağlanması enzimatik kaskat 

aracılığıyla sağlanmaktadır. Bu kaskat, ubikitin aktive edici enzimin (E1) aktivitesi ile 

başlamaktadır. E1, önce adenilasyon reaksiyonu daha sonra nükleofilik atak 

aracılığıyla ubikitine bağlanmaktadır. E1’e bağlanan ubikitin, ubikitin konjuge edici 
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enzim olarak bilinen E2’ye aktarılmaktadır. E2’ye aktarılan ubikitin ise bu molekülün 

substrata bağlanmasından sorumlu enzim olan ubikitin ligaz (E3)’a aktarılmaktadır. 

E1-E2-E3 enzim kaskadı aracılığıyla gerçekleşen bu işlem substrat molekülünün 

yıkıma uğrayabilmesi için gerekli uzunlukta ubikitin molekülleri elde edilene kadar 

devam etmektedir (Şekil 2.1.) (97). 

 

Şekil 2.1. Endoplazmik retikulum ile ilişkili yıkım reaksiyonunun 

sitoplazmada gerçekleşme aşamaları (BioRender.com ile hazırlanmıştır). 

Ubikitin-Proteozom Sistemi: Sitoplazmaya transferinin akabinde 

poliubikitinlenen substrat molekülünün yıkımı 26S proteozom tarafından gerçekleşir. 

26S proteozom, katalitik fonksiyona sahip 20S proteozom alt birimi ile molekülün 

tanınmasından ve yapının içine alınmasından sorumlu olan iki tane 19S düzenleyici 

birimden oluşmaktadır (21, 98). 20S birimi, yapısında toplam 28 tane alt birim içeren 

dört heptamerik halka bulundurmaktadır (22). Bu dört heptamerik halkayı iki tane 

birbirinin aynısı olan katalitik beta halkaları (14 beta alt birim) ile bunların dışında 

kalan katalitik olmayan alfa halkaları (14 alfa alt birim) oluşturmaktadır (99) (Şekil 

2.2.).  
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Şekil 2.2. 26S proteozom A) 19S ve 20S proteozom alt birimleri B) 20S 

proteozom alt biriminde bulunan katalitik beta halkası (BioRender.com ile 

hazırlanmıştır).  

Alfa halkasında yer alan alt birimler, sadece yanlış katlanmış veya katlanmamış 

proteinlerin yapının aktif bölgesine girişini kontrol etmektedir. Beta halkasında yer 

alan β1, β2 ve β5 alt birimleri ise proteozom kompleksinin proteolitik aktivitesinden 

sorumludur (99). β1 alt birimi kaspaz benzeri (asidik rezidü sonrası kesim), β2 alt 

birimi tripsin benzeri (bazik rezidü sonrası kesim) ve β5 alt birimi kimotripsin benzeri 

(hidrofobik rezidü sonrası kesim) proteolitik aktiviteye sahiptir (99, 100) ve tüm beta 

alt birimler amino uçta bulunan treonin 1’den kesim yaparlar (101). 19S birimi ise 

proteozom komplesinde düzenleyici göreve sahip alt birimlerden oluşmaktadır. Alt 

birimleri, altı tane ATPaz ve en az sekiz tane ATPaz olmayan enzim oluşturmaktadır. 

Bu alt birimler yıkılacak olan substrat molekülünün tanınması, deubikitinasyonu, 

yapısında bulunan posttranslasyonel modifikasyonunun kesimi ve translokasyonundan 

sorumludur (102, 103). Dolayısıyla yıkıma uğrayacak olan poliubikitinlenmiş protein 

molekülü, önce 19S proteozom birimi tarafından tanınarak yıkımı gerçekleştirecek alt 

birimlere sahip 20S proteozoma aktarılır ve sonuç olarak proteinin yıkımı 

gerçekleştirilir (22). 

2.2.2. Otofaji 

Otofaji, hücresel moleküllerin ve hasar görmüş organellerin lizozomlar 

yardımıyla yıkımlarının gerçekleştiği programlı katabolik bir mekanizmadır (104).  

Günümüzde memeli hücrelerde bulunduğu bilinen otofaji türleri; makrootofaji, 

mikrootofaji ve şaperon aracılı otofajidir. Bunlar kendi arasında fizyolojik 
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fonksiyonlar ve yıkım için izlenen taşıma mekanizmaları açısından farklılıklar 

göstermektedir (105, 106).  Makrootofajide sitoplazmada bulunan taşınacak bileşenler 

öncelikle otofagozom olarak bilinen çift hücre zarlı veziküllere alınırlar. Daha sonra 

otofagozomun lizozom ile birleşmesi sonucunda oluşan otolizozom yapısı sayesinde 

de taşınan bileşenlerin yıkımı meydana gelmektedir.  Mikrootofajide sitoplazmada 

bulunan bileşenlerin direkt olarak lizozomun membranından hücre içine alımları ve 

akabinde yıkımları gerçekleşmektedir. Büyük yapılı bileşenlerin yıkımı hem 

makrootofaji hem de mikrootofaji aracılığıyla düzenlenebilmektedir. Şaperon aracılı 

otofaji mekanizmasında ise, şaperon proteinler ile kompleks oluşturan yıkım için 

hedeflenmiş proteinler lizozom membranında bulunan reseptörler tarafından tanınır ve 

hücre içine alınarak yıkımları gerçekleştirilir (105). Otofajinin hastalıklarda var olan 

etkileri ile ilgili yapılan çalışmalar incelendiğinde makrootofajinin büyük bir önem 

sahip olduğu anlaşılmaktadır. 

Açlık veya diğer bazı stres kaynaklı olaylar sonucunda hücrede meydana gelen 

hasar sonucunda açığa çıkan hücresel bileşenlerin, katlanmamış veya yanlış katlanmış 

proteinlerin, patojene ait ürünler gibi bileşenlerin ortamda var olması ile birlikte 

hücresel homeostazisin devamlılığının sağlanabilmesi amacıyla otofaji devreye 

girmektedir. Ayrıca yapılan çalışmalar doğrultusunda otofajinin hücre büyümesi, 

hücre döngüsü, farklılaşma, programlı hücre ölümü, hücresel yaşlanma ve tümör 

oluşumu üzerinde de önemli rollere sahip olduğu bilinmektedir (107). Otofaji, hücresel 

homeostazisin devamlılığı açısından incelendiğinde bu mekanizmanın hem ER stresi 

düzenleyebildiği hem de ER stres tarafından düzenlenebildiği anlaşılmaktadır. ER 

stres varlığında yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinlerin otofaji tarafından 

yıkımının altında yatan mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Fakat yapılan 

çalışmalar sonucunda var olan ER stres aracılığıyla otofajinin düzenlendiği 

bilinmektedir. Örneğin meme kanseri hücreleri ile yapılan bir çalışma doğrultusunda 

KPY’de görev alan IRE1α proteininin aktivasyonu sonrasında aktive olan apoptozis 

ile ilişkili JNK/ASK1/TRAF2 yolağının otofajiyi aktive ettiği gözlenmiştir (108). 

2.2.3. Katlanmamış Protein Yanıtı (KPY) 

Katlanmamış veya yanlış katlanmış protein miktarının artışı ve ER lümeninde 

birikimi ile birlikte yetersiz kalan ERAD mekanizması ile otofajiye ek olarak KPY 
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sistemi devreye girmektedir. Aktive olan KPY; global protein üretim hızını azaltıp, 

ER’ın protein katlama ve posttranslasyonel modifikasyon kapasitesini artırıp, şaperon 

proteinler ile ERAD mekanizmasında görev alan bileşenlerinin üretimini indükler ve 

ERAD mekanizması aracılığıyla katlanmamış ve/veya yanlış katlanmış proteinlerin 

yıkımını sağlayarak ER stresin şiddetinin artmasını engellemektedir (109-111).  Fakat 

ER stresin şiddetinin ve süresinin arttığı durumda aktif hale gelen KPY mekanizması 

da ER homeostazisini sağlamada yetersiz kalmaktadır ve sonuç olarak hücre ölümü 

indüklenmektedir (110) (Şekil 2.3.). 

 

Şekil 2.3. Endoplazmik retikulum ile ilişkili hücre ölümünde stresin şiddetinin 

ve süresinin rolü (BioRender.com ile hazırlanmıştır). 

KPY’de görev alan üç önemli protein bulunmaktadır. Bu proteinler; inositol 

gerektiren enzim-1 (IRE1), protein kinaz R benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici 

transkripsiyon faktörü 6 (ATF6)’dır. Bu üç protein ER luminal ve sitozolik kısımlar 

içermektedir. ER luminal kısım katlanmamış veya yanlış katlanmış proteinleri 

algılarken, sitozolik kısım aracılığıyla translasyonel, transkripsiyonel veya direkt 

olarak sinyal molekülü ile interaksiyon sağlanarak sinyal iletimi gerçekleşmektedir 

(112) (Şekil 2.4.). 
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Şekil 2.4. ER stres varlığında katlanmamış protein yanıtının aktivasyonu 

(BioRender.com ile hazırlanmıştır). 

İnositol gerektiren enzim-1 (IRE1): IRE1, sitozolik serin/treonin kinaz ve 

endoribonükleaz (RNaz) aktivitelerine sahip tip 1 ER transmembran proteinidir (113, 

114). Memelilerde IRE1α ve IRE1β olmak üzere iki tane IRE1 izoformu 

bulunmaktadır. IRE1α sürekli olarak eksprese edilirken, IRE1β’nin ekspresyonu 

sınırlıdır (115). Homeostazis koşulu altında, BiP/GRP78 şaperon protein ile asosiye 

olarak bulunan IRE1 inaktif haldedir. ER stres durumunda ise, şaperon proteinin 

IRE1α’dan ayrılması sonrasında aktif hale gelen proteinin trans-otofosforilasyonu ve 

aynı zamanda oligomerizasyonu gerçekleşerek kinaz aktivitesi de aktif hale 

gelmektedir (116, 117).  IRE1α’nın majör RNA substratı X-box bağlanma protein 1 

(XBP1)’dir (118). IRE1α, XBP1 mRNA’ sında bulunan küçük 26 nükleotitlik intron 

kısmını kesip geriye kalanları birleştirerek XBP1’i aktif bir transkripsiyon faktörü 

(sXBP1) haline getirmektedir (112). Aktif hale gelen sXBP1’in hücre çekirdeğine 

translokasyonu gerçekleşir ve çekirdekte proteinlerin translokasyonunda, 

katlanmasında ve salınımında yer alan genler ile ERAD mekanizmasında, lipid 

metabolizmasında ve proteinlerin glikolizasyonu için gerekli ürünlerin sentezlendiği 

heksozamin biyosentezinde görevli genlerin ekspresyonunu düzenleyerek oluşan ER 
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stresin azaltılması sağlanmaktadır (112, 116). Ayrıca IRE1α endoribonükleaz 

aktivitesini kullanarak da, IRE1 bağımlı mRNA bozunması olarak bilinen RIDD 

(IRE1α bağımlı bozunma) kolunu aktive edip bazı ribozomal RNA’ları, öncül 

mikroRNA’ları ve ER’da lokalize halde bulunan RNA’ları kesip yıkıma uğratmaktadır 

ve böylece daha fazla protein yapımı engellenerek var olan protein yükü 

azaltılmaktadır (15, 119).  

Protein Kinaz R Benzeri ER Kinaz (PERK): Serin/treonin kinaz aktivitesine 

sahip tip 1 ER membran proteini olan PERK, aynı IRE1 proteininde olduğu gibi ER 

stres varlığında şaperon proteinin yapısından ayrılması sonrasında aktif hale 

gelmektedir. Aktif hale gelen PERK, trans-otofosforilasyonunu gerçekleştirirken aynı 

zamanda oligomerize olarak da kinaz aktivitesini aktive etmektedir (120). PERK kinaz 

aktivitesini kullanarak ökaryotik translasyon başlatıcı faktör alt birim 2α (eIF2α) 

molekülünü serin 51’den tersinir bir şekilde fosforillemektedir. Fosforilasyon 

reaksiyonu sonrasında ise eIF2α aracılığıyla global translasyon inhibe olmaktadır ve 

böylece daha fazla yeni protein sentezinin gerçekleşmesi engellenerek ER’daki protein 

yükü azaltılmaktadır (121, 122).   Fakat diğer bir taraftan bazı genlerin ekspresyonu 

seçici bir şekilde devam etmektedir. Örneğin eIF2α’nın fosforilasyonu sonrasında 

aktive edici transkripsiyon faktörü 4 (ATF4)’ün ekspresyonu gerçekleşmektedir. 

ATF4’ün daha sonra hücre çekirdeğine translokasyonu meydana gelmektedir ve 

burada protein sentezi, amino asit metabolizması, redox homeostazisi, apoptozis ve 

otofaji reaksiyonlarında görev alan genlerin ekspresyonunu aktive etmektedir. 

Transkripsiyon faktörü C/EBP homolog protein (CHOP), ATF4 tarafından 

ekspresyonu indüklenen ve pro-apoptotik fonksiyona sahip genlerden biridir (117). 

Ayrıca ATF4, Growth arrest and DNA damage-inducible protein (GADD34) geninin 

ekspresyonunu da indüklemektedir. GADD34,  protein fosfotaz 1 (PP1) ile kompleks 

oluşturarak eIF2α’nın defosforilasyonuna ve dolayısıyla protein sentezinin devam 

etmesine yol açmaktadır (112) (Şekil 2.4.).  

Aktive Edici Transkripsiyon Faktörü 6 (ATF6): Tip 2 transmembran 

proteini olan ATF6, DNA bağlanma motifi içeren N uçlu sitoplazmik kısım ile 

BiP/GRP78 şaperonuna bağlanabilen C uçlu ER luminal kısma sahiptir. Memelilerde 

ATF6’nın ATFα (90 kDa) ve ATFβ (110 kDa) olmak üzere iki tane homoloğunun var 

olduğu bilinmektedir (123). Hem ATFα hem de ATFβ ER’da sürekli olarak 
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sentezlenmektedir ve KPY mekanizmasının devreye girmesinin akabinde 

aktivasyonları gerçekleşmektedir (124). ER stres durumunda, ATF6 proteini şaperon 

proteininin yapısından ayrılması sonrasında COPII vezikülleri aracılığıyla ER’dan 

golgi organeline taşınmaktadır ve burada site-1 protease (S1P) ve site-2 protease (S2P) 

enzimleri tarafından kesimi gerçekleşmektedir (125, 126). Kesim sonucunda DNA’ya 

bağlanabilen N uçlu sitozolik kısım içeren ve transkripsiyonel olarak aktif olan 

ATF6p50 fragmenti oluşmaktadır (116).  ATF6p50 daha sonra hücre çekirdeğine 

transloke olur ve burada protein katlanması, protein transportu ve ERAD 

mekanizmasında görevli genlerin ekspresyonunu indükleyerek ER’da protein 

homeostazisinin sağlanması için yardımda bulunmaktadır. Yapılan çalışmalar 

doğrultusunda, ATF6p50’nin sXBP1 ile birlikte aynı yolaklar üzerinde etkili olarak 

protein homeostazisini sağladıkları ve ayrıca ER organeli ile golgi organelinin 

biyogenezini düzenleyerek ER stres varlığında hücrelerin salınım kapasitesinin artışını 

da sağladıkları anlaşılmıştır (112) (Şekil 2.4.).  

KPY sinyal yolağında yer alan tüm bu bileşenler ER stres koşulu altında hücre 

fonksiyonları ve ER homeostazının devamlılığını sağlamaya çalışmaktadır. Fakat 

KPY’nin yetersiz kaldığı veya çalışamadığı durumlarda çok çeşitli yollar aracılığıyla 

hücrelerde hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolaklar aktive edilmektedir 

(104) (Şekil 2.5.). 

Aktive olan apoptotik yolaklarda BCL-2 ailesine ait pro-apoptotik 

proteinlerden BAX ve BAK’ın mitokondri organelinde konformasyonel aktivasyonu 

gerçekleşmektedir. Bu aktivasyonun devamında ise apoptozom kompleksi oluşmakta 

ve programlı hücre ölümünde görevli olan kaspaz 3 aktive olmaktadır (112). BCL-2 

ailesinin BH3-only grubunda yer alan BIM, PUMA, NOXA ve BID proteinlerinin de 

ER stres ile indüklenen apoptoziste önemli role sahip oldukları bilinmektedir (127, 

128). KPY sinyal yolağının aktivasyonu sonucunda oluşan PERK-ATF4-CHOP-

GADD34 yolağı aracılığıyla gerçekleşen eIF2α defosforilasyonunun devamında 

translasyonel inhibisyon ortadan kalkmaktadır. Dolayısıyla hem hücrede var olan 

protein yükü artarak hem de apoptoziste görev alan pro-apoptotik proteinlerin yapımı 

sağlanarak apoptozis indüklenmektedir (104). ER stres aracılı indüklenen apoptoziste 

KPY’de yer alan IRE1 ayağının rolü de iyi bilinmektedir. Örneğin; IRE1 aracılığıyla 

aktive olan tümör nekrozis faktör reseptör ile ilişkili faktör 2 (TRAF2)’nin ASK1/JNK 



19 

 

kinaz kaskadını devreye geçirerek direkt olarak hücrede apoptozisin indüklendiği 

bilinmektedir. Ayrıca apoptoziste görev alan kaspaz 2’nin düzeyini negatif yönde 

kontrol eden mikroRNA’lar ile inflamazom aktivasyonu sonucunda indüklenen 

apoptozisi inhibe etme özelliğine sahip miRNA’ların da RIDD aracılığıyla yıkıldığı 

bilinmektedir (Şekil 2.5.). 

 

Şekil 2.5. ER stres aracılı indüklenen hücresel ölüm yolları (BioRender.com ile 

hazırlanmıştır). 

Bunların yanı sıra uzun süreli ER stres koşulu altında IRE1 ile PERK ayakları 

dönüşümlü olarak çalışarak hücrelerde ölüm indüklenmektedir. Örneğin;  ER stresin 

oluştuğu ilk zamanda aktif olan RIDD mekanizması, CHOP proteini aracılığıyla 

ekspresyonu indüklenen ölüm reseptörü 5 (DR5)’i kodlayan mRNA’nın yıkımını 

gerçekleştirmektedir. Tümör nekrozis faktör ailesine ait olan kaspaz aktive edici hücre 

yüzey ölüm reseptörü olan DR5 ise apoptoziste görevli olan kaspaz 8’in 

aktivasyonundan sorumludur. Dolayısıyla DR5, RIDD tarafından yıkıldığı durumda 

hücrede ölüm inhibe edilmektedir. Fakat uzun süreli ER stres koşulu altında RIDD 

mekanizmasının aktivasyonu baskılanarak DR5 ekspresyonu artmaktadır ve hücrede 

apoptozis indüklenmektedir. Ayrıca apoptozisin KPY’de görevli ayaklar haricinde, ER 

organelinden mitokondri organeline doğru inositol trifosfat reseptörü (IP3R) 
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aracılığıyla gerçekleşen aşırı Ca+2 salınımı ile de indüklenebildiği bilinmektedir. 

Çünkü mitokondri organeline Ca+2 alımı ile hücrelerden apoptozom oluşumu için 

gerekli olan sitokrom c salınımında artış gerçekleşmektedir. ER membranında yer alan 

hücre ölüm düzenleyicilerinden TMBIM ve BAX inhibitörü 1 ise IP3R aracılığıyla 

gerçekleşen Ca+2 salınımını engelleyerek ER stres aracılı indüklenen apoptozisi inhibe 

etmektedir (104, 112) (Şekil 2.5.). 

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Kanser  

Tümör mikroçevresinde var olan zayıf vaskülarizasyon, oksijen azlığı, besin 

yetersizliği veya fazlalığı, intrasellüler reaktif oksijen türlerinin (ROS) birikimi ve 

düşük pH gibi çok çeşitli faktörler ER’ın protein katlama kapasitesini bozarak kanser 

hücrelerinde ER stres oluşumuna yol açmaktadır (104, 129). Protein sentezi sırasında 

disülfit bağ oluşum reaksiyonu oksijenden bağımsız bir şekilde gerçekleşirken, 

posttranslasyonel katlanma sırasında bu reaksiyonun gerçekleşebilmesi için oksijene 

ihtiyaç duyulmaktadır. Dolayısıyla oksijenden yoksun olan kanser hücrelerinde 

posttranslasyonel disülfit bağ oluşumunun gerçekleşememesi sonucunda katlanmamış 

proteinler ER lümeninde birikerek hipoksi kaynaklı ER stres indüklenmektedir (130). 

Ayrıca oksijen lipid desatürasyon reaksiyonu sırasında da oldukça büyük öneme 

sahiptir. Kanser hücrelerinde var olan bu hipoksik koşul ile birlikte lipid 

desatürasyonunda azalma meydana gelmektedir. Bu azalma sonrasında ise hücrede 

oluşan stresin yükünü azaltmak için gerekli olan ER organelinin genişleme 

reaksiyonunda bir sınırlama gerçekleşerek kanser hücresinde yine hipoksi kaynaklı ER 

stres indüklenmektedir (131). 

Besin kaynağında meydana gelen azlık veya aşırılık kaynaklı olarak meydana 

gelen metabolik stres, kanser hücrelerinde ER homeostazisinin bozulmasına yol 

açmaktadır. Örneğin; glukoz ve glutamin varlığının birçok açıdan ER stres ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Glukoz veya glutamin eksikliğini sonucunda ER’da proteinlerin 

katlanması ve glukozilasyonu için gerekli olan üridin difosfat N-asetilglukozamin 

sentezinin gerçekleştiği heksozamin biyosentetik yolağının inhibisyonunun meydana 

geldiği bilinmektedir (132, 133). Ayrıca glukoz azlığı protein katlanması sırasında 

enerji ve fosfat kaynağı olarak gerekli olan ATP üretimini de etkilemektedir (134). 

Besin azlığının yanı sıra örneğin yüksek kanser riski ile ilişkili olduğu bilinen obezite 
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durumunda palmitat ve stearat gibi doymuş uzun zincirli yağ asitlerinin fazlalığı ile 

ER membran boyutunda, bileşenlerinde ve akışkanlığında bozulma gerçekleşmektedir. 

Bu bozulmalar sonucunda ise ER’ın protein glikolizasyon fonksiyonunda bozulma 

meydana gelerek hücrelerde ER stres indüklenmektedir (135, 136). 

Proteinlerin ER’da doğru bir şekilde katlanabilmeleri için organelin redox 

durumu da oldukça etkili bir faktördür. Örneğin; glutamin azlığında ortamda oluşan 

ROS’ların eliminasyonunda görevli olan glutatyon üretimi gerçekleşememektedir ve 

ROS’ların ER lümeninde birikimi sonucunda da hücrelerde ER stres meydana 

gelmektedir (137).  Ayrıca elektron transport zincir reaksiyonunun yan ürünü olarak 

da mitokondri iç membranında yüksek miktarda ROS birikimi gerçekleşmektedir 

(138). Bu yüksek miktar intrasellüler ROS birikimi ER’da var olan kalsiyum 

kanallarının bozulmasında yol açarak protein katlanmasını engelleyebileceği gibi 

ER’da bulunan şaperon proteinlere bağlanabilen lipid peroksidasyon yan ürünlerinin 

oluşumuna neden olarak ER stresi indüklemektedir (139-141). Kanser hücreleri majör 

metabolik yolak olarak aerobik glikolizi kullanmaktadır ve dolayısıyla bu glikoliz 

reaksiyonu sonucunda oluşan laktik asit tümör mikroçevrenin pH’ını düşürmektedir. 

Oluşan bu asidik ortamın ise intrasellüler kalsiyum homeostazisini bozarak ve/veya 

aşırı ROS üretimine yol açarak ER strese yol açtığı bilinmektedir (129).   

Kanser hücreleri bu çok çeşitli faktörler aracılığıyla oluşan katlanmamış veya 

yanlış katlanmış proteinlerin ER lümeninde birikmesi sonucunda oluşan stres ile baş 

edebilmek ve kontrolsüz bir şekilde çoğalabilmeleri için bu var olan mikroçevreye 

adaptasyon amacıyla ERAD mekanizması ile KPY sinyal yolağını sürekli olarak 

aktive ederken apoptozu inhibe etmektedir (142). KPY’de yer alan proteinlerden 

IRE1α ile PERK’ün hipoksik koşullar altında kanser hücrelerinin sağ kalımı ve 

büyümesi üzerinde önemli etkilere sahip olduğu bilinmektedir. Yapılan bir çalışmada, 

PERK ekspresyonunun olmadığı transforme edilmiş fare embriyonik fibroblastlardan 

(MEF) elde edilen tümörlerde, hücre ölüm hızında artış gözlenirken anjiyogenez 

yapımında bozukluk fark edilmiştir. PERK/eIF2α aracılığıyla düzenlenen KPY sinyal 

yolağının önemi fosforile olmamış eIF2α eksprese eden MEF’lerde yapılan bir başka 

çalışma sonucunda aşırı hipoksik koşul altında hücre sağ kalımındaki bozukluğun 

gözlenmesi ile daha iyi anlaşılmıştır (143). İnsan tümör ksenograft modelinde yapılan 

bir çalışmada ise dominant negatif IRE1α’in ekspresyonu veya XBP1’in kesiminin 
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inhibisyonu sonucunda damar oluşumunda azalma gözlenmesi doğrultusunda da 

IRE1α/XBP1 yolağının tümör gelişiminin erken evresinde anjiyogenezdeki rolü 

anlaşılmıştır (144). Yapılan bir başka çalışmada ise kanser hücrelerinin P58IPK‘nın 

ekspresyonunu indüklediği ve böylece PERK yolağının aktivasyonu sonucunda 

eksprese edilen ve apoptozda görevli olduğu bilinen CHOP proteinini ekspresyonunu 

baskılayarak apoptozdan kaçtığı anlaşılmıştır (145). ATF6’nın ise memeli/rapamisin 

moleküler hedefi (mTOR) sinyal yolağı aracılığıyla kanser hücrelerine sağ kalım ve 

dormansi halinde dirençlilik kazandırdığı bilinmektedir (123). Tüm bu bilgiler ışığında 

kanser hücrelerinin ERAD mekanizması ile KPY sinyal yolağını kendi yararına 

kullandığı anlaşılmaktadır. Bu durum ERAD mekanizması ile KPY sinyal yolağınının 

kanser tedavisinde hedefe yönelik geliştirilen yeni yaklaşımlar açısından etkili bir alan 

olabileceğini göstermektedir.   

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Pankreas Kanseri  

Pankreas organında ekzokrin pankreası oluşturan duktal hücreler ile asinar 

hücreler tarafından çok miktarda protein sentezi gerçekleşmektedir. Dolayısıyla 

pankreas organında gelişmiş bir ER sistemine ve bu sistemin iyi bir şekilde 

düzenlenmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Pankreas hücreleri, var olan yüksek miktar 

protein sentezi kaynaklı olarak katlanmamış veya yanlış katlanmış proteinlerin ER 

lümeninde birikimi sonucunda oluşabilecek olası ER stresin engellenebilmesi için 

ERAD ve bazal düzeyde KPY mekanizmasını aktive etmektedir(146).  

Pankreas kanserinde ise hem tümör mikroçevresinde bulunan çeşitli 

faktörlerden dolayı hem de kontrolsüz büyüme kaynaklı olarak hücreler tarafından çok 

miktarda protein sentezi gerçekleşmektedir. Bu aşırı protein sentezi sonucunda oluşan 

katlanmamış ve/veya yanlış katlanmış proteinlerin ER lümeninde birikimini 

engellemek, protein ve hücre homeostazisini sağlamak, hücre ölümünden kaçmak ve 

canlılıklığın devamlılığını sağlamak amacıyla pankreas kanseri hücreleri çok daha 

yoğun bir şekilde ERAD ve KPY mekanizmasını kullanmaktadırlar. Dolayısıyla 

sağlıklı pankreas hücrelerine kıyasla pankreas kanseri hücrelerinin ERAD ve KPY 

mekanizmasına daha fazla bağlı oldukları bilinmektedir. Ayrıca yapılan birçok çalışma 

sonucunda pankreas kanserinde çeşitli stres faktörleri aracılığıyla ER lümeninde 
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katlanmamış ve/veya yanlış katlanmış proteinlerin birikimi sonrasında indüklenen 

ERAD ile KPY mekanizmasının kanserin seyrini etkilediği de anlaşılmıştır (147).  

Örneğin; PERK inhibitörü kullanılarak yapılan bir çalışma sonucunda PERK 

inhibisyonu ile PDAC hücrelerinde apoptozun indüklendiği ve pankreas kanseri 

ksenograft modellerinde tümör boyutunun azaldığı gözlenmiştir. Yapılan bir başka 

çalışma sonucunda PERK aktivitesinin PDAC tümörlerinin karaciğere metastazı ile 

ilişkili olduğu da anlaşılmıştır (148). IRE1 ile ilgili yapılan çalışmalar doğrultusunda, 

IRE1 aracılığıyla indüklenen sinyal yolağının PDAC hücrelerinin proliferasyon 

kapasitesini düzenlediği anlaşılmıştır. Örneğin, 14 tane PDAC hücre hattı paneli ile 

yapılan bir çalışmada IRE1’in RNaz aktivitesinin bir inhibitör molekül aracılığıyla 

baskılanması doğrultusunda hücrelerin proliferasyon kapasitesinin azaldığı 

gözlenmiştir. Bir başka çalışmada ise IRE1 inhibitör molekülünün otofaji inhibitörü 

olarak bilinen klorokin molekülü ile kombinasyonu sonucunda PDAC hücrelerinin 

büyümesi üzerinde aditif bir etkinin meydana geldiği tespit edilmiştir (146). ATF6 ile 

ilgili çalışmalar genellikle ARG2 üzerinden ilerlemektedir. ARG2, ER’da bulunan 

proteinlerden protein disülfit izomeraz aile üyelerinden biridir ve birçok proteinin 

matürasyonu ile sekresyonunun düzenlenmesinden sorumludur. Sağlıklı dokularda 

ARG2 ekspresyon düzeyi düşük seyirde ilerlerken, bu proteinin ekspresyon düzeyinin 

ER stres doğrultusunda aktif hale gelen ATF6 ve IRE1 sinyal yolakları aracılığıyla 

indüklendiği de bilinmektedir (146, 148).  

ER stresin ayrıca pankreatik asinar hücreli karsinomda da önemli role sahip 

olduğu bilinmektedir. Yoğun bir protein sentezinden ve sentezlenen proteinlerin 

işlenmesinden sorumlu oldukları bilinen asinar hücreler ER bakımından oldukça 

zengindir. Dolayısıyla bu durum asinar hücreleri ER stres ve KPY mekanizmasının 

aktivasyonu açısından oldukça hassas kılmaktadır. Örneğin; asinar hücrelerde KPY 

mekanizmasında görev alan bileşenlerin genetik ablasyonu sonucunda KPY’nin hücre 

ölümü ve hücresel fonksiyon üzerindeki etkisi gösterilmiştir. Aynı şekilde XBP1 gen 

ekspresyonunun inhibe edildiği hayvan modelinde yapılan çalışma sonucunda asinar 

hücrelerde apoptozun indüklendiği gözlenmiştir. Fare asinar hücreleri ile yapılan bir 

çalışma doğrultusunda PERK’ün de asinar hücre sağkalımı üzerinde etkili olduğu 

anlaşılmıştır (148). 
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ERAD mekanizmasının pankreas kanserindeki rolü çok iyi bilinmemektedir. 

Fakat Lin-12 homolog 1 benzeri baskılayıcı/hızlandırıcı (SEL1L) protein ile yapılan 

çalışmalar ERAD’ın pankreas kanserinde önemli role sahip olabileceği yönünde bilgi 

vermektedir. SEL1L, E3 ubikitin ligazlardan biri olan HRD1’in stabilizasyonu ve 

HRD1’e substrat moleküllerinin transferinden sorumludur. Dolayısıyla SEL1L, ERAD 

substrat moleküllerinin ortama çağırılması, retrotranslokasyonu ve ubikitinasyonunda 

önemli role sahip bir proteindir (149). Pankreas kanseri hücreleri ile yapılan bir 

çalışmada,  yüksek miktarda SEL1L ekspresyonunun KPY mekanizmasında yer alan 

proteinlerin aksine, PTEN’i indükleyerek hem hücre döngüsünün G1 fazında 

durmasına hem de hücre-matriks etkileşimlerinde görevli genlerin ekspresyonunu 

düzenleyerek hücre invasyonunun azalmasına yol açtığı gözlenmiştir (150, 151). Tüm 

bu bilgiler doğrultusunda ERAD ve KPY mekanizmasının pankreas kanserinde önemli 

role sahip olduğu anlaşılmaktadır ve bu mekanizmaların pankreas kanseri tedavisinde 

hedef alınabilecek etkili noktalar olabileceği anlaşılmaktadır.  

2.5. İnhibitör Molekül Kullanımı 

KPY ve ERAD’ın kanser üzerindeki anti-apoptotik rollerini ortadan kaldırmak 

amacıyla inhibitör moleküller kullanılmaktadır ve böylece ER stresin derecesi ile 

süresi artırılarak hücrelerin apoptozdan kaçması engellenebilmektedir. Bu amaç 

doğrultusunda kullanılan PERK, IRE1α ve şaperon inhibitör moleküllerinin yanı sıra 

ERAD mekanizmasının son aşamasında bulunan ubikitin-proteozom yolağını hedef 

alan proteozom inhibitörleri de kanser hücrelerinde ER stres aracılı apoptozun 

indüklenmesi amacıyla kullanılmaktadır.  

2.5.1. Kanser Tedavisinde Proteozom İnhibitörlerinin Rolü  

İntrasellüler proteinlerin stabilitesinin ve doğru bir şekilde yıkımlarının 

gerçekleşmesi sağlıklı bir hücrenin fonksiyonlarının devamlılığı için büyük önem 

taşımaktadır. Çoklu proteazların bir arada bulunduğu proteozom, hem katlanmamış ve 

yanlış katlanmış proteinlerin hem de seçici bir şekilde önemli düzenleyici proteinlerin 

yıkımını gerçekleştirmektedir (152, 153). Proteozom tarafından seçici olarak yıkımı 

gerçekleşen proteinlerin büyük bir çoğunluğunu siklinler, siklin bağımlı kinaz 

inhibitörler (ör; p27), tümör baskılayıcılar (ör; p53), pro-apoptotik proteinler (ör; Bax) 

ve transkripsiyon faktörleri (ör; NF-kB inhibitörü IkB) oluşturmaktadır (22).  
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Bir transkripsiyon faktörü olan NF-kB, hücre proliferasyonu, apoptoz ve 

anjiyogenez gibi önemli hücresel fonksiyonlarda görev alan genlerin ekspresyonunu 

indüklemektedir ve genellikle tümör tetikleyici etkisinin olduğu bilinmektedir. NF-kB 

normal koşullar altında sitoplazmada IkB kinaz tarafından stabilizasyonu sağlanarak 

inaktif halde bulunmaktadır. Çeşitli uyaranlar sonucunda IkB kinaz tarafından yapısına 

fosfat grubunun eklenmesi ile aktif hale gelen IkB ubikitin-proteozom sistemi 

tarafından yıkıma uğramaktadır. IkB’nin yıkımı ile aktif hale gelen NF-kB 

transkripsiyon faktörü ise çekirdeğe geçerek burada ilgili genlerin ekspresyonunu 

indüklemektedir (154).  Proteozom sisteminin inhibe edildiği durumda ise NF-kB 

tarafından özellikle hücre canlılığının devamlılığı ve progresyonunda rolü olan 

genlerin ekspresyonu indüklenememektedir ve böylece anti-tümörojenik bir etki 

oluşmaktadır. Bunlara ek olarak, normal şartlarda proteozom tarafından eliminasyonu 

gerçekleşen pro-apoptotik Bim, Bid ve Bik proteinleri proteozom kompleksinin inhibe 

edilmesi sonucunda stabilize olmaktadır. Bu stabilizasyonun akabinde önce pro-

apoptotik efektör proteinlerden Bax ve Bak’ın daha sonra apoptozda görevli 

kaspazların aktivasyonu gerçekleşerek hücre ölümü indüklenmektedir (155). Normal 

şartlarda proteozom tarafından tümör baskılayıcı p53’ün de yıkımı gerçekleşmektedir. 

Proteozom mekanizmasının inhibe edilmesinin akabinde bu proteinin fosforilasyonu 

ve hücre içinde birikimi meydana gelirken, siklin bağımlı kinaz inhibitörlerinden p21 

ile p27’nin stabilizasyonu sonucunda da hücre döngüsünün durması ve hücre 

proliferasyonunun inhibisyonu gerçekleşmektedir (156).  

Proteozomun hücre döngüsü, apoptoz, hücresel olayların devamlılığı için 

gerekli olan protein homeoztazisi ve tümörogenezde var olan bu önemli rollerinden 

dolayı, proteozomun aktivitesini hedef almak amacıyla çeşitli proteozom inhibitörleri 

geliştirilmiştir ve geliştirilmeye devam edilmektedir. Proteozom inhibitörlerinin 

kullanılmaya başlanıldığı ilk zamanlarda araştırmacılar proteozomun sadece kanser 

hücreleri üzerinde değil aynı zamanda normal hücreler üzerinde de var olan önemli 

rollerini ve ayrıca proteozomun tamamen inhibe edilmesinin de toksik bir etki 

yaratacağını bildikleri için proteozom inhibitörlerinin kullanımının ne kadar doğru 

veya faydalı olacağı yönünde şüpheye düşmüşlerdir. Fakat yapılan çalışmalar 

sonucunda proteozom inhibisyonu ile elde edilen anti-proliferatif etkinin kanser 

hücrelerinde normal hücrelere kıyasla daha fazla olduğu anlaşılmıştır. Bu durumun 
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sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte kanser hücrelerinin kontrolsüz büyümeleri 

için sağlıklı hücrelere kıyasla çok daha fazla miktarda protein sentezine ve bu 

sentezlenen proteinlerin düzenlenmesine ihtiyaç duydukları bilinmektedir.  Buna ek 

olarak, kanser hücrelerinde düzenleyici mekanizmalar doğru bir şekilde çalışamadığı 

için çok miktarda katlanmamış ve/veya yanlış katlanmış protein birikimi 

gerçekleşmektedir ve bu durum sağlıklı hücrelere kıyasla, kanser hücrelerini 

proteozom mekanizmasına karşı oldukça hassas kılmaktadır (153). Ayrıca üretilen 

proteozom inhibitörleri oldukça hedefe yönelik geliştirilerek olası hedef dışı 

inhibisyonun da önüne geçilmeye çalışılmaktadır.  

Proteozomlar yapılarında proteolitik enzim sınıfından treonin proteazları 

bulundurmaktadır. Proteozomlarda bulunan tüm proteolitik bölgeler diğer proteaz 

enzimlerin aksine aktif bölge nükleofilleri olarak β alt birimlerin N ucunda bulunan 

treonin hidroksil grubunu kullanmaktadır. 26S proteozomun yapısında çeşitli 

enzimatik aktiviteye sahip bölgeler olmasına rağmen, geliştirilen küçük molekül 

inhibitörler proteozomun proteolitik aktiviteye sahip 20S proteozomunu hedef alacak 

şekilde geliştirilmiştir (157). Enzim spesifik proteaz inhibitörler, genellikle az 

miktarda peptidin bir araya geldiği ve bu peptitlerin C uçtan farmakofor ile 

bağlandıkları bir yapıya sahiptir. İnhibitör moleküller yapılarında bulundurdukları 

farmakofor ile proteozomların katalitik rezidüsünün N ucunda bulunan treonin 

hidroksil grubu ile tersinir veya tersinmez bir şekilde kovalent bağ oluştururken, 

inhibitör molekül yapısındaki peptit kısmı kullanarak enzimin aktif bölgesinde 

bulunan substrat bağlanma bölgesine yerleşir ve bağ oluşturarak enzimin 

inhibisyonuna yol açmaktadır. Proteozomun β alt birimde yer alan her bir enzimin 

polipeptit zincirinde kesim yaptıkları kısım farklılık göstermekle birlikte bu kısımlar 

diğer proteazlar ile benzerlik gösterebilmektedir. Dolayısıyla araştırmacılar yüksek 

spesifisiteye sahip proteozom inhibitör molekül geliştirilmesi sırasında β alt birimin 

kesim yaptığı peptit bölgesini göz önünde bulundurmak yerine proteozomun N ucunda 

bulunan treonin hidroksil grubunu hedef alabilen farmakofor yapı bulundurmasına 

dikkat etmektedirler (152).  

Proteozom inhibitörleri, kimyasal yapılarına bağlı olarak sentetik analoglar ve 

doğal bileşikler olarak sınıflandırılmaktadır. Sentetik inhibitörler, bileşiğin peptit 

kısmına bağlı olan farmakofor gruba bağlı olarak farklılık göstermektedir. Bu 
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farmakofor grup; aldehit, boronat, vinilsülfon, epoksiketon, benzamid, α-ketoamid 

veya α-ketoaldehit olabilmektedir. Araştırmacılar tarafından geliştirilen ilk proteozom 

inhibitörleri, sentez ve optimizasyon sırasındaki kolaylık dolayısıyla peptit aldehit 

inhibitörleri olmuştur. Zaman içerisinde çok çeşitli peptit aldehitler geliştirilmesine 

rağmen (ör; CEP1612, MG115, MG132) bu inhibitörlerin gösterdikleri etkinin azlığı 

ve 20S proteozomun β5 alt birimi haricinde serin ve sistein proteazlara karşı var olan 

aktivitelerinden dolayı diğer inhibitör sınıfları geliştirilmiştir (158).  

Peptit aldehitlere kıyasla, peptit boronat inhibitörlerin sadece serin proteazlara 

karşı daha etkili ve seçici bir şekilde aktivitelerini gerçekleştirdikleri bilinmektedir 

(158). Boronat inhibitörler de peptit aldehitler gibi enzimin aktif bölgesinin N ucunda 

bulunan treoninin hidroksil grubu ile tersinir kovalent bir bağ oluşturmaktadır. Boron 

atomu ile treonin hidroksil grubu arasında oluşan etkileşim sonucunda durağan yapıda 

tetrahedral boron kompleksi oluşmaktadır ve bu kompleks peptit aldehitlere kıyasla 

çok daha uzun süre sabit kalmaktadır. Bu oluşan durağan yapılı tetrahedral boron 

kompleksi öncelikle inhibitörün yapısında bulunan boronik asidin peptit zincir 

uzunluğunu keserek kısaltmaktadır ve böylece hücre membranından daha kolay 

geçebilen ve tersinir olarak enzime bağlanmasına rağmen daha yavaş bir şekilde 

ayrılabilen dipeptidil veya tripeptidil boronik asit yapıları oluşmaktadır.  Tüm bu 

özelliklerden dolayı peptit boronatlar peptit aldehitlere kıyasla tedavi amaçlı 

geliştirilen proteozom inhibitörü olarak daha iyi aday olmaktadır (152, 159).  

Ulusal Kanser Enstitüsü (NCI)’nde altmış insan kanser hücre hattı üzerinde on 

üç adet boron içeren bileşiğin antikanser etkisi incelenmiştir. Yapılan inceleme 

sonucunda bu bileşiklerden küçük moleküler ağırlığa sahip, suda çözünebilen, oldukça 

etkili ve birçok kanser hücre hattına karşı aktiviteye sahip bileşiğin dipeptit boronik 

asit olan bortezomib olduğu anlaşılmıştır. Bortezomib (Velcade, PS341)’in yapılan in 

vitro ve in vivo çalışmalar sonucunda birçok solid ve hematolojik tümör türlerine karşı 

güçlü aktivite gösterdiğinin anlaşılmasından sonra bu bileşik faz 1 çalışmalarında tek 

başına veya kemoterapötikler ile birlikte kullanılmaya başlanmıştır (153). Faz 1 

çalışmalarından elde edilen iyi sonuçlardan sonra faz 2 çalışmaları sırasında multiple 

miyelom (MM) hastalarından elde edilen hızlı cevap sonrasında bu bileşik Amerika 

Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından 2003 yılında MM hastalarının, 2006 yılında ise 

mantle hücreli lenfoma (MCL) hastalarının tedavisi için onay alarak klinikte kullanımı 
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onaylanan ilk proteozom inhibitörü olmuştur. Bu bileşik 2004 yılında da Avrupa İlaç 

Ajansı (EMA) tarafından tek başına veya diğer kemoterapötik ajanlar ile birlikte MM 

ve MCL hastalarının tedavisinde kullanım için onay almıştır (158).  

İntravenöz enjeksiyon yolu ile uygulanabilen bortezomibin on dakika 

içerisinde hızlıca plazmadan dokulara doğru ilerleyebildiği, yarılanma ömrünün kırk 

saatten fazla olduğu ve adipoz doku ile beyin haricinde neredeyse tüm dokulara 

ulaşabildiği bilinmektedir. Bortezomib, birçok sitokrom P450 enzimi tarafından 

intrasellüler oksidatif deboronasyon reaksiyonu aracılığıyla metabolize edilmektedir. 

Yapılan çalışmalar doğrultusunda bortezomibin aktivitesini en fazla 20S proteozomun 

β5 alt birimine karşı gösterdiği ve daha az aktivite ile β1 alt birimi üzerinde de etkili 

olduğu anlaşılmıştır. Farmakodinamik çalışmalar sonucunda ise bortezomibin β5 ve 

β1 alt birimlerine karşı gösterdiği inhibitör etkinin doz ile doğru orantılı bir şekilde 

arttığı gözlenmiştir. Ayrıca bu oluşan inhibitör etkinin ilacın uygulanmasının ardından 

bir saat içerisinde yaklaşık olarak %75’ten fazla olduğu da gözlenmiştir. Elde edilen 

bu etkinin ilacın uygulanmasından yaklaşık yetmiş iki saat sonra ise ortadan kalktığı 

ve proteozomal aktivitenin geri kazanıldığı anlaşılmıştır (22). 

Bortezomibin klinikte gösterdiği olumlu etkiler sonrasında yeni peptit boronat 

proteozom inhibitörleri de geliştirilmiştir. Bu inhibitör moleküllerden iksazomib, 2015 

yılında FDA ve 2016 yılında EMA tarafından klinikte MM hastalarının tedavisi için 

lenalidomid ve deksametazon ile birlikte kullanımı için onay almıştır. Fakat yapılan 

çalışmalar doğrultusunda her ne kadar iksazomib inhibitör molekülünün bortezomibe 

benzer bir şekilde β5 alt birimine karşı seçicilik ve etkiye sahip olduğu gözlense de, 

bu inhibitör molekülün yarılanma ömrünün çok daha kısa olduğu anlaşılmıştır (158).   

Boronik asitler dışında geliştirilen ve hem FDA hem de EMA tarafında klinikte 

kullanım için onay alan bir diğer bileşik ise doğal proteozom inhibitörleri sınıfına ait 

olan karfilzomibtir. B16 fare melanom tedavisi geliştirmek amacıyla anti-tümöral 

etkiye sahip bir ajan üzerinde çalışan araştırmacılar, çalışmaları sırasında Streptomyces 

hygroscopicus bakterisinden epoksiketon ve aktinomiset soyundan gelen Q996-17 

bakterisinden epoksimisin doğal bileşiklerini elde etmişlerdir. Daha sonra yapılan 

araştırmalar sonucunda ise bu elde edilen doğal bileşiklerin 20S proteozomu inhibe 

ederek anti-tümöral bir etki yarattıkları anlaşılmıştır (160). Yapısında farmakofor 
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grubu olarak epoksiketon bulunduran karfilzomib, 2012 yılında FDA, 2015 yılında ise 

EMA tarafından tek başına veya deksametazon, deksametazon ile lenalidomid veya 

daratumumab ilacı ile birlikte MM hastalarının tedavisinde kullanım için onay almıştır. 

Karfilzomib de aynı bortezomib gibi proteozomun kimotripsin benzeri aktiviteye sahip 

β5 alt biriminin N ucunda bulunan treonin hidroksil grubuna bağlanarak proteozomu 

inhibe etmektedir. Fakat bu bağlanma bortezomibin aksine tersinmez bir şekilde 

gerçekleşmektedir (158). Bu durum karfilzomib ile bortezomib ilaçları arasında 

hidrolitik stabilite açısından farklılık yaratmasına rağmen yapılan çalışmalar 

doğrultusunda hücrelerde proteozomal aktivitenin geri kazanımı açısından bu iki ilaç 

arasında anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (161). Bu iki ilaç yarılanma ömrü 

açısından incelendiğinde, karfilzomib yaklaşık bir saatlik yarılanma ömrü ile hızlıca 

vücuttan atılırken bortezomibin kırk saatten fazla yarılanma ömrüne sahip olduğu 

bilinmektedir. Yan etki bakımından yapılan inceleme sonucunda ise karfilzomibin 

nörotoksisite açısından her ne kadar bortezomibe kıyasla daha az risk teşkil ettiği 

gözlense de, kardiyovasküler ve renal toksisite açısından oldukça yüksek risk ortaya 

koyduğu yapılan çalışmalar doğrultusunda anlaşılmaktadır (162-165). Bu durum MM 

hastalarının tedavisinde karfilzomibin kullanımını sınırlandırmaktadır ve bu ilacın 

klinikte kullanımı açısından daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulduğunu da ortaya 

koymaktadır.  

2.5.2. Pankreas Kanserinde Proteozom İnhibitörlerinin Rolü  

Proteozom inhibitörlerinin özellikle yüksek salınım kapasitesine sahip olan ve 

dolayısıyla proteostatik mekanizmaya oldukça bağlı bir şekilde çalışan hematolojik 

kanserlerin tedavisinde etkili oldukları iyi bilinmekle birlikte solid tümörler üzerindeki 

etkileri araştırılmaya devam edilmektedir.  

Pankreas kanseri hastalarının yaklaşık olarak yüzde doksanında kötü prognoz 

ile ilişkili olduğu bilinen KRAS mutasyonu bulunmaktadır. KRAS mutasyonunun 

pankreas kanserinde hücre canlılığının devamlılığında rolü olan TNF reseptör aile 

üyesi TRAF6 ekspresyon düzeyinde artışa yol açtığı bilinmektedir. Yapılan bir çalışma 

sonucunda, pankreas kanseri hücrelerinin proteozom inhibitörleri ve radyasyon ile 

muamelesi sonrasında TRAF6 ekspresyon düzeyinde azalma gözlenirken, otofaji ve 

sitotoksisite düzeyinde artış gözlenmiştir. Proteozom inhibitörlerinden bortezomib ile 
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yapılan bir çalışmada, otofaji inhibitörlerinin kullanıldığı koşulda bortezomibin otofaji 

yerine apoptotik hücre ölümü aracılığıyla pankreas kanseri hücrelerinde ölüme yol 

açtığı gözlenmiştir (166). Bir başka araştırmada ise proteozom inhibitörlerinden MG-

132’nin tek başına ve bazı kemoterapötik ajanlar ile kombine bir şekilde pankreas 

kanseri hücre hatları üzerindeki etkisi incelendiğinde bu inhibitör molekülün 

kamptotesin ilacı ile kombinasyonunun hücrelerde apoptotik bir etki yarattığı 

gözlenmiştir. Bu etkinin nedeni araştırıldığında ise kombine muamele sonrasında 

hücrelerde anti-apoptotik proteinlerden Mcl-1’in ekspresyon düzeyinde azalma ve pro-

apoptotik proteinlerden NOXA’nın ekspresyon düzeyinde de artma meydana geldiği 

anlaşılmıştır (167). 

Proteozom inhibitörlerinin sitotoksik etkilerini ayrıca ER stres aracılı apoptoz 

ile de gerçekleştirebildikleri bilinmektedir. Proteozom inhibitörlerinin radyasyon 

tedavisi ile kombine bir şekilde uygulandığı bir çalışmada, artan IRE1α ve JNK protein 

düzeyleri sonucunda pankreas kanserinde ER stres aracılı sitotoksik etki gözlenmiştir 

(168). Yapılan bir başka çalışmada ise bortezomibin bir taraftan ER stres ile ilişkili 

proteinlerden PERK’ün aktivasyonunu inhibe ettiği ve bu inhibisyona bağlı olarak 

eIF2α fosforilasyonunu bloke ettiği gözlenirken diğer bir taraftan IRE1 üzerinden JNK 

aktivasyonunu sağlayarak L3.6pl pankreas kanser hücrelerinde hücre ölümünü hem in 

vitro hem de in vivo koşullarda indüklediği ortaya konulmuştur (169). Fakat yapılan 

laboratuvar ve klinik çalışmalar sonucunda, kanser hücrelerinin zaman içerisinde bu 

inhibitör moleküllere karşı direnç geliştirdikleri ve ayrıca birçok çalışmada inhibitör 

moleküllerin tek başına kullanımı ile istenilen ER stres aracılı anti-apoptotik etkinin 

solid tümörlerde oluşturulamadığı anlaşılmaktadır. Dolayısıyla araştırmacılar 

pankreas kanserinde de zaman içerisinde inhibitör moleküle karşı gelişen direnci 

kırabilmek ve etkili bir hücre ölümü elde edebilmek için proteozom inhibitörlerinin 

çeşitli ajanlar ile kombine tedavileri üzerinde çalışmalarını sürdürmektedirler. 

2.6. Tirozin Kinazlar  

Kinaz ailesinde yer alan enzimler,  ATP molekülünden kopartılan fosfat 

grubunun proteine transferini gerçekleştirirler. Kinazlar tarafından gerçekleşen bu 

transfer aracılığıyla, gen ekspresyonu, membran transportu, hücre büyümesi, 

metabolik yolaklar, farklılaşma ve hücre ölümü gibi büyük öneme sahip birçok 
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hücresel olayın düzenlendiği bilinmektedir (170, 171). İnsan genom sekanslaması ile 

elde edilen bilgiler doğrultusunda protein kinazların insan genomunun yaklaşık olarak 

%2’si tarafından kodlandığı da bilinmektedir (172). Kinazlar tanıdıkları ve 

fonksiyonlarını gerçekleştirdikleri substrat molekülüne bağlı olarak iki sınıfa 

ayrılmaktadır. Bu sınıflardan ilkini substrat molekülünde yer alan serin ve/veya treonin 

rezidüsüne fosfat grubunu transfer eden serin-treonin kinazlar oluştururken, substrat 

molekülünün tirozin rezidüsüne fosfat grubunu transfer eden protein tirozin kinazlar 

(PTK) da ikinci sınıfı oluşturmaktadır (171). 

PTK’lar da kendi içinde iki aileye ayrılmaktadır. Bunlar reseptör tirozin 

kinazlar (RTK) ve reseptör olmayan tirozin kinazlar (nRTK)’dır.  RTK’ler yapısal 

olarak üç bölümden oluşmaktadırlar. Bu bölümleri, extrasellüler substrat bağlanma 

bölgesi, hücre membranına gömülü bölge ve yapısında ATP bağlanma bölgesi içeren 

intrasellüler katalitik kısım oluşturmaktadır (173). Substratın henüz tanınmadığı koşul 

altında RTK’ler monomerik ve inaktif bir şekilde bulunurlar. Substratın extrasellüler 

ligand bağlanma bölgesine bağlanmasının akabinde reseptör homo/heterodimerik 

yapıya geçerek konformasyonel değişime uğramaktadır ve bu değişim sonucunda 

substratta yer alan tirozin rezidüsüne fosfat grubunun transferi gerçekleşmektedir. 

Fosfat grubunun transferi sonrasında ise hücresel olayların düzenlenmesinde rol 

oynayan ilgili sinyal yolaklarının aktivasyonu gerçekleşmektedir (174). RTK’lerin 

aksine nRTK’ler, sitoplazmik enzimler oldukları için yapılarında ekstrasellüler 

substrat bağlanma bölgesi ile hücre membranına gömülü kısım bulundurmamaktadır. 

Fonksiyonel açıdan ise RTK’ler gibi substrat molekülüne fosfat grubunun 

transferinden sorumludurlar (173). Günümüzde insanlarda 58 tane RTK ve 30 tane 

nRTK bulunduğu bilinmektedir. Örneğin epidermal büyüme faktörü reseptörü 

(EGFR), trombosit kökenli büyüme faktörü reseptörü (PDGFR), vasküler endotel 

büyüme faktörü reseptörü (VEGFR), fibroblast büyüme faktörü reseptörü (FGFR) ve 

c-Kit gibi çok çeşitli reseptörler RTK ailesinin üyeleridir. nRTK aile üyelerine ise c-

SRC, fokal adezyon kinaz (FAK), kırılma noktası küme geni ile Abelson geninin 

füzyonu sonucunda oluşan Bcr-Abl proteini ve Janus kinaz (JAK) örnek 

verilebilmektedir (170).  

PTK’lerde meydana gelen hasarlar sonucunda ise bu önemli hücresel 

mekanizmaların düzenlenmesinde rol alan sinyal yolaklarının kontrolsüz bir şekilde 
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çalışmasından dolayı kanser de dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların gelişimine yol 

açıldığı yapılan birçok çalışma doğrultusunda bilinmektedir. Bu durum kinazları 

kanser tedavisinde hedef noktası haline getirmiştir (175).  

2.6.1 Tirozin Kinaz ve Tirozin Kinaz İnhibitörlerinin Kanserdeki Rolü 

Araştırmacılar tarafında protein tirozin kinazların hücresel mekanizmalarını 

anlamaya yönelik yapılan birçok çalışma sonucunda elde edilen bulgular, tirozin 

kinazların kanser gelişimi üzerindeki rolünün bu enzimlerde meydana gelen çeşitli 

mutasyonlar kaynaklı olduğunu ortaya koymaktadır (176).  Örneğin tirozin kinazlarda 

meydana gelen gen amplifikasyonu ve/veya aşırı ekspresyonları sonucunda artan kinaz 

aktivitesi sonucunda ilgili sinyal yolağının normalden daha fazla çalışmasına yol 

açıldığı bilinmektedir. Füzyon proteinlerinde meydana gelen kromozomal 

translokasyonlardan, kinazların ekstrasellüler kısmında meydana gelen fonksiyon 

kazanım mutasyonlarından veya delesyonlardan kaynaklı olarak da kinaz aktivitesinin 

sürekli olarak devam etmesinin tetiklendiği anlaşılmıştır. Bunların yanı sıra reseptör 

tarafından tanınan substrat moleküllerinin ortamda aşırı miktarda bulunmaları 

sonucunda reseptörün sürekli olarak aktif kalmasına ve dolayısıyla ilgili sinyal 

yolaklarının normalden daha fazla çalışmasına yol açıldığı da yapılan çalışmalar 

sonucunda gözlenmiştir (177).  

ErbB protein ailesinin üyesi olan EGFR, tirozin kinaz aktiviteye sahip bir 

transmembran glikoproteindir ve bu enzimin aktivasyonu ile birlikte RAS, RAF, 

MEK, ERK, PI3K, AKT, mTOR ve STAT sinyal yolaklarının düzenlendiği 

bilinmektedir.  Yapılan çalışmalar sonucunda, akciğer kanserli hastalarda EGFR’da 

hassasiyet oluşmasına neden olan mutasyonlardan exon 19 delesyonu ve exon 21 

substitüsyonunun meydana geldiği anlaşılmıştır (178). Ayrıca EGFR’ın aşırı 

ekspresyonunun yumurtalık, baş ve boyun, meme, kolorektal ve mide kanseri gibi çok 

çeşitli kanser türünde hastalığın kötü seyri ile ilişkili olduğu da iyi bilinmektedir. 

Tümör anjiyogenezinde önemli role sahip olan VEGF’ın ilgili reseptörüne bağlanması 

sonucunda da çeşitli kanserlerin oluşumu tetiklenmektedir. Örneğin VEGFR-1’in 

bağlanması ile aktive olan reseptörün ekspresyonu meme kanserinde kötü prognoz ile 

ilişkilendirilirken, VEGFR-3’ün ekspresyonunun akciğer ve kolorektal kanserde kötü 

prognoza yol açtığı bilinmektedir (177). Çoklu fonksiyonlara sahip polipeptitlerin 
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oluşturduğu PDGF ailesi hücre büyümesi, çoğalması, farklılaşması ve anjiyogenezde 

önemli etkilere sahiptir. PDFGR da yeni kan damarlarının olgunlaşmasına ve VEGF 

ekspresyonunda artışa yol açarak anjiyogenezde önemli role sahiptir. Yapılan 

çalışmalar doğrultusunda gastrointestinal stromal tümörlerde (GIST), PDGFR 

ekspresyon düzeyinde artış gözlenmiştir (178). Bir proto-onkogen olan c-Kit tirozin 

kinazında meydana gelen mutasyonun ise GIST hastalarının hayatta kalma süresinde 

azalmaya yol açarken, akut miyeloid lösemi de hastalığın tekrar etme hızında artışa ve 

küçük hücreli akciğer kanserinde hastalığın kötü bir şekilde ilerlemesine neden olduğu 

da bilinmektedir. Kronik miyeloid lösemi (KML) ve akut lenfoblastik lösemide ise 

Bcr-Abl füzyon proteininin ekspresyonu hastalığın teşhisinde önemli role sahiptir 

(177).  

Tirozin kinazların, tümör oluşumunda önemli rollere sahip olan sinyal yolakları 

üzerindeki etkilerinden dolayı anti-tümörojenik etkinin yakalanabilmesi amacıyla çok 

çeşitli tirozin kinaz inhibitör (TKI) molekülleri geliştirilmiş ve geliştirilmeye devam 

edilmektedir.  Ayrıca TKI’lar hedefe yönelik olarak geliştirildikleri için kanser 

tedavisinde kullanılan geleneksel tedavi yöntemlerinin aksine daha spesifik bir etkiye 

sahip oldukları da bilinmektedir (179). Geliştirilen TKI moleküllerinin birçoğu tirozin 

kinazların intrasellüler katalitik bölgesine bağlanmaktadır ve böylece normal şartlarda 

bu bölgeye ATP’nin bağlanmasının akabinde gerçekleşen fosforilasyon reaksiyonu ile 

ilgili sinyal yolaklarının aktivasyonunun inhibisyonu sağlanmaktadır. Hedeflenen 

inhibisyon aracılığıyla da hücresel fonksiyonlarda bozulma sağlanarak tümör 

gelişiminin önüne geçilmektedir (177). Bunların yanı sıra yapılan çalışmalar 

doğrultusunda, TKI’ların kanser hücrelerinin anti-kanser ilaçlara karşı geliştirdiği ilaç 

direncini de kırabildiği anlaşılmaktadır. TKI’ların bu etkisinin altında yatan 

mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte elde edilen bulgular sonucunda olası bazı 

yollar bulunmaktadır. Örneğin TKI’ların tirozin kinazlar haricinde hücre membranında 

küçük moleküllerin transportundan sorumlu olan ABC taşıyıcılarının da yapısında var 

olan ATP bağlanma bölgesine bağlanarak anti-kanser ilaçların hücre içinden 

transferini engelleyebildiği ve hücre içinde birikimlerini sağlayarak hücreleri bu 

ilaçlara karşı daha hassas bir hale getirdikleri bilinmektedir. Bununla birlikte TKI’ların 

PI3K/Akt ve/veya Raf/MEK/ERK sinyal yolaklarını inhibe ederek ABC taşıyıcıların 

hücre membranındaki tekrar eden lokalizasyon ve ekspresyonunu etkileyebilecekleri 
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de düşünülmektedir (173). Örneğin, mide kanseri hücre hattı SGC7901/DDP ile 

yapılan çalışma sonucunda bir TKI olan sorafenib uygulaması sonrasında ABC 

taşıyıcıların kodlanmasından sorumlu olan ABCB1 geni ile p-Akt ve p-ERK genlerinin 

ekspresyonunda anlamlı bir şekilde azalma gözlenmiştir (180).  

Geliştirilen TKI’lar temel olarak iki başlık altında toplanabilmektedir. Bunlar, 

monoklonal antikorlar (mAb) ve küçük molekül inhibitörlerdir (SMI). Yapısında suda 

çözünebilen moleküller bulunduran mAb’ler substrat ve/veya hücre membranında 

eksprese olan reseptörlere bağlanmaktadır (171). mAb’ler genellikle büyüme faktörü 

reseptörlerine bağlanarak anti-tümörojenik etkilerini ortaya koyarlar. Örneğin bir 

antiEGFR mAb olan cetuximab, EGFR’a substratın bağlanmasını ve dolayısıyla 

reseptörün dimerizasyonunu engelleyerek tümör hücrelerinin ölümüne yol açmaktadır. 

Bir tirozin kinaz reseptörü olan insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2)’yi 

hedef alan mAb transtuzumab da klinikte meme kanserli hastaların tedavisinde 

kullanılmaktadır (181). VEGFR’a yönelik geliştirilen bevacizumab ise reseptöre 

substratın bağlanmasını engelleyerek anjiyogenez ve vaskülarizasyon için gerekli olan 

sinyal yolağının inhibisyonuna yol açarak anti-tümörojenik bir etki yaratmaktadır 

(171). Antikor tedavisinden elde edilen sonuçlar her ne kadar umut vaad etsede kanser 

hücrelerinin mAb’lere karşı geliştirdikleri dirençten dolayı mAb’lerin çalışma 

mekanizması ile bu inhibitör moleküllere karşı gelişen direnç mekanizmasının altında 

yatan sebeplerin bulunması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.  

mAb’lere kıyasla daha büyük moleküler ağırlığa sahip olan SMI’lar 

hastalıkların tedavisi için birçok yönden daha avantajlı durumdadır. Örneğin daha 

küçük yapıları sayesinde SMI’lar hücre membranından kolaylıkla geçip hedeflenen 

moleküle ulaşabilmektedir. Ayrıca genellikle intravenöz yol ile uygulanabilen 

mAb’lere kıyasla SMI’lar oral olarak uygulanabildikleri için bu moleküllerin hasta 

tarafından kullanımları da daha kolay olmaktadır (182, 183).  İmatinib, klinikte kanser 

hastalığının tedavisinde kullanılmak üzere FDA tarafında onay alan ilk tirozin kinaz 

hedefli SMI’dır. Bir ilaç şirketi olan Ciba-Geigy tarafından PDGFR’lara yönelik 

geliştirilen TKI molekülünün PDGFR’lardan ziyade aktivitesini çok daha güçlü bir 

şekilde nRTK olan Bcr-Abl’e yönelik ortaya koyduğu gözlenmiştir ve bu gözlem 

imatinibin keşfi ile sonuçlanmıştır (172). Bilindiği üzere KML’de 9. kromozom ile 22. 

kromozomun uzun kolları arasında gerçekleşen yer değiştirme sonucunda normalde 
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var olmayan “Philadelphia kromozomu” (Ph) bulunmaktadır. Ph kromozomunda, 22. 

kromozomun uzun kolunda bulunan Bcr geni ile 9. kromozomun uzun kolunda 

bulunan Abl genleri arasında bir bağlantı meydana gelmektedir ve sonuç olarak sürekli 

olarak aktif halde bulunan füzyon proteini olarak bilinen Bcr-Abl tirozin kinazını 

kodlayan gen ürünü oluşmaktadır. Bu bilgi doğrultusunda yapılan in vitro, in vivo ve 

faz çalışmaları sonucunda, imatinib 2001 yılında FDA tarafından Ph pozitif KML 

hastaların tedavisinde kullanılmak üzere onay almıştır. Günümüzde imatinib halen Ph 

pozitif KML hastalarının tedavisinde birinci basamak olarak kullanılmaktadır (172, 

177). İmatinib ile ilgili devam eden çalışmaların sonucunda bu molekülün c-Kit ve 

PDGFR tirozin kinazlarını da hedef alabildiği anlaşılmıştır. Bu bilgiler doğrultusunda 

imatinib, c-Kit ve PDGFR mutasyonlarının sıklıkla gözlendiği GIST hastalarının 

tedavisinde kullanılmıştır ve elde edilen başarılı sonuçlar ile de klinikte kullanım için 

onay almıştır (177, 178). İmatinib ile yapılan in vitro çalışma doğrultusunda, bu 

molekülün ayrıca bir başka ilaç ile kombinasyonu sayesinde kanser hücrelerinin ilaca 

karşı geliştirdikleri direncin kırılabildiği ve hücre ölümünün sağlanabildiği ortaya 

koyulmuştur (173). Ayrıca melanom tümör hücreleri ile yapılan bir çalışmada matriks 

aracılı gelişen ilaç direncinde görevli tirozin kinaz kolajen reseptörlerden DDR1 ve 

DDR2’nin imatinib tarafından hedef alınarak bloke edildikleri ve bunun akabinde 

kanser hücrelerinin kullanılan ilaca karşı geliştirdikleri direncin kırılabildiği de 

gösterilmiştir (184).  İmatinib ile elde edilen sonuçların akabinde çok çeşitli tirozin 

kinaz hedefli SMI’lar geliştirilmiştir ve geliştirilmeye devam edilmektedir. Örneğin, 

gefitinib ile erlotinib ilaçları sırasıyla 2002 ve 2004 yılında FDA tarafından EGFR 

mutasyonu saptanan küçük hücreli akciğer kanserli bireylerin tedavisinde birinci 

basamakta kullanılmak üzere onay almıştır. VEGFR, PDGFR ve EGFR gibi çeşitli 

tirozin kinazları hedef alabilen sorafenib ise klinikte metastatik renal karsinom ve 

hepatosellüler kanser tedavisinde kullanılmaktadır (178).  

2.6.2. Tirozin Kinaz İnhibitörlerinin Pankreas Kanserindeki Rolü 

Günümüze kadar her ne kadar pankreas kanserine yönelik çeşitli tedavi 

yöntemleri geliştirilmiş olsa da, pankreas kanseri hücrelerinin oldukça heterojenik 

yapısı ve hücrelerin uygulanan tedavi yöntemlerine karşı kısa sürede geliştirdikleri 

direnç kaynaklı olarak bu kanser hastalığına yönelik kesin bir tedavi yöntemi 

bulunmamaktadır. Fakat yıllar içinde yapılan çalışmalar sonucunda pankreas kanseri 
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hücrelerinin canlılıklarını devam ettirmek için kullandıkları bazı mekanizmalar 

belirlenmiştir. Yapılan çalışmalar incelendiğinde ise bu kanser türüne karşı etkili bir 

tedavi yöntemi geliştirilirken daha spesifik ve hedefe yönelik moleküllerin kullanımı 

ile pankreas kanseri hücrelerinin ölümden kaçmasının önüne geçilebileceği 

anlaşılmıştır. Ayrıca bu tür hedefe yönelik tedavi yaklaşımları sayesinde geleneksel 

kanser tedavisi uygulamalarında karşılaşılan bireyler arası tedaviye verilen yanıt 

farklılığının da önüne geçilebileceği düşünülmektedir. Bu bilgiler doğrultusunda, 

hedefe yönelik geliştirilen TKI’ların pankreas kanseri tedavisinde kullanım için 

oldukça uygun birer aday olduğu anlaşılmaktadır. 

Tirozin kinazları hedef alan mAb’lerin pankreas kanserinde tedavi amaçlı 

kullanılıp kullanılamayacağı yönünde bazı çalışmalar yapılmıştır. Örneğin 

mAb’lerden bevacizumab ve cetuximab ile yapılan bir çalışma sonucunda bu 

moleküllerin pankreas kanseri hastalarının tedavisinde kullanılan gemsitabin ve 

radyasyon ile birlikte verildiğinde her ne kadar hastalarda kötü bir yan etki profili 

oluşmasa da bu kombinasyonlar ile birlikte sağkalım açısından anlamlı bir sonuç elde 

edilememiştir (171). Günümüzde pankreas kanseri hastalığının tedavisinde kullanım 

için FDA tarafından onay almış bir tirozin kinaz hedefli mAb bulunmamaktadır. 

İmatinibin keşfinden sonra hızla geliştirilen ve günümüzde de birçok kanser 

hastalığının tedavisi amacıyla kullanılan tirozin kinaz hedefli SMI’lar pankreas 

kanserinde de çalışılmıştır. Bu tirozin kinaz hedefli SMI’lardan bazıları gemsitabin ile 

birlikte hastalığın ilk aşamasından verilirken bazıları kanser hücreleri tarafından 

geliştirilen direnç sonrasında ikinci adımda uygulanmıştır. Örneğin yapılan randomize 

faz 3 çalışmasında, bir anti-EGFR SMI olan erlotinib tedavinin ilk aşamasında tek 

başına ve gemsitabin ile birlikte hastalara verilerek bu molekülün etkisi incelenmiştir. 

Çalışma sonucunda erlotinib ve gemsitabin kombinasyonunun hastaların hayatta 

kalma süresinde ciddi bir artışa yol açmasa da anlamlı bir değişim yarattığının 

gözlenmesinin akabinde bu kombinasyon 2005 yılında FDA tarafında pankreas 

kanserli hastaların tedavisinde kullanılmak üzere onay almıştır (171, 185). Fakat 

erlotinibin ikinci aşama tedavi olarak gemsitabine direnç geliştiren hastalara 

uygulandığı durumda ilk aşama uygulama sonucunda elde edilen etki 

yakalanamamıştır (171). Ayrıca erlotinib ve gemsitabin kombinasyonu her ne kadar 

pankreas kanseri tedavisinde olumlu etkilere sahip olsa da, erlotinibin hastaların 
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yaklaşık %55’inde diyareye yol açtığı da gözlenmiştir. Bu ilacın antitümörojenik 

çalışma mekanizmasını anlamaya yönelik çalışmalar devam etmektedir (186).   

Pankreas kanseri tedavisine yönelik imatinib ile yapılan çalışmalarda 

bulunmaktadır. Fakat bu moleküle ait bilgiler net değildir. Örneğin, imatinibin anti-

proliferatif etkisini anlamaya yönelik yapılan in vitro çalışmalar sonucunda bu 

molekülün pankreas kanseri hücreleri üzerinde anlamlı bir etki yaratmadığı 

gözlenirken, bir başka çalışmada yüksek doz imatinibin uygulaması ile kanser 

hücrelerinin proliferasyonu üzerinde inhibitör etkinin yakalanabildiği ortaya 

koyulmuştur (35, 187). Fakat bu çalışmada imatinibin hedef aldığı PDGFR, c-Kit veya 

Bcr-Abl tirozin kinazların ekspresyonu incelendiğinde, imatinib uygulaması 

sonrasında bu proteinlerin ekspresyon düzeyinde bir farklılık gözlenmemiştir ve sonuç 

olarak imatinibin yarattığı anti-proliferatif etkinin altında başka mekanizmalarında 

bulunduğu anlaşılmıştır (35). Ayrıca imatinibin gemsitabin tedavisi ile karşılaştırıldığı 

klinik bir çalışma sonucunda da imatinib ile tedavi edilen grubun verdiği cevabın yine 

tirozin kinazlardan bağımsız bir şekilde gerçekleştiği gözlenmiştir (185).  KPY’de yer 

alan proteinlerden IRE1α’nın DNA hasarı varlığında kanser hücrelerinin canlılığı 

üzerine etkisinin araştırıldığı bir çalışma sonucunda, IRE1α’nın endoribonükleaz 

aktivitesi aracılığıyla RIDD’i aktive ettiği ve bu aktivasyon ile birlikte pro-apoptotik 

mRNA’ların yıkımının inhibe edilerek kanser hücrelerinin ölümden kaçabildiği 

anlaşılmıştır. IRE1α’nın aktivasyonu için gerekli olan fosforilasyon reaksiyonunun ise 

Abl tirozin kinazı aracılığıyla gerçekleştiğinin anlaşılmasının ardından hücreler 

imatinib ile muamele edilmiştir. İmatinib uygulaması sonrasında ise IRE1α-RIDD 

aracılığıyla gerçekleşen anti-apoptotik etkinin inhibe edildiği gözlenmiştir. Bu çalışma 

doğrultusunda da imatinibin bilinen tirozin kinaz hedeflerine ek olarak ER stres 

aracılığıyla da anti-tümörojenik bir etki ortaya koyabileceği anlaşılmaktadır (36).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışmasında kullanılan tüm malzemeler ve cihazlar, in vitro deneylerin 

yürütüldüğü Hacettepe Üniversitesi Kanser Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı 

araştırma laboratuvarında bulunmaktadır. 

3.1. Çalışmada Kullanılan Malzemeler 

Bu tez çalışmasında kullanılan kimyasal maddelerin, sarf malzemelerin, 

kitlerin ve çözeltilerin adları aşağıda sıralanmaktadır (Tablo 3.1.). 

Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, sarf malzemeler, kitler ve çözeltiler. 

ÜRÜN ADI ÜRETİCİ ADI ve ÜRETİLDİĞİ ÜLKE 

Roswell Park Memorial Institute 1640 

besiyeri (RPMI-1640) 

Biowest -  Fransa 

Iscove's Modified Dulbecco's besiyeri 

(IMDM) 

Biological Industries – İsrail 

Sodyum Pirüvat Biological Industries – İsrail 

L-glutamin Biological Industries – İsrail 

Penisilin - Streptomisin Biological Industries – İsrail 

HEPES Tampon Solüsyonu, 1M Biological Industries – İsrail 

Fetal Sığır Serumu (FBS) Biological Industries – İsrail 

Tripsin EDTA Solüsyonu A (%0.25), EDTA  

(%0.02) 

Biological Industries – İsrail; Biowest - 

Fransa 

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Tuz çözeltisi 

(D-PBS)  

Biological Industries – İsrail 

Tripan mavisi, %0.4 Canvax - İspanya 

Agaroz BIOSHOP - Kanada 

Trizma bazı Sigma-Aldrich - ABD 

Etilen Diamin Tetra Asetik asit (EDTA) BIOSHOP - Kanada 

Etidyum Bromür SNP Biyoteknoloji - TÜRKİYE 

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) 

SERVA - Almanya 

RPMI-1640, Fenol Kırmızısız ve L-

glutaminsiz 

Biowest -  Fransa 

N,N- Dimetil Formamid (DMF) ISOLAB - Almanya 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Sigma-Aldrich - ABD 

Bortezomib (PS-341) Selleckchem – ABD 
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Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, sarf malzemeler, kitler ve çözeltiler (Devam).  

İmatinib (STI571) Selleckchem – ABD 

Dimetil sülfoksit (DMSO) SERVA - Almanya 

Kristal Viyole SERVA - Almanya 

Metanol  Sigma-Aldrich - ABD 

TRIZOL Zymo Research-ABD 

Kloroform Sigma-Aldrich - ABD 

İzopropanol ISOLAB - Almanya 

Etanol Sigma-Aldrich - ABD 

Nükleaz içermeyen su BIOSHOP - Kanada 

cDNA sentez kiti  Thermoscientific-ABD 

SYBR green I Master Roche-İsviçre 

Hücre kültürü flaskı, 24 kuyucuklu plaka, 96 kuyucuklu 

plaka, serolojik pipet ve diğer sarf malzemeler 

Sarstedt – Almanya; NEST - Çin 

 

3.2. Çalışmada Kullanılan Solüsyonların ve İlaçların Hazırlanması 

Fetal Sığır Serum (FBS) ısı inaktivasyonu: Ticari olarak temin edilen FBS 

oda sıcaklığında çözüldükten sonra 560C’ye ayarlanmış olan su banyosunda 30 dakika 

boyunca bekletilerek ısı ile inaktive edildi. İnaktivasyon işlemi sonrasında FBS 

alikotlanarak -200C’de muhafaza edildi.  

Tam RPMI-1640 besiyeri hazırlığı: Ticari olarak elde edilen RPMI-1640 

besiyeri deneylerde kullanılmadan önce 50 ml ısı ile inaktive edilmiş FBS (%10), 5 ml 

penisilin-streptomisin (%1), 5 ml L-glutamin (%1), 5 ml HEPES tampon solüsyonu 

(%1) ve 5 ml sodyum pirüvat (%1) eklenerek hazırlandı. Hazırlanan tam besiyeri 

+40C’de muhafaza edildi.  

Tam IMDM besiyeri hazırlığı: Ticari olarak elde edilen IMDM besiyeri 

deneylerde kullanılmadan önce 50 ml ısı ile inaktive edilmiş FBS (%10), 5 ml 



40 

 

penisilin-streptomisin (%1) ve 5 ml L-glutamin (%1) eklenerek hazırlandı. Hazırlanan 

tam besiyeri +40C’de muhafaza edildi.  

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

solüsyon hazırlığı: Ticari olarak elde edilen toz haldeki MTT, 200 ml D-PBS ile sıvı 

hale (5mg/mL MTT) getirildikten sonra filtrelenerek sterilize edildi. Sterilizasyonu 

tamamlanan MTT alikotlanarak -200C’de muhafaza edildi. 

Bortezomib ilacının hazırlığı: Ticari olarak elde edilen ilaç tavsiye edildiği 

üzere final konsantrasyonu 190 uM olacak şekilde yeterli miktarda DMSO ile çözüldü. 

Çözünen ilaç alikotlanarak -800C’de muhafaza edildi. 

İmatinib ilacının hazırlığı: Ticari olarak elde edilen ilaç tavsiye edildiği üzere 

final konsantrasyonu 100 uM olacak şekilde yeterli miktar DMSO ile çözüldü. 

Çözünen ilaç alikotlanarak -800C’de muhafaza edildi.  

Dimetil formamid (DMF) ve Sodyum dodesil sülfatlı (SDS) çözücü 

hazırlığı: Hücre canlılık tayin deneylerinde oluşan formazan kristallerinin çözülmesi 

için DMF/SDS (pH: 4.7) çözücü solüsyonu hazırlandı. Çözücünün hazırlığı sırasında 

son hacim distile su ile tamamlanacak şekilde, %50 oranında DMF (%v/v) ve %10 

oranında SDS (%w/v) cam şişeye aktarıldı. Çözücü, manyetik karıştırıcı yardımıyla 

karıştırılıp berrak hale getirildikten sonra pH’ı 4.7’ye ayarlandı. pH’ı ayarlanan çözücü 

oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

Kristal viyole boya hazırlığı: Ticari olarak elde edilen toz haldeki kristal 

viyole, %0.5 yoğunluğa sahip olacak şekilde hazırlandı. 50 mL’lik boya solüsyonu için 

0.25 g kristal viyole boyası tartıldıktan sonra bir falkonun içine aktarıldı ve daha sonra 

40 mL distile su eklenerek çözdürüldü. Çözünen boyanın toplam hacmi metanol (%20) 

ile tamamlandı. Hazırlanan boyanın bulunduğu falkon alüminyum folyo ile 

kaplandıktan sonra oda sıcaklığında muhafaza edildi.   

3.3. İn silico Analizler 

Bu tez çalışmasında kullanılacak bortezomib ilacına karşı hassasiyet gösteren 

pankreas kanseri hücre hatlarının belirlenmesi ve ER stres ile RIDD mekanizmasıyla 

ilişkili genlerin ifadelerinin incelenmesi amacıyla herkes tarafından ulaşılabilir veri 
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tabanları kullanıldı. Analizlerde incelenen genlerin listesi literatürde var olan bilgi 

doğrultusunda oluşturuldu (188).   

Pankreas kanseri hücre hatlarına ait RNA ve protein düzeyindeki gen ifade 

bilgileri Cancer Cell Line Encylopedia (CCLE) platformundan elde edildi 

(https://portals.broadinstitute.org/ccle/data). Platformdan elde edilen RNA gen ifade 

bilgisinin log2(TPM+1) transformasyonu gerçekleştirildi. Protein seviyesindeki 

expresyon bilgisi için platform tarafından hazır olarak sunulan log2 transformasyonu 

gerçekleştirilmiş olan veri kullanıldı. CCLE platformunda yer alan pankreas kanseri 

hücre hatlarının bortezomib ilacına karşı gösterdikleri hassasiyet bilgisi Kanser 

Terapötik Yanıt Portalından elde edildi (https://portals.broadinstitute.org/ctrp.v2.1/) 

(CTRP). Pankreas kanseri hücre hatlarına ait ilaç hassasiyet bilgisi analizi için eğri 

altında kalan alan (AUC) parametresi kullanıldı. AUC değerlerinin kıyaslanabilir 

olması için 16 adet konsantrasyonda test edilmiş hücreler ile analiz gerçekleştirildi. 

Pankreas kanseri hücre hatlarına ait mikrodizi verileri Kanser Genom Projesi 

(CGP)’nden elde edildi.  Mikrodizi verileri Array Express (E-MTAB-3610) platformu 

üzerinden indirildi (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-

3610/?query=GDSC).  

Ham mikrodizi verileri “Dr. Richard Simon ve BRB-ArrayTools Development 

grubu” tarafından geliştirilen BRB-ArrayTools yazılımı kullanılarak RMA normalize 

edildi. CGP’de yer alan pankreas kanseri hücre hatlarının bortezomib ilacına karşı 

gösterdikleri hassasiyet bilgisi Kanserde İlaç Hassasiyet Genomiği (GDSC) 

platformundan elde edildi (https://www.cancerrxgene.org/). Pankreas kanseri hücre 

hatlarına ait ilaç hassasiyet bilgisi analizi için AUC parametresi kullanıldı.  

Bortezomib ve imatinib ilaçlarının hedef genlerinin ekspresyon düzeylerinin 

normal ve tümör pankreatik doku örneklerindeki analizi için The Gene Expression 

Profiling Interactive Analysis (GEPIA) Platformu kullanıldı (http://gepia.cancer-

pku.cn/) (189). Ekspresyon düzeyine ait veri tümör doku örnekleri için Kanser genom 

Atlası (TCGA)’ndan elde edilirken, normal doku örnekleri TCGA ve Genotip doku 

ekspresyon (GTEx) platformlarından elde edildi.  Normal ve tümör pankreatik 

örneklerin grafiksel olarak incelenmesi için GEPIA platformu üzerinden kutu 

grafikleri oluşturuldu. Ekspresyon düzeyine ait veri logaritmik olarak seçildi. Kat farkı 
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sınır değeri 1 olarak belirledi ve p değerinin 0.01’den küçük olduğu durumda gruplar 

arası fark istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  

Bortezomib ve imatinib ilaçlarının hedef genlerinin ekspresyon düzeylerinin 

hasta örneklerinde karşılaştırılması amacıyla Gen ekspresyon Omnibus (GEO) 

veritabanından pankreatik duktal adenokarsinom hastalarına ait eşli 45 adet tümör ve 

45 adet komşu normal doku örneklerinden elde edilen mikrodizi verisi içeren 

GSE28735 veri seti indirildi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (190). Ham 

mikrodizi çıktısı RMA metodu ile normalize edildi. Her bir gene ait ekspresyon 

değerleri tümör ve normal örnekler için ortalama cinsinden hesaplama yapılarak 

incelendi. p değerinin 0.05’ten küçük olduğu durumda gruplar arası fark istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 

ER stres ile ilişkili gen imzasının normal ve tümör pankreatik doku 

örneklerindeki analizi için GEPIA2 platformunda çoklu gen karşılaştırması yapıldı 

(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index). Ekspresyon düzeyine ait veri pankreatik tümör 

örnekleri için TCGA (n=179)’dan elde edilirken, normal pankreas örnekleri TCGA 

(n=4) ve GTEx (n=167) platformlarından elde edildi. ER stres ile ilişkili gen listesi 

olarak Gen Seti Zenginleştirme Analiz Moleküler İmza Veritabanı (GSEA 

MSigDB)’nda bulunan KEGG_UBIQUITIN_MEDIATED_PROTEOLYSIS gen seti 

(n=135) kullanıldı (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/index.jsp) (191, 192). 

Gen listesinde yer alan SKP1P2 geni GEPIA2 platformunda bulunmadığı için geriye 

kalan 134 gen ile analiz gerçekleştirildi. Gruplar arası gen imzasındaki farklılıkların 

hesabı için gen setinde yer alan her bir genin log2(TPM + 1) ortalama değerleri 

hesaplandı.   Normal ve tümör pankreatik örneklerin grafiksel olarak incelenmesi için 

GEPIA platformu üzerinden kutu grafikleri oluşturuldu. Kat farkı sınır değeri 1 olarak 

belirlendi ve p değerinin 0.01’den küçük olduğu durumda gruplar arası fark istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 

3.4. Hücre Hatlarının Çözülmesi 

Bu tez çalışmasında, BxPC-3, MIA PaCa-2, CFPAC-1, AsPC-1, Panc-1, 

SU.86.86. ve Capan-1 pankreas kanseri hücre hatları kullanıldı. Hücre hatları 

Hacettepe Üniversitesi Temel Onkoloji Anabilim dalı öğretim üyesi Prof. Dr. Güneş 

Esendağlı, İhsan Doğramacı Bilkent Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/index.jsp
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Bölümü öğretim üyesi Prof. Dr. Ali Osmay Güre ve Leiden Üniversitesi’nden Henri 

Versteeg tarafından temin edildi. 

Sıvı nitrojende özel dondurma tüpleri içerisinde muhafaza edilen hücre hatları 

öncelikle 37oC sıcaklığa sahip su banyosunda tüp içerisinde küçük bir buz kütlesi 

kalana kadar hızlıca çözdürüldü. Çözdürme işlemi sonrasında BxPC-3, MIA PaCa-2, 

CFPAC-1, AsPC-1, SU.86.86. ve Panc-1 hücre hatları tam RPMI-1640 besiyeri içeren 

falkona aktarılırken, Capan-1 hücre hattı tam IMDM besiyeri içeren falkona 

aktarılarak 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında oluşan 

süpernatant atılarak pellet ilgili tam besiyeri ile tekrar sıvı hale getirilerek hücre 

kültüründe kullanılan 25cm2’lik kültür kabına aktarıldı. Kültür kabına aktarılan 

hücreler 370C ve %5 CO2 koşulunda bulunan inkübatöre kaldırılarak kültürleri 

sağlandı.  

3.5. Hücre Hatlarının Pasajlanması 

BxPC-3, CFPAC-1, AsPC-1, Panc-1, SU.86.86. ve Capan-1 aderan karaktere 

sahip pankreatik adenokarsinom hücre hatlarıdır. Hücreler bulunduğu hücre kültürü 

kabının yüzeyini yaklaşık olarak %85-90 oranında kapladığı zaman pasajlandı. Yeterli 

doluluk oranına ulaşan hücrelerin pasajlanması için öncelikle hücre kültürü kabının 

içerisinde bulunan eski besiyeri atılarak D-PBS (T25 hücre kabı için 1ml; T75 hücre 

kabı için 2 ml) ile yıkama yapıldı. Yıkama sonrasında ise tripsin-EDTA (T25 hücre 

kabı için 1ml; T75 hücre kabı için 2 ml)  eklendi. Hücre kültürü kabı 370C ve %5 CO2 

koşulunda bulunan inkübatöre kaldırılarak hücrelerin kabın yüzeyinden kalkması 

sağlandı. Yüzeyden kalkan hücreler yeterli miktarda taze tam besiyeri ile toplanarak 

yeni bir hücre kültürü kabının içerisine aktarıldıktan sonra inkübatöre kaldırıldı.  

MIA PaCa-2, hem yuvarlak yapıda yüzen hem de aderan karaktere sahip 

hücrelerden oluşan pankreatik karsinom hücre hattıdır. MIA PaCa-2 hücre hattı 

bulunduğu hücre kültürü kabının yüzeyini yaklaşık olarak %85-90 oranında kapladığı 

zaman pasajlandı. Yeterli doluluk oranına ulaşan hücrelerin pasajlanması için 

öncelikle yüzen hücreleri içeren eski besiyeri bir falkonun içine aktarılıp 1200 rpm’de 

7 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sırasında aderan hücrelerin hücre kültürü kabının 

yüzeyinden kaldırılması için D-PBS (T25 hücre kabı için 1ml; T75 hücre kabı için 2 

ml)  ile yıkama yapıldı. Yıkama sonrasında tripsin-EDTA (T25 hücre kabı için 1ml; 
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T75 hücre kabı için 2 ml)  eklenerek hücre kültürü kabı inkübatöre kaldırıldı. 

Yüzeyden kalkan hücreler yeterli miktarda taze tam besiyeri ile toplandıktan sonra 

yeni bir hücre kültürü kabına aktarıldı. Santrifüj sonrasında oluşan süpernatant atıldı 

ve pelet yeterli miktarda taze tam besiyeri ile tekrar sıvı hale getirilerek aderan 

hücrelerin bulunduğu yeni hücre kültürü kabına aktarıldı. Hücre kültürü kabı 370C ve 

%5 CO2 koşuluna sahip inkübatöre kaldırılarak hücrelerin kültürü sağlandı.  

3.6. Hücre Sayımı ve Hücre Ekimi 

Hücreler ilaç uygulaması öncesinde 24 kuyucuklu plakalara kuyucuk başına 

27.500 hücre (BxPC-3), 32.500 hücre (MIA PaCa-2), 40.000 hücre (CFPAC-1), 

37.500 hücre (AsPC-1), 30.000 hücre (Panc-1), 27.500 hücre (SU.86.86.) ve 100.000 

hücre (Capan-1) olacak şekilde laminar kabin içerisinde ekildi. Her bir kuyuya eşit 

sayıda hücre ekiminin sağlanabilmesi amacıyla Neubauer Improved sayım lamı 

kullanılarak hücre sayımı yapıldı. Hücre sayımı sırasında canlı ile ölü hücreleri 

birbirinden ayırt edebilmek için hücreler %0.4 yoğunluğuna sahip tripan mavisi ile 

boyanarak sayıldı. 

Sayım için lamın köşesinde bulunan her biri eşit 16 küçük kareye bölünmüş 

dört büyük karenin içindeki hücreler ışık mikroskobu altında sayıldı. Her bir büyük 

karenin alanı (1mm x 1mm) ile lam ve lamel arasındaki mesafe (0.1 mm) çarpılarak 

hacim hesabı yapıldı. Elde edilen hacmi 1 ml’e çevirmek için bu değer 104 ile 

çarpılarak toplam hücre sayısı hesaplandı. Yapılan hesaplama sonrasında hücreler 24 

kuyucuklu plakalara ekilip yüzeye yapışmaları için 370C ve %5 CO2 koşuluna sahip 

inkübatöre kaldırılarak bir gece bekletildi.  

3.7. İlaç Uygulaması 

Plaka yüzeyine yapışan hücrelerin ilaç uygulaması için seri dilüsyon ile farklı 

konsantrasyonlara sahip ilaçlı besiyerleri hazırlandı. Her bir konsantrasyon üç tekrarlı 

olacak şekilde hazırlandı. İlaçlı besiyerlerindeki DMSO oranının %1’i geçmemesine 

dikkat edildi. İlaçlı besiyerleri 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon koşulları için eş zamanlı 

olarak hazırlandı. 

Bortezomib ilacının uygulaması için BxPC-3, MIA PaCa-2, CFPAC-1, AsPC-

1, Panc-1, SU.86.86. ve Capan-1 hücre hatlarında kontrol ve 0.25-0.5-1-2-4-5-6-8-9-

10-12-24-48-96-192 nM’lık 15 farklı doz aralığı kullanıldı. Bu dozların seri dilüsyon 
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ile hazırlanması için öncelikle 190 uM konsantrasyona sahip stok bortezomib ilacı 1:10 

oranında besiyeri ile seyreltildi. Seyreltme sonucunda elde edilen 19.000 nM’lık ilaçlı 

besiyeri kullanılarak yüksek dozdan düşük doza doğru yeterli miktarda aktarım 

yapılarak tüm dozlar için ilaçlı besiyerleri hazırlandı. En yüksek DMSO oranı 

belirlenerek kontrol grubuna ait besiyeri hazırlandı. Tüm besiyerlerinin hazırlığı 

bittikten sonra 24 kuyucuklu plakalara ekilen hücreler inkübatörden laminar kabin 

içine alındı. Kuyucuklarda bulunan besiyerleri atıldı ve yerlerine hazırlanan ilaçlı 

besiyerleri eklendi. Plakalar inkübatöre kaldırılarak inkübasyona bırakıldı. 

İmatinib ilacının uygulaması için BxPC-3 hücre hattında kontrol ve 0.25-0.5-

1-2-4-5-6-8-9-10-12-24-48-96-192 uM’lık 15 farklı doz aralığı kullanıldı. MIA PaCa-

2 hücre hattında, kontrol ve 1-2-4-6-8-20-25-28-30-35-45-60-80-100 uM’lık olmak 

üzere 15 farklı doz aralığı kullanıldı. İlaçlı besiyerleri 100 uM konsantrasyona sahip 

stok imatinib ilacından yeterli miktarda alındıktan sonra yüksek dozdan düşük doza 

doğru aktarım sonucunda seri dilüsyon ile hazırlandı. Belirlenen en yüksek DMSO 

oranına göre de kontrol grubuna ait besiyeri hazırlandı. İnkübatörde bulunan plakalar 

laminar kabin içine alındı. Kuyucuklarda bulunan besiyerleri atılıp yerlerine 

hazırlanan ilaçlı besiyerleri eklendi. Plakalar inkübatöre kaldırılarak inkübasyona 

bırakıldı. 

3.8. Hücre Canlılık Tayini  

İnkübasyon sonrasında, hücrelerde bortezomib ve imatinib ilaçlarına ait IC50 

değerlerinin belirlenmesi amacıyla ve ayrıca ilaç kombinasyon deneylerinin analizi 

için MTT tayin yöntemi kullanıldı. 

MTT testi, hücre canlılığı, hücre çoğalması ve sitotoksisite belirteci olarak 

hücresel metabolik aktivitenin ölçümünde kullanılan kolorimetrik bir tayin yöntemidir 

(193). Sarı renkli tetrazolyum tuzu olarak da bilinen MTT, lipofilik grup içeren net 

pozitif yüke sahip yapısı ile canlı hücrelerin membranından kolaylıkla geçmektedir. 

Canlı hücrelerin membranından geçen MTT, elektron donörü olarak NAD(P)H, 

süksinat veya pirüvat kullanan oxidoredüktaz, dehidrogenaz, oksidaz ve peroksidaz 

enzimleri tarafından koyu mavi/mor renkli suda çözünmeyen formazan kristallerine 

indirgenmektedir (194). Oluşan kristaller uygun çözücü yardımıyla çözdürüldükten 

sonra oluşan rengin absorbans değerleri spektrofotometre yardımıyla ölçülerek hücre 
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canlılığına, hücre çoğalmasına ve/veya hücrelerde oluşan sitotoksisiteye dair bilgi elde 

edilmektedir.  

MTT tayin yöntemi için öncelikle L-glutamin ve fenol kırmızısı içermeyen 

RPMI-1640 besiyeri 370C’ye ayarlı su banyosunda ısıtıldı. Isınan besiyeri ile MTT 

1:10 (MTT:besiyeri) oranında olacak şekilde hazırlandı. Hazırlık sonrasında 

inkübasyon zamanını tamamlayan plakalar laminar kabin içine alındı. Kuyucuklardan 

ilaçlı besiyerleri atılarak yerlerine MTT ile hazırlanan besiyeri eklendi. Plakalar 

inkübatöre kaldırılarak 3 saatlik inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 

kuyucuklarından MTT’li besiyeri atılarak yüzeyde oluşan koyu mavi/mor renkli 

formazan kristallerinin çözünmesi için yeterli miktarda DMF/SDS solüsyonu eklendi 

ve kristallerin orbital karıştırıcı yardımıyla tamamen çözünmesi sağlandı. Kristaller 

tamamen çözündükten sonra örnekler 96 kuyucuklu plakaya aktarıldı. Körleme olarak 

DMF/SDS solüsyonu kullanıldı. Absorbans değerleri 570 nm’de ölçüldü. Ölçüm 

sonrasında Microsoft Office Excel programı kullanılarak körleme grubuna ait 

absorbans değerlerinin ortalaması tüm örneklerin absorbans değerinden çıkartıldı ve 

kontrol grubuna ait absorbans değerlerinin ortalaması %100 olarak değerlendirildi. 

Örneklere ait absorbans değerleri kontrol grubuna göre normalize edildikten sonra 

yüzde cinsinden hücre canlılık miktarı hesaplandı. GraphPad Prism 9.0 yazılım 

programı kullanılarak ilaçlara ait IC50 değerleri belirlendi.  

3.9. Kristal Viyole Boyaması 

İlaç uygulamasının hücre canlılığı üzerine etkisinin görsel olarak gösterimi için 

kristal viyole boyaması yapıldı. Boyama için öncelikle BxPC-3 ve MIA PaCa-2 

hücreleri 24 kuyucuklu plakalara ekildi ve plakalar inkübatöre kaldırıldı. Bir gün sonra 

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücreleri için IC50 doz belirlemesi sırasında hazırlanan 

konsantrasyonlar ile aynı olacak şekilde ilaçlı besiyerleri hazırlandı. Plakalara ekilen 

hücreler inkübatörden laminar kabin içerisine alındı ve plakaların kuyucuklarında 

bulunan besiyerleri atılarak yerlerine hazırlanan ilaçlı besiyerleri koyuldu. Hücreler 

inkübatöre kaldırılarak 48 saat boyunca inkübe edildi. İnkübasyon süresinin 

dolmasının akabinde plakalar inkübatörden alınarak buz üstüne aktarıldı. Plaka 

kuyucuklarında bulunan besiyerleri atıldı ve 500 mL soğuk D-PBS ile yıkama yapıldı. 

Yıkama sonrasında D-PBS ortamdan uzaklaştırılarak her bir kuyucuğa 500 mL 
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%100’lük soğuk metanol eklenerek oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyon başlatıldı. 

İnkübasyon sorasında metanol kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve yerine %0.5 

yoğunluğuna sahip kristal viyole boyasından 500 mL eklendi. Oda sıcaklığında 10 

dakika boyunca inkübasyon sağlandı. İnkübasyon sonrasında boya kuyucuklardan 

uzaklaştırıldı ve yeterli miktarda distile su ile yıkama yapıldı. Yıkama sonrasında 

plakalar oda sıcaklığında muhafaza edildi.  

3.10. Kombinasyon İndeks Analizi  

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarında uygulanan ilaç kombinasyonları 

sonucunda elde edilen etkinin analizi için CompuSyn (Paramus, NJ, USA) ve 

Combenefit yazılımları kullanıldı.  

CompuSyn yazılımında ilaçlar arasında oluşan etkinin incelenmesi için kütle 

etki yasası prensibi temel alınarak geliştirilen medyan-etki eşitlik denklemi 

kullanılmaktadır. Bu denklem sayesinde, ilaç kombinasyonu sonucunda elde edilen 

hücre büyümesindeki inhibisyon oranı (Fa) kullanılarak ilaçlar arası oluşan etki 

matematiksel olarak kombinasyon indeksi (CI) değerine dönüştürülmektedir.  

Hesaplanan CI değerine göre de oluşan etkinin sinerjistik, aditif veya antagonistik olup 

olmadığı anlaşılmaktadır. CI değeri 1’den küçük ise bu etki sinerjistik olarak kabul 

edilirken, 1’e eşitse aditif ve 1’den büyük ise antagonistik olarak kabul edilmektedir. 

Ayrıca bu analiz yöntemi sonucunda bir Fa-CI grafiği de oluşturulmaktadır. Fa-CI 

grafiğinde y ekseninde CI değerleri, x eksenini ise Fa değerleri yer almaktadır. Bu 

çizilen grafikte, y eksenindeki 1 değerinden x eksenine paralel olacak şekilde bir doğru 

bulunmaktadır. Elde edilen CI değerleri eğer 1’den küçük ise bu doğrunun altında 

kalacak şekilde dağılırken, 1’den büyük CI değerlerine sahip noktalar doğrunun 

üstünde yer alacak şekilde dağılmaktadır. Bu grafik sayesinde de ilaç kombinasyonları 

sonucunda oluşan etkiye dair inceleme yapılmaktadır (195).  

Combenefit yazılımında ise ilaçlar arasında oluşan etkinin analizi içi doz-yanıt 

yüzeyi olarak adlandırılan bir konsantrasyon uzayı kullanılmaktadır. Burada yazılıma 

kontrol grubu ve ilaçlara ait hem tek başlarına kullanıldıklarında elde edilen hem de 

kombinasyonlarından elde edilen yüzde hücre canlılık değerleri tanıtılmaktadır. 

Yazılım tarafından kontrol grubuna ait hücre canlılık değeri ilaçların tek başlarına 

kullanıldıkları durumda elde edilen değerden çıkartılarak bir doz-yanıt eğrisi 
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oluşturulmaktadır. İlaçların tek başlarına kullanıldıkları koşulda elde edilen doz-yanıt 

grafiği temel alınarak bir ilaç kombinasyon doz-yanıt yüzeyi modellenmektedir. Bu 

yüzey aditif-bağımsız bir kombinasyon doz-yanıt yüzeyi için referans oluşturmaktadır. 

Deneysel olarak elde edilen kombinasyon doz-yanıt değerleri bu model ile 

kıyaslanarak konsantrasyon uzayında bir sinerji dağılım tahmini gerçekleştirilmektedir 

(196). 

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarında bortezomib ve imatinib ilaçlarının 

kombinasyonu sonucunda sinerjistik bir etkinin oluşup oluşmadığının incelenmesi için 

hücre hatlarına ait belirlenen IC50 dozları dikkate alındı (Tablo 3.2.). Öncelikle ilaçlar 

IC50 dozun belirlenmesi sırasında izlendiği şekilde seri dilüsyon yöntemi ile hazırlandı 

(Bkz. Bölüm 3.7.). İlaç kombinasyonlarının hazırlığı için de ilaçların tek başlarına 

hazırlandıkları en yüksek dozlardan belirli miktarda alınıp karıştırıldıktan sonra yine 

seri dilüsyon yapıldı. Tüm ilaçlı besiyerlerinin hazırlığı tamamlandıktan sonra bir gün 

önce 24 kuyucuklu plakalara ekilen hücreler inkübatörden laminar kabin içine alındı. 

Kuyucuklarda bulunan besiyerleri atıldı ve yerlerine hazırlanan ilaçlı besiyerleri 

eklendi. Plakalar inkübatöre kaldırılarak 48 saatlik inkübasyona bırakıldı. 

   Tablo 3.2. Bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonu deney dizaynı. 

  İmatinib (ilaç 2) 

  0 0.25xIC50 0.5xIC50 0.75xIC50 IC50 1.5xIC50 2xIC50 

B
o
rt

ez
o
m

ib
 (

il
a

ç 
1

) 0 Kontrol Fa2 Fa2 Fa2 Fa2 Fa2 Fa2 

0.25xIC50 Fa1 Fa1,2      

0.5xIC50 Fa1  Fa1,2     

0.75xIC50 Fa1   Fa1,2    

IC50 Fa1    Fa1,2   

1.5xIC50 Fa1     Fa1,2  

2xIC50 Fa1      Fa1,2 

 

48 saatlik inkübasyon sonrasında MTT tayin yöntemi ile örneklere ait 

absorbans değerleri elde edildi ve sonra yüzde cinsinden hücre canlılık hesaplaması 

yapıldı (Bkz. Bölüm 3.8.). Hesaplanan hücre canlılık miktarları 0 ile 1 arasında olacak 

şekilde düzenlendikten sonra bu değerler ile uygulanan dozlar CompuSyn yazılımına 

tanıtılarak kombinasyon indeks analizi yapıldı. İlaçlar arasında meydana gelen etkinin 

Combenefit yazılımı ile incelenmesi için yüzde cinsinden hesaplanan hücre canlılık 

miktarları ile uygulanan dozlar yazılıma tanıtıldı.  



49 

 

3.11.Total RNA İzolasyonu 

İlaç uygulaması sonrasında BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarından total 

RNA izolasyonu yapıldı. Öncelikle BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hataları her bir 

kuyuda sırasıyla 145.000 hücre ve 171.000 hücre olacak şekilde 6 kuyucuklu plakalara 

ekildi ve inkübatöre kaldırıldı. İlaçların tek başlarına ve kombinasyonlarından oluşan 

ilaçlı besiyerleri seri dilüsyon yöntemiyle en yüksek dozdan en düşük doza doğru 

olacak şekilde besiyeri aktarımı sonucunda hazırlandı (Tablo 3.3.). İlaçlı besiyerlerinin 

hazırlığı tamamlandıktan sonra bir gün önce plakalara ekilen hücreler inkübatörden 

laminar kabin içine alındı. Plaka kuyucuklarında bulunan besiyerleri atılarak yerlerine 

ilaçlı besiyerleri koyuldu ve plakalar 24 saatlik inkübasyon için inkübatöre kaldırıldı.   

  Tablo 3.3. Total RNA izolasyonu için hazırlanan ilaç kombinasyonu deney dizaynı. 

  İmatinib 

  0 IC50/2 IC50 

B
o
rt

ez
o
m

ib
 0 Kontrol   

IC50/2    

IC50    

24 saatlik inkübasyon sonrasında plakalar buz üstüne alındı ve plaka 

kuyucuklarında bulunan ilaçlı besiyerleri atılarak 1 mL soğuk D-PBS ile yıkama 

yapıldı. Yıkama sonrasında her bir kuyuya 1 mL TRIZOL eklenerek hücreler kuyucuk 

yüzeyinden kazındı. Kazıma sonrası örnekler ependorflara aktarılarak 15 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında ependorflara 250 uL kloroform 

eklendi ve kısa bir süre vorteks yardımıyla karıştırıldı. Örnekler oda sıcaklığında 5 

dakika inkübe edildi ve inkübasyon sonrasında 4oC’ye ayarlı santrifüj cihazında 

10.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifügasyon işlemi sonrasında en 

üstte oluşan faz yeni bir ependorfa aktarıldı ve 550 uL izopropanol eklenerek oda 

sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edildi. Örnekler inkübasyon sonrasında 4oC’ye 

ayarlı santrifüj cihazında 14.000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifügasyon sonrasında oluşan süpernatant atıldı ve pelet 1mL %75’lik etanol ile 

tekrar sıvı hale getirildi. Örnekler 4oC’ye ayarlı santrifüj cihazında 9.500 rpm’de 10 

dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifügasyon işlemi sonrasında oluşan süpernatant 
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atıldı ve etanolün uçması beklendikten sonra pelet 15 uL nükleaz içermeyen su ile 

tekrar sıvı hale getirildi.   

3.12. RNA Kalite ve Konsantrasyon Tayini 

Total RNA izolasyonu sonrasında elde edilen örneklerin kalitesi ve miktarı UV 

spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, USA) kullanılarak belirlendi. İzole edilen 

RNA’nın kalitesi A260/A280 ve A260/A230 oranları dikkate alınarak incelendi. 

A260/A280 oranı 1.8-2.0 aralığında olan ve A260/A230 oranı 2.0’den büyük olan 

örnekler yüksek kaliteye sahip olarak değerlendirildi.  

3.13. cDNA sentezi 

cDNA sentezi için RevertAid RT kit (katalog no: 01186461, Thermoscientific, 

ABD ) kullanıldı. Her bir örneğe ait son RNA konsantrasyonu 1000 ng/uL olacak 

şekilde gerekli olan RNA miktarı hesaplandı. Hesaplanan miktarda RNA’dan alınarak 

her bir örneğe 1 uL random primer eklendi ve son hacim nükleaz içermeyen su ile 

birlikte 6 uL’ye tamamlandı. Hazırlanan örnekler PCR cihazında 65oC’de 5 dakika 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında örnek başına toplam 4 uL eklenecek 

şekilde 2 uL tampon çözeltisi, 0.5 uL RNaz inhibitörü, 1 uL dNTP ve 0.5 uL ters 

transkriptaz enziminden oluşan karışım hazırlandı.  İnkübasyon süresi bittikten sonra 

her bir tüpün içerisine hazırlanan karışımdan eklendi ve PCR cihazında sırasıyla 

25oC’de 5 dakika, 42oC’de 60 dakika, 70oC’de 5 dakika ve 4oC’de bitiş döngüsünde 

reaksiyon başlatıldı. Reaksiyon sonunda örnekler nükleaz içermeyen su ile birlikte 10 

kat seyreltildikten sonra -20oC’de muhafaza edildi.  

3.14. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) 

sXBP1, Scara3 ve Bloc1s1 genleri ile normalizasyon amacıyla kullanılan 

GAPDH geninin ekspresyon seviyesi qRT-PCR reaksiyonu ile incelendi.  qRT-PCR 

reaksiyonunda her bir örnek için öncelikle 1 uL ileri primer, 1 uL geri primer ve 1 uL 

nükleaz içermeyen su kullanılarak primer karışımı hazırlandı. Daha sonra örneklere ait 

10 kat seyreltilen cDNA’dan 2 uL ve sybergreenden 5 uL kullanılarak örnek karışımı 

hazırlandı. Hazırlanan primer karışımından toplam 3 uL ve örnek karışımından 7 uL 

alınarak 96 kuyucuklu okuma plakasının her bir kuyusuna aktarıldı ve qRT-PCR cihazı 

(BIO-RAD CFX Connect RT system) kullanılarak reaksiyon başlatıldı. Reaksiyon 
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sonunda erime eğrisi grafikleri kontrol edildi ve Cycle threshold (Ct) değerleri 

Microsoft Office Excel programı kullanılarak değerlendirildi.  

Gen ekspresyon seviyesinin analizi için öncelikle GAPDH genine ait Ct 

değerleri her bir örneğin değerinden çıkartılarak ilk normalizasyon işlemi olan delta 

normalizasyon (ΔCt) gerçekleştirildi. Daha sonra kontrol grubuna ait ΔCt değerlerinin 

ortalaması hem kontrol grubunun hem de ilaç uygulanan grubun ΔCt değerinden 

çıkartılarak ΔΔCt değeri ve daha sonra 2-ΔΔCt değeri hesaplandı.  

3.15. İstatistiksel Analizler 

Hücre hatlarında ilaçlara ait IC50 dozlarının belirlenmesi amacıyla GraphPad 

Prism 9.0 (GraphPad Prism 9 Software, San Diego, CA, USA) yazılım programı 

kullanıldı. İlaçlara ait konsantrasyon değerleri logaritmik olarak transforme edildikten 

sonra lineer olmayan regresyon analizi yapıldı. qPCR temelli gen ekspresyon 

farklarının analizi için tek yönlü ANOVA testi kullanıldı ve gruplar arası 

karşılaştırmalar TUKEY testi ile yapıldı.  Normal ve tümör örnekler arasında gen 

ifadesi farklılıklarının analizi için Student’s t test kullanıldı. İlaç uygulaması 

sonrasında büyüme eğrilerinin karşılaştırılması amacıyla kareler toplamı-F test 

kullanıldı (197). Korelasyon analizleri Spearman’s rank korelasyonu ile yapıldı. 

GSE28735 verisetinde tümör ve normal dokular arası gen ifadesi farklılıkları eşli t-test 

ile analiz edildi. 0.05’ten küçük p değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Bortezomib ve İmatinib İlaçlarının Hedef Aldıkları Genlerin mRNA 

Düzeyindeki İfadelerinin Pankreas Kanserinde in silico Yöntemlerle İncelenmesi 

Tez çalışmasında yer alan hipotezlerden biri, pankreas kanseri hücrelerinin 

kontrolsüz büyüme özelliklerinden dolayı artan protein sentezinin bu hücreleri 

proteozomal sisteme daha bağımlı bir hale getirdiği yönündedir.  Bu doğrultuda kanser 

hücrelerinin proteozom sistemine bağlılıkları hedef alınarak hücrelerde ölümün 

tetiklenip tetiklenemeyeceğinin incelemesi amacıyla çalışmamızda bir proteozom 

inhibitörü olarak bilinen bortezomib ilacı kullanıldı. Bu ilacın pankreas kanseri 

hücrelerinde kullanım uygunluğunun incelenmesi amacıyla ilacın hedef aldığı genlerin 

ekspresyon düzeyleri GEPIA platformu üzerinden tümör ve normal dokular arasında 

karşılaştırıldı (22) (Şekil 4.1.).  

                                          

Şekil 4.1. Bortezomib ilacının hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin normal 

ve tümör pankreatik doku örneklerinde karşılaştırılması (GEPIA). Kırmızı kutu tümör, 

gri kutu normal pankreatik doku örneklerini göstermektedir. Kutu grafikleri 25 

persentilden 75 persentile kadar uzanmaktadır, yatay çizgi medyanı göstermektedir. 

Analiz sonucunda bortezomib hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin 

pankreatik tümör dokularında normal dokulara kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde daha fazla olduğu gözlendi (*p<0.01).  
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Tez çalışmasında yer alan hipotez doğrultusunda, hedef alınan proteozom 

sisteminin normal pankreatik dokulara kıyasla pankreatik tümör dokularında daha aktif 

bir şekilde çalışıp çalışmadığının in silico olarak incelenmesi amacıyla proteoliz 

mekanizmasında görev alan genlerin imzası normal ile tümör pankreatik örnekler 

arasında incelendi. İlgili incelemenin yapılması için GSEA veritabanından bulunan ve 

proteoliz mekanizması ile ilişkili olduğu belirlenen gen seti kullanıldı (n=134) 

(KEGG_UBIQUITIN_MEDIATED_PROTEOLYSIS). Pankreas kanseri tümör 

örnekleri ile normal pankreas örnekleri arasındaki gen imzası açısından farklılıkların 

incelenmesi için GEPIA2 platformunda çoklu gen karşılaştırması yapıldı (Şekil 4.2.). 

Yapılan analiz sonucunda, proteoliz mekanizması gen imzasının pankreatik tümör 

örneklerinde normal pankreatik örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde daha fazla olduğu gözlendi (*p<0.01).   

 

Şekil 4.2. Proteoliz mekanizmasında yer alan genlerin imzasının normal ve 

tümör pankreatik örnekler kullanılarak karşılaştırılması (GEPIA2). Kırmızı kutu 

tümör, gri kutu normal pankreatik örneklerini göstermektedir. Kutu grafikleri 25 

persentilden 75 persentile kadar uzanmaktadır, yatay çizgi medyanı göstermektedir. 

Bu tez kapsamında kullanılan bir diğer ilaç tirozin kinaz inhibitörü olarak 

bilinen imatinibtir. İmatinib ilacının kullanımı ile hem kanser hücrelerinin bortezomib 

ilacına karşı geliştirdikleri direnci kırmadaki rolünün hem de imatinib ilacının ER 

stresin varlığında devreye giren RIDD mekanizması üzerindeki olası etkilerinin 

araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda ilacın hedef genleri olan c-Kit, 

PDFGRA, PDGFRB, Abl1, Abl2, DDR1 ve DDR2’nin pankreas tümörleri ve normal 
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pankreas dokularındaki ifadeleri GEPIA platformu kullanılarak incelendi (184, 198) 

(Şekil 4.3.). 

 

   

Şekil 4.3. İmatinib ilacının hedef genlerinin ekspresyon seviyesinin normal ve 

tümör pankreatik doku örneklerinde karşılaştırılması (GEPIA). Kırmızı kutu tümör, gri 

kutu normal pankreatik doku örneklerini göstermektedir. Kutu grafikleri 25 

persentilden 75 persentile kadar uzanmaktadır, yatay çizgi medyanı göstermektedir. 

Yapılan analiz sonucunda imatinib ilacının hedef genlerinin ekspresyon 

düzeyinin pankreatik tümör dokularında normal dokulara kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde daha yüksek olduğu gözlendi (*p<0.01).   

Bortezomib ve imatinib ilaçlarının hedef genleri olan PSMB5, PSMB1, Abl1, 

Abl2, c-Kit, PDGFRA, PDGFRB, DDR1 ve DDR2’nin ifade farklılıkları pankreatik 

duktal adenokarsinomlu bireylerden elde edilen eşli tümör ve komşu normal hücrelere 

ait bağımsız bir veri seti (GSE28735) kullanılarak karşılaştırıldı (Şekil 4.4.). Analiz 

sonucunda bortezomibin hedef genlerinden PSMB5’in ekspresyon düzeyinin tümör 



55 

 

örneklerinde normal örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha 

yüksek olduğu gözlendi (p<0.001). İmatinibin hedef genlerinden ise PDGFRB 

(probeset ID:8115099), DDR1 (probeset ID:8179184), DDR2 (probeset 

numarası:7906878 ve probeset ID:7906900)’nin ekspresyon seviyesinin normal 

örneklere kıyasla tümör örneklerinde istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha 

yüksek olduğu anlaşıldı (sırasıyla p<0.005, p<0.05, p<0.005, p<0.05). Elde edilen in 

silico bulgular bortezomib ve imatinib ilaçlarının pankreas kanserinde hücre ölümünün 

hedeflenmesi amacıyla kullanıma uygun olabileceğini düşündürmektedir.  

 

Şekil 4.4. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının hedef genlerinin ekspresyon düzeyinin 

GSE28735 veri seti ile incelenmesi.  

4.2. Bortezomib İlacına Karşı Hassas ve Dirençli Profil Sergileyen 

Pankreatik Kanser Hücre Hatlarının in silico Yöntemlerle Belirlenmesi 

Bu tez kapsamında kullanılacak olan bortezomib ilacına karşı hassasiyet ve 

direnç gösteren pankreatik kanser hücre hatlarının belirlenmesi amacıyla hem literatür 

taraması hem de in silico analizler yapıldı. Literatürde var olan bilgiler doğrultusunda 

MIA PaCa-2 hücre hattının bortezomib ilacına karşı dirençli olduğu gösterilirken, 

BxPC-3 hücre hattının ise bu ilaca karşı hassasiyet gösterdiği belirtilmektedir (169, 
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199). Literatürden elde edilen bilgiyi desteklemek amacıyla hücre hatlarının ilaca karşı 

gösterdikleri hassasiyetin bilgisini içeren CTRP ve GDSC veri tabanları kullanılarak 

in silico analizler yapıldı. Pankreatik kanser hücre hatlarının bortezomib ilacına karşı 

sergiledikleri yanıt AUC parametresi temel alınarak incelendi. GDSC ve CTRP veri 

tabanlarından sırasıyla 29 adet ve 37 adet pankreas kanseri hücre hattına ait bilgi 

bulundu (Şekil 4.5.). Hücre hatlarına ait AUC değerleri küçükten büyüğe olacak 

şekilde sıralandığında AUC değeri diğer hücre hatlarına kıyasla büyük olanlar ilaca 

karşı daha dirençli olarak değerlendirildi.  Analiz sonucunda literatür ile uyumlu bir 

şekilde MIA PaCa-2 hücre hattının BxPC-3 hücre hattına kıyasla bortezomib ilacına 

karşı daha dirençli bir profil sergilediği anlaşıldı.  

 

 

 

 

 

Şekil 4.5. Farklı veritabanlarının kullanımı ile pankreas kanseri hücre hatlarının 

bortezomib ilacına karşı gösterdikleri hassasiyet bilgisinin AUC parametresi ile 

belirlenmesi: A) GDSC veritabanı B) CTRP veritabanı.  
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4.3. Pankreatik Kanser Hücre Hatlarının Bortezomib Hassasiyetlerinin 

in vitro Koşulda Belirlenmesi 

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarının bortezomib ilacına gösterdikleri 

hassasiyet IC50 doz miktarı temelinde hücre canlılık grafiği çizilerek belirlendi. BxPC-

3 ve MIA PaCa-2 hücre hatları 0.25-192 nM doz aralığında bortezomib ilacı ile 72 saat 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında yapılan hücre canlılık tayini sonucunda 

bortezomib ilacına ait IC50 doz miktarının, BxPC-3 hücre hattında 6.616 nM ve MIA 

PaCa-2 hücre hattında 4.696 nM olduğu belirlendi (Şekil 4.6.).  

 

 

 

 

 

Şekil 4.6. Bortezomib ilacına ait 72 saatlik inkübasyon sonunda A) BxPC-3 B) 

MIA PaCa-2 hücre hatlarında belirlenen IC50 doz miktarları. Grafikler ortalama ± 

standart sapma değerleri temel alınarak oluşturuldu (n=3).  

Yapılan in vitro çalışma sonucuna göre MIA PaCa-2 hücre hattının BxPC-3 

hücre hattına kıyasla bortezomib ilacına karşı daha hassas bir profil sergilediği 

gözlendi. Fakat BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarına ait IC50 doz miktarları 

arasındaki farkın 2 nM’dan az olmasından dolayı bu iki hücre hattının bortezomib 

ilacına karşı sergiledikleri hassasiyetin benzer seviyede olduğu anlaşıldı.  

Bortezomib ilacına karşı dirençli hücre hattının belirlenebilmesi için daha sonra 

laboratuvarımızda bulunan diğer tüm pankreatik kanser hücre hatlarına ait IC50 doz 

tayini yapıldı. Bu hücre hatlarından CFPAC-1, SU.86.86, AsPC-1, Capan-1 ve PANC-

1 aynı şekilde 0.25-192 nM doz aralığında bortezomib ilacı ile 72 saat boyunca 

muamele edildi (Şekil 4.7.).  Deney sonucunda elde edilen IC50 dozları incelendiğinde 

3.298 nM ile bortezomibe karşı en hassas yanıt veren hücre hattının CFPAC-1 olduğu 

anlaşılırken (Şekil 4.7.A), en dirençli profil sergileyen hücre hattının 6.671 nM ile 
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PANC-1 hücre hattı olduğu gözlendi (Şekil 4.7.E). Fakat taranan toplam yedi hücre 

hattı incelendiğinde en yüksek ve en düşük IC50 değerleri arasındaki farkın 3.5 nM’dan 

az ve birbirine yakın değerler oldukları anlaşıldı. Hücre hatları arasındaki IC50 doz 

farklarının azlığı sebebi ile in vitro bulgularımız temelinde bortezomibe hassas ve 

dirençli olarak sınıflandırılabilecek hücre hatları belirlenemedi. Bu nedenle çalışmaya 

in vitro koşullarda elde edilen ortalama IC50 değerine sahip hücre hatlarından BxPC-3 

ve MIA PaCa-2 seçilerek çalışmalar tek hücre hattı ile sınırlandırılmayıp bu iki hücre 

hattı üzerinden ilerletildi.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7. Bortezomib ilacına ait 72 saatlik inkübasyon sonunda A) CFPAC-1 

B) SU.86.86 C) AsPC-1 D) Capan-1 E) PANC-1 hücre hatlarında belirlenen IC50 doz 

miktarları. Grafikler ortalama ± standart sapma değerleri temel alınarak oluşturuldu 

(n=3). 

4.4. BxPC-3 ve MIA PaCa-2 Hücre Hattında Bortezomib ve İmatinib 

İlaçlarına Ait IC50 Doz Miktarlarının Farklı İnkübasyon Sürelerinde 

Belirlenmesi 

Bu iki ilaç kombinasyonunun hücreler üzerindeki farklı etkilerinin incelenmesi 

amacıyla öncelikle farklı inkübasyon sürelerinde IC50 doz miktarları belirlendi. BxPC-

3 ve MIA PaCa-2 hücre hatları bortezomib ilacı ile 0.25-192 nM’lık doz aralığında 24, 

48 saat boyunca inkübe edildi. İmatinib ilacı için BxPC-3 hücre hattı 0.25-192 uM’lık 
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doz aralığında ve MIA PaCa-2 hücre hattı 1-100 uM doz aralığında 24, 48 ve 72 saat 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyon sürelerinin sonunda hücre canlılık tayin yöntemi 

ile IC50 doz miktarları belirlendi. Ayrıca 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda hücreler 

kristal viyole ile boyanarak uygulanan dozların hücre canlılığı üzerine etkileri görsel 

olarak gösterildi.  

Yapılan deneyler sonucunda BxPC-3 hücre hattında bortezomibe ait IC50 doz 

miktarının 24 ve 48 saatlik inkübasyon sürelerinde sırasıyla 7.837 nM ve 7.684 nM 

olduğu gözlendi (Şekil 4.8.).  
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Şekil 4.8. BxPC-3 hücre hattında bortezomib ilacına ait IC50 doz miktarı A) 24 

saatlik inkübasyon (n=3) B) 48 saatlik inkübasyon (n=3) C) 48 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda kristal viyole boyama görüntüsü. 

MIA PaCa-2 hücre hattında bortezomibe ait IC50 doz miktarının 24 ve 48 

saatlik inkübasyon süreleri sonunda sırasıyla 8.296 nM ve 4.716 nM olduğu tespit 

edildi (Şekil.4.9.). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. MIA PaCa-2 hücre hattında bortezomib ilacına ait IC50 doz miktarı 

A) 24 saatlik inkübasyon (n=3) B) 48 saatlik inkübasyon (n=3) C) 48 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda kristal viyole boyama görüntüsü. 
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BxPC-3 hücre hattında imatinib ilacına ait IC50 doz miktarının 24, 48 ve 72 

saatlik inkübasyon süreleri sonunda sırasıyla 44.153 uM, 24.604 uM ve 21.178 uM 

olduğu belirlendi (Şekil 4.10.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10. BxPC-3 hücre hattında imatinib ilacına ait IC50 doz miktarı A) 24 

saatlik inkübasyon (n=3) B) 48 saatlik inkübasyon (n=3) C) 48 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda kristal viyole boyama görüntüsü. 
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MIA PaCa-2 hücre hattında imatinib ilacına ait IC50 doz miktarının 24, 48 ve 

72 saatlik inkübasyon süreleri sonunda sırasıyla 44.27 uM, 27.41 uM ve 27.74 uM 

olduğu gözlendi (Şekil 4.11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11. MIA PaCa-2 hücre hattında imatinib ilacına ait IC50 doz miktarı A) 

24 saatlik inkübasyon (n=3) B) 48 saatlik inkübasyon (n=3) C) 48 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda kristal viyole boyama görüntüsü. 
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4.5. Bortezomib ve İmatinib İlaç Kombinasyonunun BxPC-3 ve MIA 

PaCa-2 Hücre Hatları Üzerindeki Olası Sinerjistik Etkisinin İncelenmesi 

Bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonlarının hücre canlılığı üzerindeki 

etkisinin değerlendirilmesi için kombinasyon deneyleri düzenlendi. Bu etkinin 

incelenmesi amacıyla BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarına ait 48 saatlik 

inkübasyon süresi sonucunda belirlenen IC50 doz miktarları kullanıldı.  İlk olarak 

deney sonucunda elde edilen verinin analizi için kullanılan CompuSyn yazılımının 

kullanıcı yönergesinde belirtildiği şekilde her iki ilaç için IC50 dozu temel alınarak altı 

farklı ilaç konsantrasyonu belirlendi. Bu ilaç konsantrasyonları hem tek başlarına hem 

de birlikte olacak şekilde 48 saatlik inkübasyon süresinde hücrelere uygulandıktan 

sonra ilaçlar arasında oluşan etki incelendi. BxPC-3 hücre hattında elde edilen sonuçlar 

incelendiğinde bu iki ilaç kombinasyonunun sinerjistik bir etki (CI<1) meydana 

getirmedikleri tespit edildi (Şekil 4.12.).  

İlaçlar arasında oluşan etki ayrıca Combenefit yazılımı kullanılarak da 

incelendiğinde diğer yazılım ile elde edilen sonuç ile uyumlu bir şekilde herhangi bir 

sinerjistik etkinin oluşmadığı gözlendi (Şekil 4.13.). 
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Şekil 4.12. Bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun BxPC-3 hücre hattı 

üzerindeki etkisinin CompuSyn yazılımı kullanılarak incelenmesi: A) ilaçların birlikte 

uygulandığı durumda 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda oluşan etkinin grafiği 

(n=3) B) Bortezomib ve imatinib ilaçları arasında oluşan etkinin kombinasyon index 

(Fa-CI) grafiği. CI: kombinasyon indeks değeri, Fa: inhibitör etki, CI<1 sinerjistik etki, 

CI=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki. Fa=0.5 hücrenin %50’sini öldüren inhibitör 

etki noktası. 

 

 

 

 

Şekil 4.13. Bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun BxPC-3 hücre hattı 

üzerindeki etkisinin Combenefit yazılımı kullanılarak incelenmesi. Kombinasyon doz-

yanıt ve referans doz yanıt kullanılarak sinerji dağılımı oluşturulmuştur ve sinerji 

seviyeleri matrix formatında verilmiştir. Standart sapma “+/-” ile belirtilmiştir 

(*p<0.05 **p<0.001 ***p<10 ⁻⁴).  

Yapılan aynı deneyler MIA PaCa-2 hücre hattında incelendiğinde 48 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda bortezomib ve imatinib ilaçlarının “1.5xIC50” doz 
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konsantrasyonunda kombine edildiği noktada sinerjistik bir etkinin (CI<1) meydana 

geldiği gözlendi (Şekil 4.14.). Fakat bu etki her ne kadar birden küçük olsa da bir 

değerine çok yakın olduğu için program tarafından da belirtildiği üzere kısmen aditif 

olarak değerlendirildi (Bkz EK-1).  

Combenefit yazılımdan elde edilen sonuçlar incelendiğinde de diğer yazılımda 

gözlenen sonuç ile uyumlu olarak ilaçların “1.5xIC50” doz konsantrasyonunda 

kombine edildiği noktada kısmen aditif etki oluştuğu gözlendi (Şekil 4.15.).  

 

      

Şekil 4.14. Bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun MIA PaCa-2 hücre 

hattı üzerindeki etkisinin CompuSyn yazılımı kullanılarak incelenmesi: A) İlaçların 

birlikte uygulandığı durumda 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda oluşan etkinin 

grafiği (n=3). B) Kombinasyon index (Fa-CI) grafiği. CI: kombinasyon indeks değeri, 

Fa: inhibitör etki, CI<1 sinerjistik etki, CI=1 aditif etki, CI>1 antagonistik etki. Fa=0.5 

hücrenin %50’sini öldüren inhibitör etki noktası. 



66 

 

 

 

 

Şekil 4.15. Bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun MIA PaCa-2 hücre 

hattı üzerindeki etkisinin Combenefit yazılımı kullanılarak incelenmesi. Kombinasyon 

doz-yanıt ve referans doz yanıt kullanılarak sinerji dağılımı oluşturulmuştur ve sinerji 

seviyeleri matrix formatında verilmiştir. Standart sapma “+/-” ile belirtilmiştir 

(*p<0.05 **p<0.001 ***p<10 ⁻⁴). 

Combenefit yazılımında deneysel olarak test edilmiş ilaç kombinasyonlarına 

ek olarak algoritma tarafından deneysel olarak test edilmemiş kombinasyonlar için de 

olası etkilerin tahmini gerçekleştirilmektedir. Dizayn edilen deney sonucunda hem 

BxPC-3 hem de MIA PaCa-2 hücre hattında herhangi bir sinerjistik etki oluşturan ilaç 

kombinasyonu bulunamadığı için yazılım tarafından önerilen sinerjistik etki 

oluşturabilecek olası doz kombinasyonları seçilerek deneylere devam edildi. Bu 

durumda sinerji matriks grafiği incelendiğinde yazılım tarafından ilaçlardan birinin en 

küçük dozu ile diğer ilaca ait tüm dozlar kombine edildiğinde bazı noktalarda 

sinerjistik etkinin meydana gelebileceği gözlenmektedir (Şekil 4.13 ve 4.15).  

BxPC-3 hücre hattı için en yüksek sinerji seviyelerinin tahmin edildiği dozları 

kapsayacak şekilde bortezomib ilacının 1.92 nM’da sabit tutulup imatinib ilacının 

6.15-49.2 uM doz aralığında kombine edileceği (Şekil 4.13, birinci sütun) ve 

imatinibin 6.15 uM’da sabit tutulup bortezomibin 1.92-15.37 nM doz aralığında 

kombine edileceği (Şekil 4.13, birinci satır) deneyler hazırlandı. Deney sonucunda üç 

farklı ilaç kombinasyonunda sinerjistik etkinin (CI<1) meydana geldiği gözlendi. Bu 

kombinasyonlar; 1.92 nM bortezomib+36.9 uM imatinib (CI=0.92) (Şekil 4.16.A), 

1.92 nM bortezomib+49.2 uM imatinib (CI=0.86) (Şekil 4.16.A) ve 6.15 uM 

imatinib+15.37 nM bortezomib (CI=0.98) şeklindedir (Şekil 4.16.B). Fakat bu 



67 

 

kombinasyonlara ait CI değerleri her ne kadar birden küçük olsa da bu üç noktadan 

ikisinde yine kısmen aditif etki, birinde ise zayıf sinerjik etkinin meydana geldiği 

anlaşıldı.   

       A) 
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B)  

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.16. Combenefit yazılımına göre belirlenen bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonlarının 48 saatlik inkübasyon sonucunda BxPC-3 hücre hattı üzerindeki 

etkisinin CompuSyn yazılımı kullanılarak incelenmesi: A) Bortezomibin 1.92 nM doz 

konsantrasyonunda sabit tutulurken imatinib konsantrasyonunun değiştiği koşul B) 

İmatinibin 6.15 uM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken bortezomib 

konsantrasyonunun değiştiği koşul. CI<1 sinerjistik etki, CI=1 aditif etki, CI>1 

antagonistik etki. 

MIA PaCa-2 hücre hattı için en yüksek sinerji seviyelerinin tahmin edildiği 

dozları kapsayacak şekilde bortezomib ilacının 1.18 nM’da sabit tutulup imatinib 

ilacının 6.85-54.82 uM doz aralığında kombine edileceği (Şekil 4.15, birinci sütun) ve 

imatinibin 6.85 uM’de sabit tutulup bortezomibin 1.18-9.43 nM doz aralığında 

kombine edileceği (Şekil 4.15, birinci satır) deneyler hazırlandı. Deney sonucunda üç 

farklı ilaç kombinasyon noktasında sinerjistik etkinin (CI<1) meydana geldiği 

gözlendi. Bu kombinasyonlar; 1.18 nM bortezomib+41.11 uM imatinib (CI=0.78) 
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(Şekil 4.17.A), 1.18 nM bortezomib+54.82 uM imatinib (CI=0.67) (Şekil 4.17.A) ve 

6.85 uM imatinib+9.43 nM bortezomib (CI=0.86) şeklindedir (Şekil 4.17.B).    
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B)  

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.17. Combenefit yazılımına göre belirlenen bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonlarının 48 saatlik inkübasyon sonucunda MIA PaCa-2 hücre hattı 

üzerindeki etkisinin CompuSyn yazılımı kullanılarak incelenmesi: A) Bortezomibin 

1.18 nM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken imatinib konsantrasyonunun 

değiştiği koşul B) İmatinibin 6.85 uM doz konsantrasyonunda sabit tutulurken 

bortezomib konsantrasyonunun değiştiği koşul. CI<1 sinerjistik etki, CI=1 aditif etki, 

CI>1 antagonistik etki. 

İlaç kombinasyonlarının oluşturdukları etkinin incelenmesine yönelik yapılan 

deneylere ek olarak imatinib ilacının hücrelerin bortezomib ilacına verdikleri yanıtta 

bir hassasiyete yol açıp açmadığının incelenmesi için de BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre 

hatlarına hem tek başına bortezomib ilacı uygulandı hem de bu koşula 10 uM 

konsantrasyonunda imatinib eklendi. Deney ortamına imatinib ilacının eklediği koşul 

ile bortezomib ilacının tek başına uygulandığı koşula ait hücre canlılık grafikleri 

çizilerek bu iki grafik arasındaki fark incelendi. Yapılan analiz sonucunda hem BxPC-

3 hem de MIA PaCa-2 hücre hattında yalnız bortezomib ilacının uygulandığı koşul ile 

ilaçların kombine edildiği koşula ait büyüme eğrileri arasında istatistiksel olarak 
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anlamlı fark olduğu belirlendi ve imatinib ilacının varlığında hücre canlılığında azalma 

meydana geldiği gözlendi (p<0.001) (Şekil 4.18.A-B). Fakat BxPC-3 hücre hattına ait 

eğriler incelendiğinde, eğrilerin yönü açısından anlamlı bir değişim gözlenmediği için 

bu hücre hattında bortezomibe karşı verilen yanıtta imatinib ilacının hassasiyete yol 

açmadığı sonucuna varıldı (Şekil 4.18.A).  

 

Şekil 4.18. İmatinib ilacının 48 saatlik inkübasyon sonucunda pankreas kanseri 

hücre hatlarında bortezomib ilacına karşı hassasiyet oluşturup oluşturmadığının 

incelenmesi: A) BxPC-3 hücre hattı B) MIA PaCa-2 hücre hattı. 

4.6. Bortezomib ve İmatinib İlaçlarının ER Stres Aktivasyonu Üzerindeki 

Etkilerinin Pankreas Kanseri Hücre Hatlarında Araştırılması 

Tez çalışması kapsamında kullanılan bortezomib ve imatinib ilaçlarının 

pankreas kanseri hücreleri üzerindeki etkilerinin ER stres aktivasyonu üzerinden 

gerçekleşip gerçekleşmediği ve bu iki ilacın kombine edildiği durumda ER stres 

şiddetinde bir artışa yol açılıp açılmadığı araştırıldı. Bunun için ER stres varlığında 

devreye giren KPY mekanizmasında görevli proteinlerden IRE1α tarafından kesilip 

aktive olan sXBP1‘in transkript seviyesi incelendi. İlgili incelemenin yapılması için 

bortezomib ve imatinib ilaçlarına ait BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarında 24 

saatlik inkübasyon sonucunda hesaplanan IC50 doz konsantrasyonları temel alındı. 

Çalışmada ilaçların IC50 dozları ve bu dozun yarısı olacak şekilde hem tek başlarına 

hem de kombinasyonları kullanıldı. 

BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50 doz miktarında uygulandığı koşullarda 

sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde; 
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 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (***p<0.001) (Şekil 4.19.A). 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi (***p<0.001) 

(Şekil 4.19.A).   

 bortezomibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (***p<0.001) (Şekil 4.19.A).    

 imatinibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış tespit 

edildi (***p<0.001) (Şekil 4.19.A).    

 

Şekil 4.19. BxPC-3 hücre hattında bortezomib ve imatinib ilaçlarının 24 saatlik 

uygulanması sonrasında sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen 

değişimin qRT-PCR temelli incelenmesi. A) IC50 doz miktarında B) IC50/2 doz 

miktarında ilaç uygulamasına ait sonuçlar.  

BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50/2 doz miktarında uygulandığı koşullarda 

sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde gruplar arası istatistiksel olarak anlamlı 

farklılıklar gözlenmedi (Şekil 4.19.B). 

MIA PaCa-2 hücre hattına bakıldığında ilaçların IC50 doz miktarında 

uygulandığı koşullarda sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde; 
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 kontrol grubuna kıyasla bortezomib varlığında istatistiksel olarak anlamlı artış 

gözlendi (**p<0.01) (Şekil 4.20.A). 

 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı artış 

tespit edildi (***p<0.001) (Şekil 4.20.A). 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi (***p<0.001) 

(Şekil 4.20.A). 

 bortezomibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (*p<0.05) (Şekil 4.20.A). 

MIA PaCa-2 hücre hattında ilaçların IC50/2 doz miktarında uygulandığı 

koşullarda sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde; 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib varlığında istatistiksel olarak anlamlı artış 

olduğu gözlendi (*p<0.05) (Şekil 4.20.B). 

 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı artış 

tespit edildi (*p<0.05) (Şekil 4.20.B). 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi (***p<0.001) 

(Şekil 4.20.B). 

 bortezomibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (***p<0.001) (Şekil 4.20.B). 

 imatinibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (***p<0.001) (Şekil 4.20.B).  
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Şekil 4.20. MIA PaCa-2 hücre hattında bortezomib ve imatinib ilaçlarının 24 

saatlik uygulanması sonrasında sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen 

değişimin qRT-PCR temelli incelenmesi. A) IC50 doz miktarında B) IC50/2 doz 

miktarında ilaç uygulamasına ait sonuçlar. 

Literatürde var olan bilgi doğrultusunda imatinib ilacının yine IRE1α üzerinden 

düzenlenen RIDD mekanizmasını engelleyerek belirli mRNA’ların kesimini 

engellediği ve böylece ER strese yol açabildiği gösterilmiştir (36). İmatinibin RIDD 

mekanizması üzerindeki olası etkisinin araştırılması amacıyla RIDD mekanizmasının 

hedef mRNA’larından Scara3 ve Bloc1s1 genlerinin ekspresyon düzeyleri incelendi 

(200). Ayrıca imatinib ilacına ek olarak, literatürde bortezomibin RIDD mekanizması 

üzerinde bir etkisinin olup olmadığına dair bir bilgi bulunmadığı için de çalışmalara 

hem bortezomib hem de imatinib ilaçları kullanılarak devam edildi. Gerekli çalışmanın 

yapılması için bortezomib ve imatinib ilaçlarına ait BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre 

hatlarında 24 saatlik inkübasyon sonucunda hesaplanan IC50 doz konsantrasyonları 

temel alındı. Çalışmada ilaçların IC50 dozları ve bu dozun yarısı olacak şekilde hem 

tek başlarına hem de kombinasyonları kullanıldı.  

BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50 doz miktarında uygulandığı koşullarda 

Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde; 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib varlığında istatistiksel olarak anlamlı 

azalma olduğu gözlendi (*p<0.05) (Şekil 4.21.A). 

 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı azalma 

tespit edildi (**p<0.01) (Şekil 4.21.A). 
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 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı azalma gözlendi (**p<0.01) 

(Şekil 4.21.A). 

 

   

Şekil 4.21. BxPC-3 hücre hattında bortezomib ve imatinib ilaçlarının 24 saatlik 

uygulanması sonrasında RIDD hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde meydana 

gelen değişimin qRT-PCR temelli incelenmesi. Scara3 genine ait A) IC50 doz 

miktarında B) IC50/2 doz miktarında ilaç uygulaması sonuçları. Bloc1s1 genine ait C) 

IC50 doz miktarında D) IC50/2 doz miktarında ilaç uygulaması sonuçları.  

BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50 doz miktarında uygulandığı koşullarda 

Bloc1s1 geninin ekspresyon seviyesinde; 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib varlığında istatistiksel olarak anlamlı 

azalma olduğu gözlendi (*p<0.05) (Şekil 4.21.C). 
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 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı azalma 

tespit edildi (**p<0.01) (Şekil 4.21.C). 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı azalma bulundu (***p<0.001) 

(Şekil 4.21.C). 

BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50/2 doz miktarında uygulandıkları 

koşullarda Scara3 ve Bloc1s1 genlerinin ekspresyon düzeylerinde gruplar arası 

istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar gözlenmedi (Şekil 4.21.B ve Şekil 4.21.D).  

MIA PaCa-2 hücre hattına bakıldığında ilaçların IC50 doz miktarında 

uygulandığı koşullarda Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde; 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib varlığında istatistiksel olarak anlamlı 

azalma olduğu gözlendi (***p<0.001) (Şekil 4.22.A). 

 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı azalma 

tespit edildi (***p<0.001) (Şekil 4.22.A). 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı azalma gözlendi (*p<0.05) 

(Şekil 4.22.A). 

 bortezomibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (*p<0.05) (Şekil 4.22.A). 

 imatinibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı artış 

bulundu (*p<0.05) (Şekil 4.22.A). 
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Şekil 4.22. MIA PaCa-2 hücre hattında bortezomib ve imatinib ilaçlarının 24 

saatlik uygulanması sonrasında RIDD hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde 

meydana gelen değişimin qRT-PCR temelli incelenmesi. Scara3 genine ait A) IC50 doz 

miktarında B) IC50/2 doz miktarında ilaç uygulaması sonuçları. Bloc1s1 genine ait C) 

IC50 doz miktarında D) IC50/2 doz miktarında ilaç uygulaması sonuçları.  

MIA PaCa-2 hücre hattında ilaçların IC50 doz miktarında uygulandığı 

koşullarda Bloc1s1 geninin ekspresyon seviyesinde; 

 kontrol grubuna kıyasla imatinib varlığında istatistiksel olarak anlamlı azalma 

tespit edildi (**p<0.01) (Şekil 4.22.C). 

 kontrol grubuna kıyasla bortezomib ve imatinib ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı azalma gözlendi (**p<0.01) 

(Şekil 4.22.C). 
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MIA PaCa-2 hücre hattında ilaçların IC50/2 doz miktarında uygulandığı 

koşullarda Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde imatinibin tek başına uygulandığı 

koşula kıyasla ilaç kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı 

azalma gözlenirken (*p<0.05) (Şekil 4.22.B), Bloc1s1 geninin ekspresyon düzeyinde 

kontrol grubuna kıyasla ilaç kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak 

anlamlı azalma tespit edildi (*p<0.05) (Şekil 4.22.D).  

Elde edilen tüm qRT-PCR sonuçları değerlendirildiğinde, ilaçların doz bağımlı 

bir şekilde genlerin ekspresyon düzeylerinde değişim meydana getirdikleri ve bu 

değişim doğrultusunda bortezomib ile imatinib ilaçlarının ER stres aktivasyonuna yol 

açtıkları gözlendi. Ayrıca bu iki ilacın RIDD mekanizması üzerinde aktive edici yönde 

etki oluşturdukları anlaşıldı.  

4.7. Pankreas Kanseri Hücre Hatlarının Bortezomib İlacına Karşı 

Oluşturdukları Yanıtın ve ER Stres ile İlişkili Genlerin Ekspresyon Düzeyi 

Arasındaki İlişkinin in silico İncelenmesi   

Pankreatik kanser hücre hatlarından BxPC-3 ve MIA PaCa-2’da bortezomib 

ilacına karşı verilen yanıt ile ER stres mekanizmasında yer alan genlerden sXBP1, 

Scara3 ve Bloc1s1 genlerinin ekspresyon seviyesindeki ilişkinin in vitro koşulda 

incelenmesine ek olarak in silico yöntemler ile hem bu genlerin hem de ER stres ile 

ilişkili diğer bilinen genlerin ekspresyon seviyesi ile bortezomib hassasiyeti arasındaki 

ilişkiler pankreas kanseri hücre hatlarında incelendi. Bu analizde kullanılan ER stres 

ile ilişkili genlerin listesi literatürde var olan bilgiler doğrultusunda belirlendi (Bkz. 

EK-2) (188).   

Kanser hücre hatlarına ait mikrodizi verisi içeren CGP platformundan ER stres 

ile ilişkili genlerin pankreas kanseri hücre hatlarındaki ekspresyon verisi ile bu hücre 

hatlarının bortezomib ilacına karşı verdikleri yanıtın bilgisi GDSC platformundan elde 

edildi. Korelasyon analizi sonucunda toplam 39 genden 4 tanesinde genin ekspresyon 

seviyesi ile ilaca verilen yanıt (AUC) arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon 

tespit edildi (p<0.05, rho<-0.30 veya >0.30). Bu genlerden DNAJB11 (probeset 

ID:11723655), EIF2AK3 (probeset ID:11722150) ve EDEM1 (probeset 

ID:11722261)’de istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde negatif yönde korelasyon 

gözlenirken (sırasıyla Şekil 4.23.A-C), ATF3 (probeset numarası:11719342) geninde 
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istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde pozitif yönde bir korelasyon olduğu bulundu 

(Şekil 4.23.D).  

Bağımsız bir kanser hücre hattı veritabanı olan CCLE’de mevcut RNA 

sekanslama temelli gen expresyon seviyeleri ve CTRP platformundan elde edilen ilaç 

hassasiyet bilgileri kullanılarak yapılan inceleme sonucunda ise sadece DERL2 

geninin ekspresyon seviyesi ile bortezomib ilacın karşı verilen yanıt arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde pozitif yönde korelasyon olduğu belirlendi 

(p<0.05, rho >0.30) (Şekil 4.23.E).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.23. ER stres ile ilişkili genlerin pankreas kanseri hücre hatlarındaki 

ekspresyon seviyesi ile bu hücrelerin bortezomib ilacına karşı gösterdikleri 

hassasiyetin korelasyonu.  CGP-GDSC (n=29) platformunda A) DNAJB11 B) 

EIF2AK3 C) EDEM1 D) ATF3 genlerine ait korelasyon grafikleri. CCLE-CTRP 

(n=27) platformunda E) DERL2 genine ait korelasyon grafiği.  
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Bu analize ek olarak CCLE platformunda yer alan pankreas kanseri hücre 

hatlarına ait proteomik veri elde edilerek ER stres ile ilişkili genlerin protein düzeyinde 

ifadelerinin ilaç hassasiyeti ile ilişkisi değerlendirildi. Bu platformda incelenen toplam 

29 genden 3 tanesinde proteomik düzeyde genin ekspresyon seviyesi ile ilaç yanıtı 

arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon bulundu. Bu genlerden HSPA5 ve 

CEBPB’de istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde negatif yönde korelasyon 

gözlenirken (sırasıyla Şekil 4.24.A-B), WFS1 geninde pozitif yönde istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde bir korelasyon olduğu belirlendi (p<0.05, rho<-0.30 veya >0.30) 

(Şekil 4.24.C).   

 

Şekil 4.24. ER stres ile ilişkili genlerin pankreas kanseri hücre hatlarındaki 

protein düzeyinde ekspresyon seviyesi ile hücrelerin bortezomib ilacına karşı 

gösterdikleri hassasiyetin korelasyonu. A) HSPA5 (n=13) B) CEBPB (n=14) C) WFS1 

(n=14) genlerine ait korelasyon grafikleri.   

Sonuç olarak, AUC değeri büyük olan hücre hatları bortezomibe karşı daha 

dirençli profil sergileyen hücre hatları olarak kabul gördüğü için negatif yönde 

korelasyon gözlenen genler (AUC değeri arttıkça genin ekspresyon seviyesinde 

azalma gözlenen genler) hücrelerin bu ilaca karşı sergiledikleri dirençli profil ile 

ilişkilendirildi. 
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5. TARTIŞMA 

Günümüzde pankreas kanseri en agresif şekilde ilerleyen kanser türlerinden 

biri olarak bilinmektedir. Bu kanser hastalığının hızlı bir şekilde ilerlemesinden dolayı 

var olan ameliyat ve geleneksel tedavi yöntemleri hastalığın tedavisinde yetersiz 

kalmaktadır. Ayrıca hem bireyler arasında tedaviye karşı verilen yanıtın farklılığından 

dolayı hem de kanser hücreleri tarafından geleneksel tedavi yöntemlerine karşı 

geliştirilen direnç nedeniyle bu kanser hastalığına karşı mücadele için yeni tedavi 

yöntemlerinin keşfi büyük önem taşımaktadır. 

Bu tez çalışmasında kanser hücrelerinin kontrolsüz büyümelerinden dolayı protein 

sentezinde meydana gelen artış ile pankreas organının yüksek protein salınım 

kapasitesi temel alınarak hastalığın tedavisinde yeni bir yaklaşım hedeflenmiştir. Var 

olan bu yüksek protein yapım kapasitesinden dolayı kanser hücrelerinin proteozom 

mekanizmasına normal hücrelere kıyasla daha bağımlı hale geldikleri bilinmektedir. 

Örneğin, yüksek immunglobulin salınımının gerçekleştiği bilinen MM hastalığında 

maling plazma hücrelerinin proteozom sistemine karşı var olan hassasiyetleri hedef 

alınmış ve proteozom inhibitörlerinin kullanımı ile hücrelerde proteinlerin birikimi ile 

yıkım kapasitesi arasında meydana gelen bozulma sayesinde de hastalıkla mücadelede 

istenilen başarı elde edilmiştir (159). Bu tez çalışması kapsamında pankreas kanserli 

tümör ve normal doku örneklerine ait verileri kullanarak yaptığımız in silico analizler 

sonucunda da proteozom mekanizmasında görev alan genlerin ekspresyon seviyesinin 

tümör dokularında normal dokulara kıyasla istatistiksel olarak daha fazla olduğu 

anlaşılmıştır.  

Bu tez çalışmasında bir proteozom inhibitörü olarak bilinen bortezomib ilacı 

kullanılarak ER organeli içerisinde katlanmamış ve/veya yanlış katlanmış proteinlerin 

birikimi sağlanarak pankreas kanseri hücrelerinde ER stres aracılı ölüm 

hedeflenmiştir. Literatüre bakıldığında, bortezomibin pankreas kanseri hücrelerinde 

ER stres aracılı apoptoza yol açabildiği gösterilmiştir (201, 202). Bu tez çalışması 

kapsamında da kullanılan bortezomib ilacının hedef genlerinin ekspresyon seviyesi 

pankreatik tümör ve normal doku örnekleri arasında in silico yöntemlerle araştırıldı. 

Elde edilen bulgular sonucunda bu ilacın hedef genleri olarak bilinen PSMB5 ve 

PSMB1’in ekspresyon seviyesinin tümör dokularında normal doku örneklerine kıyasla 
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istatistiksel olarak daha fazla olduğu gözlendi. Tüm bu bilgiler doğrultusunda 

literatürde de var olan bilgiler ile uyumlu bir şekilde, bortezomib ilacının pankreas 

kanserinde proteozom sistem üzerinden kullanımının uygun olabileceği öngürüldü.  

Bortezomib ilacının kanser hücrelerinde ER stres aracılı ölüme yol açtığı 

yapılan çalışmalar doğrultusunda da bilinmektedir. Fakat bortezomibin tek başına 

kullanımı ile solid tümörlerde aranılan yüksek etki yakalanamamakla beraber zaman 

içerisinde kanser hücrelerinin bu ilaca karşı direnç geliştirebildikleri de gözlenmiştir 

(166). Örneğin, bortezomib ilacı klinikte MM hastalarının tedavisinde kullanıldığında 

da hastaların yaklaşık olarak %35’inin ilaca yanıt verirken geriye kalan bireylerde bu 

ilaca karşı direnç geliştiği bilinmektedir. İlaca karşı gelişen bu dirençten sorumlu 

mekanizmalar incelendiğinde ise bortezomib ilacının proteozom kompleksinde hedef 

aldığı  β5 alt biriminde meydana gelen mutasyon ve aşırı ekspresyon, stres yanıtı ile 

ilişkili olduğu bilinen genlerde oluşan mutasyonlar ve/veya hücre canlılığının 

devamlılığında görevli yolakların aşırı aktivasyonu gibi çeşitli mekanizmaların rol 

aldığı anlaşılmıştır (158). Bortezomib ilacının solid tümörlerde etkisinin artırılması ve 

bu ilaca karşı gelişen direncin kırılabilmesi için uygulanan kombine tedavinin etkili 

yöntemlerden biri olduğu bilinmektedir. Örneğin, servikal kanser hücreleri ile yapılan 

çalışmada bortezomib ilacının hücrelerde apoptozu indükleyebildiği tespit edilirken, 

bu sitotoksik etkinin ER stres aktivatörü olan tunikamisin ile birlikte uygulanması 

sonucunda artış gösterdiği anlaşılmıştır ve bortezomibin ER stres aktive edici ajanlar 

ile kombine bir şekilde kullanımının yeni bir başarılı tedavi yöntemi olabileceği 

vurgulanmıştır (203). Bortezomibe karşı gelişen direnci kırmaya yönelik hematopoetik 

hücreler ve lenfoma hücreleri ile yapılan çalışmalar doğrultusunda da bu ilaca karşı 

gelişen dirençte role sahip olduğu anlaşılan protein agregasyonunun azaltılmasına 

yönelik düzenlemenin yapıldığı mekanizmaların hedef alınarak direncin kırılabileceği 

ortaya koyulmuştur (204, 205). Tüm bu bilgiler ışığında, bortezomib ilacının ER stres 

tetikleyici ajanlar ile birlikte uygulanmasının hem bu ilacın etkinliğini artırma hem de 

ilaca karşı gelişen direncin kırılması yönünde öneme sahip olduğu anlaşılmaktadır.   

Pankreas kanseri hücrelerinde bortezomibe karşı verilen yanıtta hassasiyete yol 

açmak ve bu iki ilaç arasındaki olası sinerjistik etkinin incelenmesi amacıyla tez 

çalışmasında bir tirozin kinaz inhibitörü olarak bilinen imatinib ilacı kullanıldı. 

Literatüre bakıldığında, Li ve ark.’larının pankreas kanseri hücreleri ile yaptıkları 
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çalışma sonucunda imatinibin hücre büyümesi üzerinde inhibe edici bir etkiye sahip 

olduğu ortaya koyulmuştur (35). Ayrıca gastrik kanser hücreleri ile yapılan çalışma 

doğrultusunda, imatinibin ER stres aracılığıyla hücre ölümüne yol açabildiği de 

gösterilmiştir (206).  Bu tez çalışması kapsamında da kullanılan imatinib ilacının hedef 

genlerinin ekspresyon seviyesi pankreatik tümör ve normal doku örnekleri arasında in 

silico yöntemlerle araştırıldı. Elde edilen bulgular sonucunda bu ilacın hedef genleri 

olarak bilinen PDGFRA, PDGFRB, DDR1, DDR2, Abl1, Abl2 ve c-Kit’in ekspresyon 

seviyesinin pankreatik tümör dokularında normal doku örneklerine kıyasla istatistiksel 

olarak daha fazla olduğunu gözlendi.  Elde edilen bulgular literatürde de var olan 

bilgiler ile birlikte değerlendirildiğinde, imatinib ilacının pankreas kanseri hücreleri ile 

yapılacak deneylerde kullanımının uygun olabileceği öngörüldü.  

Bağımsız bir kohortta ise (GSE28735) PDAC’lı hasta bireylerden elde edilen 

eşli tümör ve normal pankreas örneklerinde bu iki ilacın hedef genlerinin ekspresyon 

seviyesindeki değişim gruplar arasında karşılaştırıldı. Yapılan analiz sonucunda 

bortezomibin hedef genlerinden PSMB5’te genin ekspresyon düzeyinin normal 

örneklere kıyasla tümör örneklerinde istatistiksel olarak daha fazla olduğu 

gözlenirken, imatinib ilacının hedef genlerinden ise PDGFRB (probeset ID: 8115099), 

DDR1 (probeset ID: 8179184) ve DDR2 (probeset ID: 7906878 ve probeset 

ID:7906900)’nin ekspresyon seviyesinin normal örneklere kıyasla tümör örneklerinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla olduğu gözlendi. İncelediğimiz gen 

seti çerçevesinde veri setleri arasında anlamlı fark gösteren genlerdeki bu 

değişkenliğin kohortlar arasında var olan biyolojik ve/veya klinik parametrelerin 

heterojenitesinden kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. 

Pankreas kanseri hücrelerinin bortezomibe karşı verdiği yanıtta imatinib ilacı 

ile bir hassasiyete yol açılıp açılamayacağının araştırılması amacıyla bortezomibe karşı 

daha dirençli profil sergileyen hücre hattının incelemesi hem literatür taraması hem de 

in silico yöntemler ile yapıldı. Pankreas kanseri hücre hatlarında bortezomib ile yapılan 

çalışmalar incelendiğinde MIA PaCa-2 hücre hattının BxPC-3 hücre hattına kıyasla 

daha dirençli bir profil sergilediği gözlendi (169, 199). Pankreas kanseri hücre 

hatlarına ait gen ekspresyon seviyesinin ve bu hücrelere ait ilaç hassasiyet bilgilerini 

içeren CCLE-CTRP ve CGP-GDSC platformları kullanılarak in silico yöntemlerle 
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bortezomib ilacına karşı hassasiyet ve direnç sergileyen hücre hatları incelendiğinde 

ise literatürde var olan bilgi ile uyumlu sonuç elde edildi.  

BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarının bortezomib ilaca karşı sergiledikleri 

profilin in vitro koşullarda tespiti için öncelikle bu hücre hatlarında ilaca ait IC50 doz 

miktarı belirlendi. Yapılan deney sonucunda 72 saatlik inkübasyon süresinde, BxPC-

3 hücre hattına ait IC50 dozun 6.616 nM ve MIA PaCa-2 hücre hattına ait IC50 dozun 

4.696 nM olduğu belirlendi. Fakat bu iki hücre hattına ait IC50 dozları arasında var olan 

bu fark hücre hatları arasında ilaca karşı verilen yanıtta farklılık olduğunu söylemeye 

yetmemektedir. Bu nedenle laboratuvarımızda bulunan diğer pankreas kanseri hücre 

hatlarında da bortezomib ilacına ait IC50 doz miktarı belirlendi. Çalışılan toplam yedi 

hücre hattı arasında en hassas hücre hattının 3.298 nM’lık IC50 dozu ile CFPAC-1 

hücre hattı olduğu ve en dirençli hücre hattının ise 6.671 nM’lık IC50 dozu ile PANC-

1 olduğu anlaşıldı. Ancak var olan bu yaklaşık 2 katlık fark PANC-1 hücre hattının 

CFPAC-1 hücre hattına göre daha dirençli olarak kabul edilebilmesi için yeterli 

olmamaktadır. Ayrıca bortezomibe karşı daha hassas bir yanıt veren hücre hattı olarak 

CFPAC-1’i seçmek de doğru olmamaktadır. Çünkü bortezomib ilacına karşı hassasiyet 

gösteren hücrenin kullanım amacı imatinib varlığında bu kanser hücresinde 

bortezomib ile oluşturulan etkinin incelenmesi yönündedir. Bu amaç doğrultusunda 

bortezomibe karşı bu kadar hassasiyet gösteren bir hücre hattı ile ilgili araştırmanın 

yapılması doğru bir yol olmayacağı için çalışmalara bortezomib ilacına karşı ortalama 

IC50 değerinde yanıt veren BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatları ile devam edildi.  

Hücre canlılık tayin testi sonucunda BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarında 

bortezomib ve imatinib ilaçlarına ait IC50 doz miktarları 24, 48 ve 72 saatlik 

inkübasyon sürelerinde belirlendi. Belirlenen dozlar incelendiğinde beklenilen yönde 

hücrelerin %50’sini öldüren doz miktarında inkübasyon süresi ile ilişkili bir şekilde 

azalma meydana geldiği gözlendi.  

Doz miktarlarının belirlenmesinin akabinde, pankreas kanseri hücre hatlarının 

bortezomib ve imatinib ilaçlarının kombinasyonu ile muamele edilmesi sonucunda 

hücreler üzerinde oluşabilecek olası sinerjistik etki incelendi. Literatüre bakıldığında 

Yu ve ark.’larının yaptığı bir çalışmada, bortezomib ilacının çoklu kinaz inhibitörü 

olarak bilinen sorafenib ile kombine edilmesinin sonucunda sinerjistik etkinin 
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meydana geldiği ve incelenen çoklu kanser hücre hatlarında apoptozun indüklendiği 

tespit edilmiştir (207). Bu çalışmaya ek olarak, imatinib yerine alternatif olarak 

kullanımı önerilen Bcr-Abl tirozin kinaz inhibitörü olan dasatinib ilacının Bcr-Abl 

pozitif akut lenfoblastik lösemide bortezomib ile kombine olarak uygulandığı bir 

çalışmada da sinerjistik etkinin meydan geldiği ve hücreler üzerinde apoptotik etkinin 

oluştuğu gösterilmiştir (208). Bu tez çalışmasında bortezomib ve imatinib ilaçlarının 

kombine edilmesi ile elde edilen sonuçlar incelendiğinde ise, BxPC-3 hücre hattında 

hiçbir doz kombinasyonunda sinerjistik etki gözlenmezken, MIA PaCa-2 hücre 

hattında sadece her iki ilacın “1.5xIC50” doz miktarında kombine edildiği durumda 

sinerjiye yakın olan kısmen aditif bir etkinin (CI=0.93) meydana geldiği gözlendi. 

 İncelenen ilaç kombinasyon noktalarında aranılan kuvvetli sinerjistik etkinin 

bulunamamasından dolayı çalışmamıza literatürde de savunulan bir yol dikkate 

alınarak devam edildi. İlaç kombinasyonları ile çalışıldığında göz önünde 

bulundurulması gereken uygulanan doz kombinasyonunun sinerjistik bir etki yaratıp 

yaratmadığından ziyade ilaçlar arasındaki hangi doz oranında sinerjistik etkinin 

meydana geldiğinin belirlenmesidir. Bu sorunun cevabına ulaşmak için ise sabit bir 

oran ile çalışmak yerine bir ilacın doz miktarı sabit tutulurken diğer ilacın doz 

miktarında değişiklik sağlanarak deney tasarlanması gerektiği göz önünde 

bulundurulmalıdır (209). Bu doğrultuda tez çalışmasında kullandığımız Combenefit 

yazılımını referans alınarak yeni ilaç kombinasyonları uygulandı ve olası etkiler 

incelendi. Bu doğrultuda yapılan deneyler incelendiğinde, BxPC-3 hücre hattında 

bortezomib ilacının sabit tutulup imatinib ilacının artan konsantrasyonları ile kombine 

edildiği koşullarda kısmen aditif ve zayıf sinerjistik etkilerin oluştuğu gözlendi. Aynı 

hücre hattında imatinib ilacının sabit tutulup bortezomib ilacının artan 

konsantrasyonları ile kombine edildiği koşulda ise kısmen aditif etkinin meydana 

geldiği belirlendi. Elde edilen sonuçlara göre sadece bir kombinasyon noktasında zayıf 

sinerjistik etki tespit edildiği için BxPC-3 hücre hattında bu ilaçların hangi doz 

oranında kombine edilmesi gerektiğine dair bilgiye ulaşabilmek için daha fazla 

çalışmanın yapılması gerektiği sonucuna varılmıştır.  

MIA PaCa-2 hücre hattında yapılan çalışmalar incelendiğinde ise bortezomib 

ilacının sabit tutulup tutulup imatinib ilacının artan konsantrasyonları ile kombine 

edildiği koşullarda zayıf ve orta derecede sinerjinin meydana geldiği belirlendi. Aynı 
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hücre hattında imatinib ilacının sabit tutulup bortezomib ilacının artan 

konsantrasyonları ile kombine edildiği durumda ise zayıf sinerjistik etkinin oluştuğu 

gözlendi. Elde edilen sonuçlara göre MIA PaCa-2 hücre hattında bu ilaçların hangi doz 

oranında kombine edilmesi gerektiğine dair bilgiye ulaşabilmek için çalışmalara 

sinerjistik etkinin yakalandığı oran dikkate alınarak devam edildiğinde aranılan 

kuvvetli sinerjistik etkinin bu hücre hattında bulunabileceği öngörülmektedir. 

İlaç kombinasyonları arasında gelişen olası sinerjistik etkinin incelenmesine ek 

olarak imatinib ilacının hücre hatları üzerinde bortezomib ilacına karşı verilen yanıtta 

bir hassasiyet oluşturup oluşturmayacağı incelendi. Literatüre bakıldığında, pankreas 

kanseri tedavisine yönelik klinikte kullanılan gemsitabin ilacının imatinib ile kombine 

olarak uygulandığı çalışmada, bu kombinasyon aracılığıyla pankreas kanseri 

hücrelerinin gemsitabine karşı verdikleri yanıtta hassasiyetin oluşturulabileceği ortaya 

koyulmuştur (210). Bizim çalışmamıza bakıldığında, BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre 

hatlarında bortezomib ilacının tek başına uygulandığı koşul ile ilaçların kombine 

edilerek uygulandığı koşul kıyaslandığında, bortezomibin düşük dozlarda tutulurken 

imatinibin spesifik dozlarda uygulandığı noktalarda hücre canlılığı bakımından azalma 

meydana geldiği gözlendi. Ayrıca her iki hücre hattında, bortezomib ilacının tek başına 

uygulandığı koşul ile ilaç kombinasyonuna ait eğriler arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark olduğu da belirlendi. Fakat BxPC-3 hücre hattında eğriler arasında bir 

uyum olmadığından ötürü bu hücre hattı için imatinib ilacının hücreler üzerinde 

bortezomib ilacına karşı bir hassasiyet meydana getirmediği sonucuna varıldı.  

Uygulanan ilaç kombinasyonunun hücreler üzerinde hem ER strese yol açıp 

açmadığının incelenmesi hem de ilaçların RIDD mekanizması üzerindeki olası 

etkilerinin araştırılması amacıyla yapılan qRT-PCR ile ER stres belirteci olarak bilinen 

sXBP1 ve RIDD mekanizmasının hedef mRNA’sı olarak bilinen Scara3 ile Bloc1s1’in 

ekspresyon seviyeleri incelendi. Literatürde bortezomib ilacı kullanılarak multipl 

miyelomda yapılan bazı çalışmalar doğrultusunda bu ilacın sXBP1 geninin ekspresyon 

seviyesinde artışa yol açtığı bilinmektedir (211, 212). Bortezomib ilacının RIDD 

mekanizması üzerindeki etkisi ise henüz bilinmemektedir. İmatinib ile yapılan 

çalışmalar incelendiğinde, ilacın direkt olarak sXBP1 geninin ekspresyon seviyesi 

üzerindeki etkisi bilinmemekle beraber gastrik kanserli hücreler ile yapılan çalışma 

sonucunda bu ilacın ER stresi indükleyebildiği ortaya koyulmuştur (206). Bu bilgilere 
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ek olarak embriyonik fibroblastlar ile yapılan bir çalışmada, genotoksik bir stres 

varlığında c-Abl tirozin kinaz enziminin IRE1α ile etkileşim halinde bulunduğu ve bu 

etkileşim ile de RIDD mekanizmasının aktive olduğu ortaya koyulmuştur. Aynı 

çalışmada bu durumun engellenmesi amacıyla hücreler imatinib ilacı ile muamele 

edildiğinde ise RIDD mekanizmasının bloke olduğu ve böylece bu mekanizmanın 

hedef mRNA’larının ekspresyon seviyesinde artışın meydana geldiği gösterilmiştir 

(36). Tüm bu bilgiler ışığında bizim çalışmamıza ait sonuçlar incelendiğinde, BxPC-3 

hücre hattında bortezomibin IC50 doz konsantrasyonunda tek başına uygulandığı 

koşulda sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde artış olmazken, ilaçların kombine 

olarak uygulandığı koşulda imatinibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla bu genin 

ekspresyon düzeyinde artışın meydana gelmesi dikkat çekti. MIA PaCa-2 hücre hattına 

ait sonuçlara bakıldığında; imatinib ve bortezomibin IC50/2 doz konsantrasyonunda 

kombine olarak uygulandığı koşulda ilaçların tek başına uygulandığı koşula kıyasla 

sXBP1 geninin ekspresyon seviyesinde artışın meydana geldiği tespit edildi. İlaçların 

IC50 doz miktarında kombine olarak uygulandığı koşulda ise imatinibin tek başına 

uygulandığı koşula kıyasla genin ekspresyon düzeyinde değişim meydana gelmemesi 

dikkat çekti. Sonuç olarak; bortezomibin literatürde de var olan bilgiler ile uyumlu bir 

şekilde pankreas kanseri hücre hatlarında potent bir ER stres aktivatörü olduğu 

anlaşılırken, imatinib ilacının pankreas kanseri hücre hatlarında potent bir ER stres 

aktivatörü olabileceği düşünüldü. Bunlara ek olarak, bortezomib ve imatinib ilaç 

kombinasyonundan elde edilen bulgular doğrultusunda bu ilaç kombinasyonunun 

potent bir ER stres aktivatörü olabileceği öngörüldü.  

Bortezomib ve imatinib ilaçlarının RIDD mekanizması üzerindeki etkileri 

incelendiğinde ise, imatinibin uygulandığı koşullarda literatürde var olan bilginin 

aksine RIDD mekanizmasını bloke olmadığı gözlendi. Ayrıca ilgi çekici bir şekilde 

RIDD hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde azalma meydana geldiği tespit edildi. 

Bortezomibin uygulandığı koşullarda da RIDD mekanizmasının hedef mRNA’larının 

ekspresyon düzeyinde azalma meydana geldiği gözlendi ve sonuç olarak bu ilacın 

RIDD mekanizmasını aktive edici etkiye sahip olabileceği öngörüldü. İlaçların 

kombine olarak kullanıldığı koşullarda da RIDD mekanizmasının hedef mRNA’larının 

ekspresyon seviyesinde ilaçların tek başlarına uygulandıkları koşullara kıyasla artışın 

meydana gelmediği tespit edildi ve sonuç olarak bu ilaç kombinasyonunun muamelesi 
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sonrasında ER stresin tetiklendiği ve IRE1’in endoribonükleaz aktivitesinin devreye 

girmesi ile RIDD mekanizmasının hedef genlerinin ekspresyon seviyesinde azalma 

meydana geldiğine dair yorum yapıldı. 

Pankreas kanseri hücre hatlarının bortezomibe verdikleri yanıt ve ER stress ile 

ilişkili genlerin ekspresyon düzeyleri arasındaki olası ilişkinin incelenmesi amacıyla 

in silico analizler gerçekleştirildi. Bu amaçla pankreas kanseri hücre hatlarında 

bortezomib ilacına karşı gelişen yanıt ile mikrodizi, RNAseq ve proteomik düzeydeki 

gen ekspresyon seviyeleri arasındaki ilişki incelendi. Tez çalışmasında var olan 

hipotez kapsamında beklenilen sonuçlar AUC parametresi fazla olan yani bortezomib 

ilacına karşı dirençli profil sergileyen hücre hatlarında ER stres ile ilişkili genlerin 

ekspresyon düzeyi ile ilaca karşı verilen yanıt arasında negatif yönde bir korelasyon 

olması yönündedir. Çünkü ER stress ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyesi bu stres 

mekanizmasının belirteci olduğundan, bortezomibe dirençli profil sergileyen pankreas 

kanseri hücre hatlarında ER stres devreye giremediğinden bu genlerin ekspresyon 

düzeylerinin de az olması beklenmektedir. Yapılan analiz sonucunda bortezomib 

ilacına dirençli bir profil sergileyen pankreas kanseri hücre hatlarında DNAJB11, 

EDEM1 ve EIF2AK3 genlerinin ekspresyon düzeyi ile ilaca karşı verilen yanıt 

arasında beklenildiği şekilde istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde negatif yönde 

korelasyon olduğu belirlenirken, ATF3 geninde beklenilenin aksine istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde pozitif yönde korelasyonun varlığı saptandı. 

Proteomik düzeyde yapılan analiz sonuçları incelendiğinde de HSPA5 ve 

CEBPB genlerinde bortezomib ilacına dirençli olan pankreatik hücre hatlarında ilaca 

karşı verilen yanıt ile gen ekspresyon seviyesi arasında beklenildiği şekilde negatif 

yönde ilişkinin var olduğu gözlenirken, WFS1 geninde bu parametreler arasında 

beklenilenin aksine pozitif yönde ilişkinin var olduğu belirlendi. Bortezomib ilacına 

karşı dirençli profil sergileyen hücre hatlarında ER stres ile ilişkili genlerin ekspresyon 

seviyesinin azlığı bizlere bu stress mekanizması ile ilişkili gen ifadesi ve bortezomib 

hassasiyeti arasında olası ilişkiyi işaret etmektedir. Fakat bu genlerin bortezomib 

ilacına karşı gelişen dirençte var olan rollerinin net olarak anlaşılabilmesi için daha 

fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 
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Sonuç olarak, bu tez çalışmasında pankreatik kanser hücre hatları olan BxPC-

3 ve MIA PaCa-2 kullanılarak bortezomib ve imatinib ilaçlarının kombine bir şekilde 

uygulanması sonucunda olası sinerjsitik etkiler incelenmiştir. Ayrıca imatinib ilacının 

kullanılan pankreas kanseri hücre hatlarında bortezomib ilacına karşı verilen yanıtta 

hassasiyet oluşturup oluşturmadığı da incelenmiştir. Yapılan in silico analizler 

sonucunda bu iki ilacın pankreas kanserinde kullanıma uygun olduğu anlaşıldı ve in 

vitro koşullarda yapılan çalışmalar ile de bu iki ilaç kombinasyonunun belirli doz 

kombinasyon noktalarında farklı şiddetlerde sinerjistik etki ortaya koydukları 

belirlendi. ER stres ile ilişkili olduğu bilinen gen ile RIDD mekanizmasında yer alan 

hedef genlerin ekspresyon düzeylerinde meydana gelen değişimler incelendiğinde de 

ilk defa bortezomib ve imatinib ilaçlarının pankreas kanseri hücre hatlarında RIDD 

mekanizmasını aktive ettikleri ortaya koyuldu. İn silico analizler doğrultusunda da 

pankreas kanseri hücrelerinin bortezomib ilacına karşı gösterdikleri dirençli profilde 

role sahip olabilecek genler tespit edildi. Tüm bu bilgiler doğrultusunda bortezomib ve 

imatinib ilaç kombinasyonları farklı doz noktalarında da denenerek daha güçlü 

sinerjistik etkini yakalanabileceği ve ayrıca bu doz miktarları kullanılarak ilaçların 

RIDD mekanizması üzerindeki etkileri ortaya koyularak pankreas kanserinde aranılan 

yeni tedavi yöntemine ışık tutulabileceği düşünülmektedir.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

1. İn silico analiz sonucunda pankreatik tümör örneklerinde normal 

dokulara kıyasla proteozomal sistemde görev alan genlerin ekspresyon düzeyinin 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla olduğu ve pankreatik kanser 

hücrelerinin bu sisteme daha hassas oldukları sonucuna varıldı. 

2. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının hedef genlerinin in silico analizler 

ile incelenmesi sonucunda bu genlerin ekspresyon seviyelerinin pankreatik tümör 

örneklerinde normal dokulara kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha 

fazla olduğu belirlendi.  

3. İn vitro deneyler sonucunda bortezomib ilacına karşı dirençli profil 

sergileyen pankreas kanseri hücre hattı bulunamadı. Çalışmalarda bortezomib 

ilacına karşı orta derecede hassasiyet gösteren BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre 

hatları kullanıldı. 

4. BxPC-3 hücre hattında bortezomib ilacına ait 24, 48 ve 72 saatlik 

inkübasyon sürelerinde hücrelerin yüzde ellisini öldüren dozlar tespit edildi. Bu 

dozların sırasıyla 7.837 nM, 7.684 nM ve 6.616 nM olduğu belirlendi. Aynı hücre 

hattında imatinib ilacına ait IC50 dozların ise 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süresi 

sonucunda sırasıyla 44.153 uM, 24.604 uM ve 21.178 uM olduğu bulundu. 

5. MIA PaCa-2 hücre hattında imatinib ilacına ait hücrelerin yüzde ellisini 

öldüren dozların 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerinde sırasıyla 44.27 uM, 

27.41 uM ve 27.74 uM olduğu tespit edildi. Aynı hücre hattında bortezomib ilacına 

ait IC50 dozların ise 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda sırasıyla 8.296 

nM, 4.716 nM ve 4.696 nM olduğu belirlendi.  

6. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının 0.25xIC50 ile 2xIC50 doz aralığında 

kombine edilerek uygulandıkları koşullarda;  

- BxPC-3 hücre hattında sinerjistik etkinin meydan gelmediği gözlendi. 

- MIA PaCa-2 hücre hattında ilaçların 1.5xIC50 doz konsantrasyonunda 

kombinasyonu sonucunda sinerjistik etkinin oluştuğu tespit edildi 

(CI=0.93).  

7. İlaçlardan birinin konsantrasyonunun sabit tutulurken diğerinin 

değiştiği deney tasarımı sonucuna göre; 
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- BxPC-3 hücre hattında bortezomib ilacının 1.92 nM’da sabit tutulup 

36.9 uM imatinib ve 49.2 uM imatinib ile kombine edildiği koşullarda 

sinerjistik etkinin oluştuğu gözlendi (sırasıyla CI=0.92, CI=0.86). 

İmatinib ilacının 6.15 uM’da sabit tutulup 15.37 nM bortezomib ilacı 

ile kombine uygulandığı koşulda sinerjistik etki meydana geldiği tespit 

edildi (CI=0.98). 

- MIA PaCa-2 hücre hattında bortezomib ilacının 1.18 nM’da sabit 

tutulup 41.11 uM imatinib ve 54.82 uM imatinib ile kombine edildiği 

koşullarda sinerjistik etki meydana geldiği gözlendi (sırasıyla CI=0.78, 

CI=0.67). İmatinib ilacının 6.85 uM’da sabit tutulup 9.43 nM 

bortezomib ilacı ile kombine uygulandığı koşulda sinerjistik etki 

meydana geldiği belirlendi (CI=0.86). 

8. İmatinib ilacının BxPC-3 ve MIA PaCa-2 hücre hattında bortezomib 

ilacına karşı verilen yanıtta hassasiyete yol açıp açmadığı incelendiğinde her iki 

hücre hattında bortezomibin tek başına uygulandığı koşul ile ilaçların kombine 

edildiği koşula ait grafikler arasında anlamlı bir fark olduğu belirlendi ve imatinib 

ilacının varlığında hücre canlılığında azalma meydana geldiği gözlendi. Fakat 

BxPC-3 hücre hattında eğriler arasında bir uyum olmamasından ötürü imatinib 

ilacının bu hücre hattında bortezomibe karşı bir hassasiyete yol açmadığı anlaşıldı. 

9. Bortezomib ilacının imatinib ile kombine edildiği durumda ER stres 

şiddetindeki olası artışın araştırılması için sXBP1 geninin ekspresyon seviyesi 

incelendiğinde; 

- İlaçların IC50/2 doz miktarında uygulandıkları koşulda BxPC-3 hücre 

hattında genin ekspresyon seviyesinde farklılık bulunmadı. MIA PaCa-

2 hücre hattında ise genin ekspresyon seviyesinde tüm gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı artış meydana geldiği tespit edildi.  

- İlaçların IC50 doz miktarında uygulandıkları koşulda BxPC-3 hücre 

hattında imatinib ilacının tek başına uygulandığı grupta genin 

ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı artış gözlenirken, 

bortezomib ilacının tek başına kullanıldığı koşulda ekpsresyon 

seviyesinde bir değişim gözlenmedi. Kontrol grubuna kıyasla ilaçların 
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kombine halde uygulandığı koşulda genin ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak anlamlı artış tespit edildi. Ek olarak, aynı hücre 

hattında ilaçların kombine edildiği koşulda ilaçların tek başlarına 

uygulandıkları gruplara kıyasla genin ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak anlamlı artış bulundu.  

- MIA PaCa-2 hücre hattında ilaçların IC50 doz miktarında 

uygulandıkları koşulda kontrol grubuna kıyasla bortezomibin tek başına 

uygulandığı, imatinibin tek başına uygulandığı ve ilaç 

kombinasyonunun kullanıldığı gruplarda genin ekspresyon seviyesinde 

istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi. Ek olarak, aynı hücre hattında 

ilaçların kombine edildiği koşulda sadece bortezomib ilacının tek 

başına uygulandığı gruba kıyasla genin ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak anlamlı artış bulundu.  

10. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının RIDD mekanizması üzerindeki olası 

etkisinin araştırılması için bu mekanizmanın hedef genlerinden Scara3 ve 

Bloc1s1’in ekspresyon düzeyleri incelendiğinde;  

- BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50/2 doz miktarında uygulandıkları 

koşulda genlerin ekspresyon seviyelerinde değişim gözlenmedi. 

- MIA PaCa-2 hücre hattında ilaçların IC50/2 doz miktarında 

uygulandıkları koşulda Scara3 geninin ekspresyon seviyesinde 

imatinibin tek başına uygulandığı koşula kıyasla ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı azalma gözlenirken, 

Bloc1s1 geninin ekspresyon düzeyinde kontrol grubuna kıyasla ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı 

azalma tespit edildi.  

- BxPC-3 hücre hattında ilaçların IC50 doz miktarında uygulandıkları 

koşulda Scara3 ve Bloc1s1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol 

grubuna kıyasla bortezomibin tek başına uygulandığı, imatinibin tek 

başına uygulandığı ve ilaç kombinasyonunun uygulandığı koşullarda 

istatistiksel olarak anlamlı azalma bulundu.  
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- MIA PaCa-2 hücre hattında Scara3 geninin ekspresyon düzeyinde 

kontrol grubuna kıyasla bortezomibin tek başına uygulandığı, 

imatinibin tek başına uygulandığı ve ilaç kombinasyonunun 

uygulandığı koşullarda istatistiksel olarak anlamlı azalma bulundu. 

Aynı genin ekspresyon seviyesinde bortezomibin tek başına ve 

imatinibin tek başına uygulandığı gruplara kıyasla ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşulda istatistiksel olarak anlamlı 

artma tespit edildi.  

- MIA PaCa-2 hücre hattında Bloc1s1 geninin ekspresyon düzeyinde 

kontrol grubuna kıyasla imatinibin tek başına kullanıldığı ve ilaç 

kombinasyonunun uygulandığı koşullarda istatistiksel olarak anlamlı 

azalma bulundu.  

11. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının pankreas kanseri hücre hattlarında 

RIDD mekanizmasını aktive edebildiği ortaya konuldu.  

12. İmatinib ilacının pankreas kanseri hücre hattlarında ER strese yol açtığı 

gösterildi.  

13. Bortezomib ilacına karşı dirençli profil sergileyen pankreas kanseri 

hücre hatlarında ilaca karşı gelişen yanıtta rolü olabilecek ER stres ile ilişkili 

genlerin ekspresyon düzeyleri in silico yöntemlerle incelendiğinde DERL2, 

DNAJB11, EDEM1, ATF3, EIF2AK3, HSPA5, CEBPB ve WFS1 genlerinin 

ekspresyon seviyelerinin bortezomibe karşı hassasiyetle lineer ilişki gösterdiği 

belirlendi. 

14. Bortezomib ve imatinibin farklı doz konsantrasyonlarında kombine 

edileceği deneyler tasarlanarak olası daha güçlü sinerjistik etkiler araştırılabilir.  

15. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının uygulandığı koşullarda hücrelerde 

ER stresin indüklendiğinin araştırılması amacıyla western blot yöntemi ile fosforile 

IRE1α ve fosforile eIF2α’nin ekspresyon seviyesi protein düzeyinde incelenebilir.  

16. Bortezomib ve imatinib ilaçlarının uygulandığı koşullarda hücrelerde 

meydana gelen ER stress aracılı hücre ölümünün araştırılması amacıyla western 
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blot yöntemi ile proapoptotik protein olan CHOP’un ekspresyon seviyesi protein 

düzeyinde incelenebilir.  
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8. EKLER 

EK-1: CompuSyn Yazılımı Tarafından Belirtilen Sinerjistik ve Antagonistik Aralıklar. 

ETKİ Kombinasyon İndeks değeri (CI) 

Çok kuvvetli sinerji <0.1 

Kuvvetli sinerji 0.1-0.3 

Sinerji 0.3-0.7 

Orta sinerji 0.7-0.85 

Zayıf sinerji 0.85-0.90 

Kısmen aditif 0.90-1.10 

Zayıf antagonizm 1.10-1.20 

Orta antagonizm 1.20-1.45 

Antagonizm 1.45-3.3 

Kuvvetli Antagonizm 3.3-10 

Çok kuvvetli antagonizm >10 
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EK-2: in silico analizlerde kullanılan Endoplazmik retikulum ile ilişkili gen listesi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Sembolleri 

(proteomik veri) 

DNAJB11 PDIA6 

DNAJC3 SOD2 

EDEM1 SSR1 

EDEM2 WIPI1 

EIF2A WFS1 

ERN1 XBP1 

ERP29 ATF4           

ERP44 ATF6  

HSPA5 CEBPB 

PDIA3 DDIT3 

PDIA4  EIF2AK2 

TRIB3 EIF2AK3 

OS9 S100P 

RTN3 TRIB1 

SEL1L  

Gen Sembolleri 

(mikrodizi ve RNAseq) 

HSPA5 EIF2A 

ATF6 EIF2AK2 

EIF2AK3 SSR1 

ERN1 S100P 

XBP1 WIPI1 

EDEM1 DNAJB9 

TRAF2 DNAJC10 

HYOU1 EDEM2 

DNAJC3 EDEM3 

CALR ERO1A 

STC2 HERPUD1 

ATF4 PDIA3 

PPP1R15A PDIA6 

DERL1 SEC61A1 

DERL2 SERP1 

DNAJB11 SYVN1 

RTN3 CEBPB 

SOD2 ERP29 

ERP44 TRIB3 

OS9  
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EK-3: Tez Çalışması Orijinallik Raporu. 
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EK-4: Dijital Makbuz. 
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EK-5: Etik Kurul İzin Belgesi.  
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9. ÖZGEÇMİŞ 

 

 

 


