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OZET

Amag: Sirkadiyen ritim genleri hucrelerde 6nemli yolaklarin kontroliinii saglar. Pankreas
kanseri, tedavisi en zor kanserlerden birisi olup, 5 yillik sagkalim ortalama %7 kadardir.
Bu calismada pankreas kanseri dokularindaki sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon

seviyelerindeki farkliliklarin aragtirilmasi amaglanmaistir.

Yontem: Parafine gomiilii pankreas tlimorii ve tiimor dokusuna bitisik normal dokulardan
total RNA izolasyonu yapilarak ¢cDNA’ya ¢evrilmistir. Daha sonra revers transkriptaz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve kuantitatif (quantitative) gergek zamanl (real-time) PZR
(QRT-PCR) yapilarak, segilen sirkadiyen ritim genlerinin BMAL1, CLOCK, PER1,
PER2, CRY1, CRY2 ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Ekspresyon seviyeleri

istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen pankreas kanseri tanili 22 hastanin 11°i kadin, 11’
erkek olup 43 ile 85 yas araliginda dagilim géstermistir. Ug tekrarli olarak yapilan gPCR
calismasi sonucunda elde edilen 222CT degerleri dogrultusunda Wilcoxon testi
uygulanmistir. TUmOr ve timor dokusuna bitisik normal dokularda secilen genlerin
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Bu dogrultuda BMALL i¢in p=0,529 (p>0,05),
CLOCK igin p=0,538 (p>0,05), PER1 icin p=0,947 (p>0,05), PER2 icin p=0,827
(p>0,05), CRY1 icin p=0,886 (p>0,05), CRY2 icin p=0,938 (p>0,05) degerlerine

ulasilmustir.

Sonug: Pankreatik Duktal Adenokarsinom tanist almis 22 hastanin tiimér dokusu ve
timor dokusuna bitisik normal dokusunun sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon
farkliliklar1  incelenmistir.  Ekspresyon diizeyleri 22 hastada toplu olarak
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir degisim bulunmadigi sonucuna varilmistir.
Ancak, her hasta tek tek incelendiginde, ekspresyonlarinda bir takim degisimler

saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Sirkadiyen ritim, pankreas kanseri, qRT-PCR



ABSTRACT

Objective: Circadian rhythm genes control important pathways in cells. Pancreatic cancer
is one of the most difficult cancers to treat. The aim of this study was to investigate the

differences in expression levels of circadian rhythm genes in pancreatic cancer tissues.

Method: Total RNA was isolated from paraffin-embedded pancreatic tumor and normal
tissues adjacent to tumor tissue and transformed into cDNA. BMAL1, CLOCK, PER1,
PER2, CRY1, CRY2 expression levels of selected circadian rhythm genes were evaluated
by performing reverse transcriptase chain reaction (RT-PCR) and quantitative real-time

PCR (qRT-PCR). Expression levels were analyzed statistically and clinically.

Results: Of the 22 patients with pancreatic cancer included in the study, 11 were female
and 11 were male and their ages ranged from 43 to 85 years. The Wilcoxon test was
applied in line with the 22T values obtained as a result of the qPCR study performed in
triplicate. Expression levels of selected genes in normal tissues adjacent to tumor and
tumor tissue were compared. Accordingly, p = 0.529 (p> 0.05) for BMALL1, p =0.538 (p>
0.05) for CLOCK, p = 0.947 (p> 0.05) for PER1, p = 0.827 (p> 0 for PER2), 05), p =
0.886 (p> 0.05) for CRY1, p = 0.938 (p> 0.05) for CRY2 values were reached.

Conclusion: Tumor tissue of 22 patients with pancreatic ductal adenocarcinoma and
normal tissue adjacent to tumor tissue were examined for differences in expression of
circadian rhythm genes. When the average expression levels were compared in 22
patients, no statistically significant change was found. However, when each patient was

examined individually, some changes in their expression were detected.

Key words: Circadian rhythm, pancreatic cancer, gRT-PCR
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1. GIRIS

Butln canlilarin yenilenemeyen tek kaynagi zamandir. Bundan dolay1 gerek canlilar
gerekse doga bu yenilenemeyen kaynagin kontroliinii saglamak i¢in refleksler
gelistirmistir. Ozellikle canli hayatinda belirli mekanizmalar belirli zaman araliklarinda
kontrole tabi olup belirli dongiiler igerisine girmislerdir. Bir canli organizmanin yaklagik
24 saatlik dongusu ise sirkadiyen ritim olarak adlandirilir. Sirkadiyen ritim canli
organizmalarda gozlemlenebildigi gibi sistemler, organlar, dokular ve hiicreler gibi daha
alt yapilarda da gozlemlenir. Sirkadiyan ritimlerin kontrolinde hem genetik faktorler hem
de ¢evresel uyaranlar rol oynar. Is1, giiriiltii, gibi ¢cevresel uyaranlarin yaninda en énemli
uyarani 1giktir. Organizma diizeyinde bakildiginda memelilerde sirkadiyen ritim epifiz
bezi tarafindan suprakiazmatik c¢ekirdek Uzerinden kontrol edilir. Suprakiazmatik
¢ekirdek beynin 6n hipotalamus bolgesinde lokalize olmustur (Kondratov ve ark., 2007).
Hiicresel diizeyde bakildiginda negatif geri bildirim igeren molekiiler bir ag tarafindan
kontrol edilir. CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput) ve BMAL 1 (brain and
muscle arly hydrocarbon receptor nuclear antigen 1) isimli transkripsiyon faktori olan
genler transkripte olarak heterodimer olusturur ve Periyod (Per 1, Per 2 ve Per 3),
Kriptokrom (Cry 1 ve Cry 2) isimli transkripsiyon faktorii genlerin tanskripte olmasini
saglar. Per ve Cry genlerinin transkripsiyon tirlinleri negatif geri bildirim yaparak kendi

transkripsiyonlarini baskilar (Lowrey ve Takahashi, 2004; Ko ve Takahashi, 2006).

Hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, DNA tamiri ve DNA hasarina cevap gibi hiicre acisindan
hayati 6neme sahip olaylar sirkadiyen ritim tarafindan kontrol edilir (Mongrain ve
Cermakian, 2009; Rana ve Mahmood, 2010). Boyle hayati mekanizmalar: kontrol ediyor
olmasi sirkadiyen ritmin 6nemini daha da artirmaktadir. Sirkadiyen ritimde meydana
gelebilecek bir hasarin canli organizmada birgok etkisi olacaktir (Hoffman ve ark., 2010;
Weger ve ark., 2017).

Hiicreler anormal olarak ¢ogaldiklarinda, apoptoz fonksiyonlarini kaybettiklerinde veya
her ikisi birden gerceklestiginde genellikle kanserlesebilirler. Insan hayatini &nemli
o6l¢iide tehdit eden kanserde sirkadiyen ritim bozulmasi ciddi bir risk faktorii olusturmakla

beraber aralarindaki iligki tam olarak aydinlatilamamistir. Sirkadiyen ritmin kanser

1



hiicrelerinde en 6nemli mekanizmalardan olan hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, DNA tamiri gibi
mekanizmalar1 kontrol ediyor olmas sirkadiyen ritmi daha da 6nemli hale getirmistir. Bu
durum sirkadiyen ritim ile kanser arasindaki iliskinin aydinlatilmasiyla kanserin 6nemli
Ol¢iide anlasilabilecegini diisiindiirmektedir (Rana ve Mahmood, 2010; Savvidis ve
Koutsilieris, 2012).

Pankreas; 14-20 cm uzunlugunda, 70-150 gr agirliginda, karnin dst kismu ile, on iki
parmak bagirsak ve dalak arasinda enine yerlesim gosteren retroperitoneal bir organdir.
Pankreas; fizyolojik olarak bas, boyun, govde ve kuyruk olmak iizere 4 boliimden
meydana gelirken islevsel olarak; karbonhidrat, protein ve yaglarin sindirimi i¢in gerekli
enzimlerin salgilandig1 ekzokrin kisim ile karbonhidrat metabolizmasini kontrol eden
hormonlar1 salgilayan endokrin kisim olmak tizere ikiye ayrilir (Slack, 1995;

Neoptolemos ve ark., 2010).

Pankreas kanseri kotii prognozlu ve sag kalim orami oldukga disiikk olan 6limcul
kanserlerden biridir. Pankreas tiimorleri biitiin hiicrelerden gelisebildigi gibi en fazla
ekzokrin  hiicrelerden tlremektedir. Pankreas kanseri gelisiminde, pankreatik
intraepitelyal neoplaziler (PanIN), intraduktal papiller musinéz neoplaziler (IPMN) ve
miisindz kistik neoplaziler (MCN) olmak iizere 3 oncii lezyon rol oynamaktadir (Hruban

ve ark., 2004).

Yapilan bir¢ok calisma sirkadiyen ritim bozulmasinin tiimor olusumu ve gelismesinde
bireyin kalitsal genetiginden daha fazla rol oynadigini géstermistir (Gery ve Koeffler,
2010; Rana ve Mahmood, 2010; Nirvani ve ark., 2018). Sirkadiyen ritimde olusacak bir
bozulma yalnizca malign tiimor olusumu ile iligkili olmay1p prognoza ve tedavi sonucuna
da etki etmektedir.

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada pankreas kanseri doku 6rneklerinde sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyon seviyelerini Olctiik. Calismada pankreas kanser dokusunu
segmemiz deki en 6nemli etken pankreas kanser dokusu ile yapilan ¢alismalarda bulunan
sonuglarin birbirleri ile gelisiyor olmasi, pankreas kanseri dokusunda sirkadiyen ritim
caligmalarinin az olmasi, sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyeleri arasindaki

farkin bir biyo belirte¢ olabilecegi diisiincesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Sirkadiyen Ritim

Yasamsal siirecin devamliligini saglayan en Onemli etkenlerden biriside dongiidiir.
Karbon dongiisii, azot dongiisii, su dongiisii gibi dongiiler canli hayatin devamliligini
saglamaktadir. Yasamsal siirecin her alaninda oldugu gibi canlilarin biyolojik yapilarinda
da hayati 6neme sahip donguler mevcuttur. Canli formu ve yapisi ne olursa olsun biitiin
canlilarda ortak etkiye sahip dongiiler vardir. 24 saatten kisa siirede dongii gergeklestiren
ritimlere ultradiyen, 24 saatten fazla siirede dongii gergeklestiren ritimlere infradiyen, 12
aylik bir siirece sahip dongilere sirkannual ritimler denir (Ozbayer ve Degirmenci, 2011).
Canlililarin en 6nemli biyolojik olaylarini kontrolii altinda tutan ve yaklasik 24 saatlik bir

stireye sahip dongulere ise sirkadiyen ritim denir.

Prokaryotik ve dkaryotik biitiin canlilarda bulunan sirkadiyen ritim, hiicresel hemostazin
verimli bir sekilde idaresini saglayan 24 saatlik bir dongiidiir. Hlcre bu idareyi; 24 saatlik
stirekli bir dongii, genis bir fizyolojik sicaklik araligi ve 151k, beslenme gibi gevresel

etkenler araciligi ile gergeklestirir (G. Sancar ve Brunner, 2014).

Memelilerde viicut 1s1s1, beslenme, uyku-uyaniklik dongiisii, hormon salgilanmasi, kan
basinci, pihtilasma faktorleri, birgok genin ekspresyonu sirkadiyen ritmin kontrolii altinda
tutularak duzenlenir. Bu diizenlenme organizma boyutunda Epifiz bezi ve Supkiazmatik
cekirdek (SCN) aracihign ile gergeklestirilir (Kondratov ve ark., 2007; Ozbayer ve
Degirmenci, 2011; Nirvani ve ark., 2018). Beynin 6n hipotalamus bdlgesinde lokalize
olmus Suprakiazmatik gekirdek ana osilator merkezi olarak gorev yapar ve dokulardaki
periferal saatleri kontrolii altinda tutar. (Kondratov ve ark., 2007). SNC periferal dokular
uzerindeki kontrolint néronal ve endokrin sinyaller ile saglar (Kondratov ve ark., 2007;
Dibner ve ark., 2010). Go6z retinasina ulagsan 151k retinohipotalamik yol (zerinden

suprakiazmatik c¢ekirdegi uyararak organizmanin ritimlerini diizenler (Schibler, 2005).



2.1.1. Sirkadiyen Ritmin Memeli Hicresindeki Molekiiler Mekanizmasi

Birgok canlida oldugu gibi memeli hiicresinde de 24 saatlik bir donguye sahip olan bitin
mekanizmalar sirkadiyen ritim tarafindan kontrol edilir. Molekdler seviyedeki sirkadiyen
ritim bu kontroll birbirine bagh transkripsiyon-translasyon geri bildirim donguleri ile
saglar. Bu transkripsiyon-translasyon ddngulerini “circadian locomotor output cycles
kaput” (CLOCK), “brain and muscle arly hydrocarbon receptor nuclear antigen 1”
(BMAL1), “Period” (Per 1, 2, ve 3), “Cryptochrome” (Cry 1 ve Cry 2) genleri ve bu
genlerin transkripsiyon {irlinleri ile gerceklestirir (Lowrey ve Takahashi, 2004; Ko ve
Takahashi, 2006). Bu genlerden transkripsiyon faktori olan CLOCK ve BMALI
heterodimer olusturarak diger sirkadiyen ritim genleri olan PER1, PER2, PER3, CRY1,
CRY2 ‘nin E-box bolgelerine baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu saglar ve bu
negatif geri bildirimli déngulniin pozitif tarafin1 olusturur (Lowrey ve Takahashi, 2004;
Ko ve Takahashi, 2006; Dibner ve ark., 2010). CLOCK/BMAL1 heterodimerleri BMAL1
geninin ekspresyonunun kontroliinii saglayacak orphan niikleer reseptorlerden olan RORa
ve REV-ERB molekiillerinin de transkripsiyonunu saglar (Ko ve Takahashi, 2006; G.
Sancar ve Brunner, 2014). Transkripte olan PER ve CRY genlerinin proteinleri yeterli
seviyeye ulastiklarinda sitoplazmadan ¢ekirdege gegerek heterodimer olusturur. Olusan
bu heterodimer E-box bolgesine baglanarak kendi transkripsiyonunu negatif geri bildirim
ile baskilamis olur (Lowrey ve Takahashi, 2004; Ko ve Takahashi, 2006; Dibner ve ark.,
2010). Belirli bir siire sonra CRY/PER baskilayici kompleksin ortadan kalkmasiyla E-box
bolgesine tekrar baglanan CLOCK/BMALI heterodimeri dongiiyii yeniden baslatir
(Okamura ve ark., 2010; Son ve ark., 2011). Sirkadiyen ritim genlerinin transkripsiyon-
translasyonunu kontrol eden BMAL1 geninin transkripsiyonu da kontrol altindadir. RORa,
BMALL1 geninin transkripte olmasini saglarken REV-ERB transkripsiyonunu durdurur (Ko
ve Takahashi, 2006; G. Sancar ve Brunner, 2014). Sirkadiyen ritim genlerinin

transkripsiyon-translasyon kontrolii sekil 2.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1. Memeli hiicresinde sirkadiyen ritim genlerinin transkripsiyon-translasyon déngusi (; A. Sancar
ve ark., 2010).

2.1.2. Sirkadiyen Ritim Genleri ve Hlcre Dongusu

Sirkadiyen ritim ve hiicre dongiisii memelilerde birbirinden farkli mekanizmalar olsa da
birbiri ile baglantilidir. Memeli genlerinin yaklasik %10’nundan fazlasini kontrolii altinda
tutan sirkadiyen ritim genleri, hiicrede en énemli mekanizmalardan birisi olan hiicre
dongiisiinii de kontrolii altinda tutmaktadir (Akhtar ve ark., 2002; Duffield ve ark., 2002;
Rana ve Mahmood, 2010). Biitiin canlilarda canliligin devami ve elde edilen bilginin
aktarilmast genetik bilgi ile gergeklestirilir. Eksiksiz bir organizma olusturmak i¢in
gerekli bilgi yeni nesillere ve yeni hiicrelere DNA araciligi ile aktarilir ve bu hiicre
bolinmesi ile gerceklestirilir. Her hiicre boliinmesi esnasinda DNA replikasyonunda
yaklasik ii¢ milyar baz cifti kullanilir ve yeni hiicrelere aktarilir. Bu 6nemli olayin
sorunsuz gerceklesmesi icin hiicre onlemler alsa da ¢evresel etkenler genomik DNA’nin
biitiinliigiinii tehdit etmektedir. I¢ kaynakli veya g¢evresel etmenlerden dolayr DNA
degisime ugrayabilir. DNA da meydana gelen bu degisimlere DNA hasar1 ad1 verilir
(Orren ve Sancar, 1987; Lindahl, 1993; A. Sancar ve ark., 2004). Hiicre bu DNA
hasarlarina karst birkag farkli mekanizma gelistirmistir. Bunlardan biride hiicre
dongustnun belirli noktalarinda DNA’da hasar olusmasi durumunda hiicre déngiisiinii
durdurarak bu hasarin giderilmesini saglamaktir. Hasarin giderilmedigi durumda hiicre
dongiisiinii durdurarak hiicreyi apoptoz gibi savunma mekanizmalarina yonlendirir. Hiicre

dongustnun bu kritik kontrol noktalar: sirkadiyen ritim genlerinin kontrolii altindadir
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(Orren ve Sancar, 1987; de Boer ve Hoeijmakers, 2000; Akhtar ve ark., 2002; Duffield ve
ark., 2002; A. Sancar ve ark., 2004). Hiicre dongust Gapl (G1), Gap2 (G2), DNA sentez
(S), ve M fazindan olusur. Hiicre dongiisiiniin 6nemli noktalarindan birisi olan G2/M
gecisi Cdk2/siklin B kompleksi tarafindan kontrol edilir (Hunt ve Sassone-Corsi, 2007).
Sirkadiyen ritim genleri olan CLOCK/BMALL heterodimerleri wee 1 geninin E-box
bolgesine baglanarak ekspresyonunu saglar. Hiicre dongiisiiniin diger 6nemli bir bileseni
olan Wee 1 araciligi ile sirkadiyen ritim Cdk2/siklin B kompleksini kontrolii altinda tutar
(Hunt ve Sassone-Corsi, 2007). Wee 1 kinazin ekspresyonunu saglayarak Cdk2/siklin B
kompleksini fosforiller. Bu sayede G2/M gecisini kontrolii altinda tutar. G1 fazinin
ilerleyisinin kontroliinii saglayan bilesen, siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21 i etkisi
altinda tutan REV-EBR bilesiginin ekspresyonu sirkadiyen ritimin kontrolindedir
(Geyfman ve Andersen, 2010). Diger sirkadiyen ritim kontrolii altindaki Tim ve Perl
proteinleri araciligi ile DNA hasar kontrol noktasint ATM (mutant ataksi telenjiektazi),
ATR (Rad3 iligkili ataksi telejiektazi), Chk (checkpoint kinases) 1 ve 2 kinazlar aracilig1
ile kontrolii altinda tutar (Unsal-Kagmaz ve ark., 2005; Gery ve ark., 2006; Walisser ve
Bradfield, 2006; Hunt ve Sassone-Corsi, 2007).

Bir diger DNA hasar tamir mekanizmast olan niikleotid eksizyon onarimi (NER)
sirkadiyen ritim kontroltindedir (A. Sancar ve ark., 2014). Insanlarda niikleotid eksizyon
onarimi RPA, XPA, XPC, TFIIH, XPG, XPF-ERCCI1 bilesenleri ile gerceklesir. DNA da
meydana gelen hasarli bolge RPA, XPA, XPC tarafindan taninarak isaretlenir. Isaretlenen
bolgede XPA, XPC, TFIIH bir kompleks olusturarak XPG ve XPF-ERCCI ile etkilesime
girerek 24-30 nikleotidlik hasarli bolge kesilerek TFIIH ile birlikte hiicre i¢i niikleazlar
tarafindan pargalanmak iizere salinir. Hasar bolgesinde olugsan bosluk DNA polimeraz
yardimi ile doldurularak DNA hasari giderilmis olur (A. Sancar ve ark., 2014). Nukleotid
eksizyon onarim mekanizmasinin hiz smirlayici bileseni olan XPA’nin kontrolii direk

sirkadiyen ritim genleri tarafindan saglanir (sekil 2.2) (A. Sancar ve ark., 2014).
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Sekil 2.2. insanda niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin sirkadiyen ritim kontrolii (A. Sancar ve ark.,
2010).

2.1.3. Sirkadiyen Ritim ve Kanser

Hiicre ¢cogalmasi, hiicre dongiisii, apoptoz, DNA tamiri, detoksifikasyon, DNA hasarina
yanit, timor baskilayici genler, gibi hiicre i¢in hayati éneme sahip mekanizmalar
dogrudan veya dolayli yollar ile sirkadiyen ritim tarafindan kontrol edilir (Mongrain ve
Cermakian, 2009; Rana ve Mahmood, 2010). Bu kadar 6nemli mekanizmalarin
kontroliinii saglayan sirkadiyen ritim ve sirkadiyen ritim kontrollii genlerde meydana
gelecek degisimlerin, obezite, depresyon, metabolik hastaliklar, kanser gibi birgok saglik
sorunlart ve hastaliga yakalanma olasiligini arttirabilecegini bildirilmistir (Costa ve ark.,
2010; Gery ve Koeffler, 2010). On dort farkli tiimor tipinin karsilastirildigi bir ¢alismada
sirkadiyen ritim genleri ve sirkadiyen ritim genlerinin kontroliinde olan genlerin en az %
90’1n1n ekspresyon seviyesinde degisim oldugunu gostermistir (Ye ve ark., 2018). Yapilan
klinik caligmalar ve arastirmalar sirkadiyen ritim ile tiimorigenez arasinda baglanti
oldugunu gosterse de bu baglantinin molekiiller mekanizmasi1 halen tam olarak

aydinlatitlamamistir (Masri ve Sassone-Corsi, 2018).

Diinyada meydana gelen hizli sanayilesme devrimleri ve insanlarin modern hayata ayak
uydurma ¢abasi, insan hayatinin her alanina giren kisa dalga boylu 151k yayan cihazlar,
insanlarda endojen homeostazin degismesine ve bozulmasima neden olmaktadir. Bu

degisimin kac¢inilmaz bir sonucu olarak akciger, meme, yumurtalik, prostat, pankreas gibi
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kanserlerin goriilme siklig1 artmistir (Schernhammer ve ark., 2003; Kubo ve ark., 2006;
Viswanathan ve ark., 2007). Sirkadiyen ritmi bozan ve kansere yakalanma riskini artiran
yapay 1siklandirma hipotezi, 1sik-karanlik dongiisiinden etkilenmeyen ve endojen
saatlerini farkli girdilerle diizenleyen gérme engelli bireyler ile yapilan arastirmalarin
sonucu bu bulgular giiclendirmistir. Yapilan g¢aligmalarin sonucunda ayni ortami
paylasan diger insanlara gore gorme engelli bireylerde kansere yakalanma riskinin
azaldig1 bulunmustur (Feychting ve ark., 1998; Verkasalo ve ark., 1999; Kliukiene ve ark.,
2001). Dunyada sanayilesmenin getirdigi en biiyiik etkenlerden biriside vardiyali ¢alisma
ve bu calisma seklinin insan sagligi lizerine olumsuz etkileridir. Yapilan epidemiyolojik
arastirmalar vardiyali c¢alisan kadinlarin meme kanserine yakalanma riskinin arttigi

sonucunu vermistir (Davis ve ark., 2001; Hansen, 2001; Schernhammer ve ark., 2003).

Sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin tiimdr olusumu,
apapotozu, sag kalim siiresi gibi onemli siireglere etki ettigi yadsinamaz bir gergek
olmasina ragmen bu mekanizmalarla arasindaki molekiiler iligki halen
aydmnlatilamamistir. Bununla birlikte yapilan c¢alismalarda sirkadiyen ritim genlerinin
farkli kanser tiirlerinde farkli ekspresyon seviyeleri sergiledigini gdstermistir. insan meme
kanseri hiicre hattinin kullanildig1 bir calismada ER-a pozitif meme kanseri hiicrelerinde
CLOCK genin ifadesi azaltilmis ve proliferasyonda azalma oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte hiicre hatlarina 6strojen verilmesinin CLOCK genin ifadesinin artmasina ve meme
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasina sebep oldugu bildirilmistir (Xiao ve ark., 2014). Tedavi
gormemis 202 kolorektal kanseri hastasindan elde edilen tiimor dokusu ve bitisigindeki
normal dokunun sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda
CLOCK geninin ve CKIe geninin kanser dokusundaki ekspresyonunun anlamli derecede
yuksek iken PER1 ve PER3 genlerinin ekspresyon seviyelerinin diisiik oldugu
bildirilmistir (Oshima ve ark., 2011). Almanya’da yapilan bir ¢alismada meme kanseri
tanis1 almig 766 hastanin timor dokusunda sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon
seviyeleri incelendiginde PER2 genin yuksek ekspresyon seviyesinin metastaz ile
baglantili oldugu bildirilmistir (Cadenas ve ark., 2014). Kolorektal kanseri tanili 19
hastanin tiimor dokusu ve tiimor dokusunun yanindaki normal dokuda sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyon seviyelerinin klinik ve patolojik 6zellikleri ile iligkisi arastirilmis

ve tiimor dokusundaki diisiik PER3 ekspresyonun belirgin bir sekilde daha diisiik sag
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kalim ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Mazzoccoli ve ark., 2011). Ug farkli kolorektal
kanser hicresi ile yapilan in vivo ve in vitro calismada ise daha ylksek BMALL
ekspresyonunun daha az timor hiicresi proliferasyonu ve daha yiiksek sag kalim ile iligkili
oldugu bildirilmistir (Zeng ve ark., 2014). Boyun skuamdéz hicreli karsinom (HNSCC)
tanist almis 40 bireyin tiimor dokusu ve bitisik normal dokusunun sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmis, PER1 ve PER3 genlerinin diisiik

ekspresyonunun kotii sag kalim ile iligkili oldugu bildirilmistir (Hsu ve ark., 2012).

2.2. Pankreas

Diinya saglik orgiitiiniin 2018 verilerine gore pankreas kanseri diinyada en sik goriilen
11’inci kanser tiirtidiir. Erkeklerde en sik goriilen 12’inci kanser iken kadinlarda 11 inci
sirada yer almaktadir. Pankreas kanseri kotli prognozu sebebiyle malignitelere bagh
6limlerde diinya ¢apinda 7’inci sirada bulunmaktadir. Tirkiye’de kanser tanisi almig
olgularda ve kansere bagimli liimlerde pankreas kanseri 4’lincii sirada yer almaktadir.

Yeni kanser tanis1 almis olgularda ise 9’uncu sirada yer almaktadir.

Pankreas; 14-20 cm uzunlugunda, 70-150 gr agirliginda, karnin dst kismu ile, on iki
parmak bagirsak ve dalak arasinda enine yerlesim gosteren retroperitoneal bir organdir
(Slack, 1995). Pankreas; fizyolojik olarak bas, boyun, gévde ve kuyruk olmak iizere 4
boliimden meydana gelirken islevsel olarak; karbonhidrat, protein ve yaglarin sindirimi
icin gerekli enzimlerin salgilandig1 ekzokrin kisim ile karbonhidrat metabolizmasini
kontrol eden hormonlart salgilayan endokrin kisim olmak iizere ikiye ayrilir (Slack, 1995;
Neoptolemos ve ark., 2010). Pankreasda ekzokrin kisim asiner ve kanal hiicrelerinden
olusur ve pankreasin yaklasik %85’lik bir boliimiinii kapsar. Pankreasin %2’lik kismini
olusturan endokrin kismini ise Langerhans adacik hiicreleri olustururken geriye kalan

kismini ise ekstraselliiler matriks ve damarlar olusturur (Neoptolemos ve ark., 2010).

Dallanmis kanal hiicrelerinin u¢ kisimlaria lokalize olmus asiner hiicreleri aralarinda
amilaz, lipaz, niikleaz, tripsinojen, kimitripsinojen gibi proteazlarinda bulundugu yaklasik
22 sindirim enziminin iiretim ve salgilanmasindan sorumludur. Inaktif olarak salgilanan
bu enzimler duodenuma gectikten sonra aktiflesirler. Pankreasin ekzokrin kismi ise su ve
elektrolit salgilanmasindan sorumludur (Simsek, 1993; Slack, 1995; Neoptolemos ve ark.,

2010).



2.2.1. Pankreas Kanseri

Pankreas timorlerinin  biitin hiicrelerden koken alabilmesine ragmen ekzokrin
hiicrelerden olusma yiizdesi daha yiiksektir. Ekzokrin hiicre temelli tiimorlerin buyuk
kismu duktal epitel hiicrelerden gelisen adenokarsinomlardir. Endokrin pankreas timorleri

ise genel olarak adacik hiicrelerinden koken almaktadir (Singh ve ark., 2015).

Pankreas kanserinin %20 - 25 kadarinin anatomik yeri saptanamamakla birlikte, %55’
bas kisminda, %9’u goévde, %81 ise kuyruk kisminda olugsmaktadir (Singh ve ark., 2015).
Pankreas timort 3 oncul lezyon olan, pankreatik intraepitelyal neoplaziler (PanIN),
intraduktal papiller misin6 neoplaziler (IPMN), misindz kistik neoplaziler (MCN) den
koken almaktadir (Hruban ve ark., 2004). Caplar1 5 mm’den kiigiik, pankreatik kanallarda
lokalize olmus PanIN’ler bu 6zellikleri ile bir diger pankreatik kanallara lokalize olmus
capt 1 cm’den biiyiikk olan IPMN’lerden ayrilirlar (Hruban ve ark., 2004). Mdsin
uretiminden sorumlu epitel hicrelerin asir1 ¢ogalmasiyla ve pankreatik kanallarin
geniglemesi ile karakterize olan IPMN’ler makroskopik lezyonlardir (Hruban ve ark.,
2004; Kosmahl ve ark., 2004).

Buyuklikleri 2-35 cm arasinda degiskenlik gosteren, genellikle pankreasin kuyruk ve
govde kisminda yer alan, miisin iiretip boliimlii kist olusturan, duktal sistemle etkilesim
icerisinde olmayan epitelyal neoplazilere MNC’ler denir (Fukushima ve Fukayama,
2007).

2.2.2. Pankreas Kanseri ve Genetik

Pankreas kanserinde tiimor olusumu ve gelisiminde genetik temelli yapilan analizler
sonucunda kromozomal diizeydeki farkliliklar, onkogen ve timdr supressor genlerde
meydana gelen mutasyonlar, epigenetik gen sessizlestirme, mikrosatellit kararsizlig1 gibi

cok gesitli genetik degisimlerin bulundugu gosterilmistir (Maitra ve ark., 2006).

Pankreas kanserinin genetik yapisi incelendiginde CDKN2A/p16/MTS1 lokuslarini
iceren 9p kolunda, TP53 lokusunu iceren 17p kolunda, MADH4/SMAD4/DPC4
lokuslarina sahip 18q kollarinda kayip gozlemlenmis, AKT2, K-ras2, MDM2, ERBB2,
AIBI1 onkogenlerini iceren 19q, 12p, 12q, 17q ve 20q kollarinda ise ¢ogalma saptanmistir
(Mahlaméki ve ark., 1997; Schleger ve ark., 2000).
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Insan kanser tiirlerinin hepsi incelendiginde %20’sinde K-ras mutasyonu
gozlemlenmisken, pankreas kanserinde bu oran %95 gibi ¢ok biiyiikk bir degere
ulagsmaktadir (Mahlamaki ve ark., 1997; Schleger ve ark., 2000). 12’inc1 kromozomun p
kolunun 3’iincii bolgesinde lokalize olmus K-ras geni hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagmasi
ve gelismesi gibi kanserlesme anlaminda 6nemli etkiye sahip hiicresel olaylarla yakindan
iligkilidir. K-ras geninde meydana gelen bir mutasyon bir¢ok sinyal yolagini etkileyerek
kanser olusumu ve gelisinde etkin rol oynayabilir. Bir onkogen olan AKT genin
aktivasyonunu etkileyen PTEN/P13K/AKT yolag1 bunlardan birisidir (Carnero ve ark.,
2008). K-ras mutasyonu MEK ve ERK1/2’yi aktif hale getirerek ve VEGF’de (vaskiiler
endotelyal biiyiime hormonu) artisa sebebiyet vererek etkiledigi sinyal yolaklariyla

anjiyogenez ve hiicre ¢ogalasinda etkin rol oynamaktadir (McCubrey ve ark., 2007).

Yirmi dort pankreas kanseri duktal adenokarsinom dokusunda 20 661 protein kodlayan
genin incelendigi bir ¢aligmada tiimor baskilayic1 genler icerisinden en ¢ok TP53,
SMAD4/DPC4 ve CDKN2A/p16 genlerinin mutasyona ugradigi bilgisine ulasilmistir
(Hong ve ark., 2011).

17’inci kromozomun p kolunda lokalize olmus p53 proteinini kodlayan TP53 geni hiicre
dongustnun G2-M, G1-S kontrol noktalarinin diizenlenmesi, apoptoz, DNA tamiri gibi
onemli hiicresel olaylarda rol almaktadir. Bu gende meydana gelecek bir mutasyon DNA
hasarmin olugsmas: durumunda hiicrenin hayatta kalmasina, boliinerek ¢ogalmasina ve
kanser olusumuna katki saglar (Vogelstein ve Kinzler, 2004). TP53 genin mutasyonuna
Pankreas kanserlerinin % 75’inde rastlanmistir (Scarpa ve ark., 1993; Moore ve ark.,
2001).

Hiicre dongiislinlin durdurulmasi, hiicre gocii gibi kanserlesme agisindan Onemli
mekanizmalar etkileyen TGF-B sinyal yolagimin en 6nemli molekiiler bileseni olan
SMAD4 proteini 18’inci kromozomun q kolunda lokalize olana SMAD4 geninin
transkripsiyon drindir. SMAD4 geninde meydana gelecek mutasyon kontrolstiz hiicre
cogalmasi ile sonuglanacak ve kanser olusumuna katki saglayacaktir. Yapilan aragtirmalar
pankreas kanserlerinin %55’inin SMAD4 gen mutasyonuna ugradigini gostermektedir

(Hahn ve ark., 1996; lacobuzio-Donahue ve ark., 2004).
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Pankreas kanserinde mutasyon veya delesyona ugramis 6nemli genlerden biriside 9’uncu
kromozomun p kolunda lokalize olmus CDKN2A genidir. Pankreas kanserlerinin
%95’inde CDKN2A geninin ifade kaybina rastlanmistir (Delpu ve ark., 2011). CDKN2A
geninin transkripsiyon drunleri pl6 ve p53 proteinleri, hicre donglsinin negatif
kontroliiniin 6nemli molekiiler bilesenleridir. Pankreatik karsinogenezde, P16’nin
aktivasyon kaybi veya ifade diisiikliigii erken metastaz, timor biiytikligii ve sag kalim

orani ile iliskilendirilmistir (Sasaki ve ark., 2003).

Ailede pankreas kanseri oykiisii olan bireylerde pankreatik maligniteler gelisme olasiligi
yiiksektir. Pankreas kanseri tanis1 almis hastalarin aile dykiileri incelendiginde yaklasik

%10’unun aile bireylerinde de pankreas kanserine rastlanmistir (Shi ve ark., 2009).

2.2.3. Pankreas Kanseri ve Sirkadiyen Ritim

Pankreas kanseri genellikle tanida ge¢ kalinan ve tedavisi en zor olan kanserlerden
birisidir. Pankreasin viicutta bulundugu konum genellikle taninin gecikmesine yol
acmakta ve Ozellikle bu sebeple kotu prognoz ile sonuglanmaktadir. Bundan dolay1
pankreas kanseri tanisinda biyolojik belirtegler olduk¢a onemlidir. Bircok kanserde
oldugu gibi pankreas kanserinde de sirkadiyen ritim genlerinin etkisi yuksektir ve
ekspresyon sevilerinde ki farkliliklarin bir biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi 6n
gorlilmektedir. Yapilan klinik arastirmalar bu hedef dogrultusunda ilerlerken ayni

zamanda molekiiler mekanizmalar1 da arastirilmaktadir.

Jiang ve arkadaslar1 pankreas kanseri tanisi almig 45 hastanin tiimor dokusunu, timor
dokusuna bitisik normal dokunun sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon sevileri ile
karsilastirmis, BMAL1 genin ekspresyon seviyesinin diisiik oldugunu ve hastalarin
Klinikopatolojik 6zellikleriyle yakindan iligkili oldugu bilgisine ulagmiglardir. Pankreas
timor hicresinde BMAL1 genin diisiik ekspresyonun nasil bir molekiiler etki yarattigini
arastirmak amagli pankreas kanseri hiicre kiiltiirii ¢alismas1 yapmislardir. Caligmalarinda
hicre kiltirinde bir grup hicrenin BMALL genini shRNA ile susturarak diger grubun
vektor yardimi ile BMAL1 geninin ekspresyonunu artirmasini saglamistir. Yapilan
incelemelerin sonucunda BMALL genin asirt ekspre oldugu hiicre grubunda hiicre
proliferasyonunu ve istilasin1 6nemli Olgiide azalttigi ve bunu hiicre déngusu kontrol

noktasinda G2 / M gegisini durdurarak yaptigi sonucuna varmiglardir. BMAL1 genin
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susturuldugu hiicre hattinda ise pankreas kanseri hiicrelerin biiyiimesine katki saglandigi
sonucuna varilmistir. Bu sonucun altinda yatan mekanizmanin ise BMAL1 geninin p53
genin transkripte olmasmi sagladigi ve bu hiicre hattinda p53 ekspresyonun
gerceklesmemesinden dolayr BMALL geninin pankreas kanserinde anti-onkogen olarak

davrandigi sonucuna ulagsmiglardir (Jiang ve ark., 2016).

Insan pankreas tiimérii hiicrelerinden tiiretilmis hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada,
insan PER2 geninin bir homologu olan fare Per2 geni rekombinat adenoviris vektori
yardimu ile hiicre kiiltiiriindeki hiicrelere aktarilarak ekspresyonunun artmasi saglanmistir.
PER2 geninin ekspresyon artisinin, hicre dongusini G2-/-M  kontrol noktasini
baskilayarak ilerlemeyi durdurdugu, hiicresel proliferasyonu azalttigi ve apoptotik hucre
6limand indikledigi sonucuna ulasilmigtir. Ayn1 zamanda yapilan Western blot analizi
Bel-XL, Cdc2 ve siklin B1 proteinlerini azalttigini, buna karsiik Bax proteinini
arttirdi@in1 gostermistir. Asiri PER2 geni ekspresyonuna sahip hucrelerde anti-kanser
ajan1 cisplatinin doza bagimli snerjik etkisi Ol¢iildiigiinde hiicre 6ldiirme etkinliginin

arttig1 gozlemlenmistir (Oda ve ark., 2009).

Pankreatik duktal adenokarsinol (PDA) tanist almis 65 hasta dokusu, tiimér dokusuna
bitisik normal pankreas dokusu ve iyi huylu pankreas dokularmin sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilarak, PDA dokularinin klinikopatolojik
iliskilerinin incelendigi bir ¢alisma gergeklestirilmistir. PDA dokusunun sirkadiyen ritim
genleri ve sirkadiyen ritim kontroll genlerin ekspresyon seviyeleri, timér dokusuna
bitisik normal doku ve iyi huylu pankreas dokulari ile karsilastirildiginda PER1, PER2,
PER3, CRY2, Tipin ve CKle genlerinin ekspresyonlarinin disiik ¢iktigi sonucuna
ulagilmistir. Bu verilerin klinikopatolojik acidan bir anlam belirtmedigi vurgulanmistir

(Relles ve ark., 2013).

Iki farkli pankreas kanseri hiicre kiiltiiriiniin kullanildig1 ¢alismada, siRNA ile PER1
geninin susturulmasi sonucu her iki hiicre hattinda da kaspas ve apaptozu artirdigi, Bax'in
yukar1 regiilasyonu ve Bcl-2'nin asagi regiilasyonu ile sonuglandigi bildirilmistir. PER1'in
pankreas kanseri hucrelerinde anti-apoptotik etki gosterdigi vurgulanmistir (Sato ve ark.,
2009).
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Pankreas duktal adenokarsinom tanist almis 34 hastanin timor ve tiimore bitigsik normal
dokusunun sirkadiyen ritim ve SIRT1 genlerinin ekspresyon sevileri karsilastirilmis ve
PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, SIRT1 genlerin ekspresyon seviyelerinde azalma tespit
edilmistir. CLOCK ve BMALL1 genlerinin ekspresyon farkliliklarinin istatistiksel olarak
anlam ifade etmedigi bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada 4 farkli pankreas kanseri hiicre hatti
(MIA-PaCa-2, BXPC3, CFPAC ve PANC-1) kullanilarak hiicre kiiltiirii kurulmus ve bu
hiicrelerin a¢lik durumundaki sirkadiyen ritim genleri ve SIRT1 geninin ekspresyon
seviyeleri Ol¢iilmistiir. SIRT1 geninin ekspresyonu MIA-PaCa-2 hiicrelerinde diismiis,
PANC-1 hiicrelerinde artmistir. BXPC-3 ve CFPAC hiicrelerinde degismemistir. BXPC-
3 hiicre hattinda serum aglig1 iizerine BMAL1, CRY2, PER1, PER2 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde artis gozlemlenirken PER3 ve CLOCK genlerinin ifadesinin azaldigi
bildirilmistir. CFPAC hiicre hattinda CLOCK ve PER1 genlerinde azalma, CRY2, PER2,
PER3 genlerinde artis oldugu belirtilmistir. MIA-PaCa-2 hiicrelerinde BMAL1, CLOCK,
CRY1 genlerinde azalma, PER3 geninde artma gozlemlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde
BMAL1, CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY2 genlerinde artis, CRY1 geninde ise diisiis
gerceklesmistir (Tavano ve ark., 2015).

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Sec¢imi

Projemiz Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayimi
aldiktan sonra, Akdeniz Universitesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan
Pankreatik Duktal Adenokarsinom tanisi almis, 22 hastanin parafine gomiill arsivden
¢ikarilan dokularindan elde edilen timor ve tiimor dokusuna bitisik normal dokunun
sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon sevilerinin 6l¢iilmesi amaglanmigtir.  Patoloji
Anabilim Dali tarafindan tiimor alanini igeren 4 mikronluk kesitler alinarak bos lamlara
yerlestirilmis ve ayni1 bloklara ait tiimor alani isaretli hematoksilen eosin boyali preparatlar
yardimiyla timor bolgeleri tespit edilerek 1,5 ml’lik nlkleaz free epondorf tiiplerine

yerlestirilmistir. Ayn1 uygulama tiimér dokusuna bitisik normal dokular iginde
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uygulanmistir. 11 kadin 11 erkekten olusan hasta grubu 43 ile 85 yas araliginda dagilim
gostermektedir. Hastalarin klinikopatolojik verileri tablo 3.1°de verilmistir. Calismaya
dahil edilen hastalardan aydinlatilmis onam formu alinmistir. Aydinlatilmis onam

formunun bir 6rnegi Ek 1 de sunulmustur.

Tablo 3.1. Hastalarin Klinikopatolojik Verileri

HASTA KODU |YAS |CINSIYET HISTOLOJIK TiP TUMOR BOYUTU (cm)
1 85 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 3,2
2 76 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 4,5
3 74 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM
4 73 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 2,5
5 72 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 4,6
6 68 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 3
7 67 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 2,5
8 64 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 5
9 63 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 3
10 54 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 14

11 43 KADIN DUKTAL ADENOKARSINOM 3
12 76 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 4,5
13 74 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 4
14 69 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 1,5
15 69 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 2,5
16 68 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 2
17 64 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 3,5
18 64 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 2,5
19 61 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 4
20 59 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 3,5
21 52 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 5,2
22 51 ERKEK DUKTAL ADENOKARSINOM 3,6

3.2. Total Rna izolasyonu

Macherey-Nagel NucleoSpin® totalRNA FFPE izolasyon kiti kullanilarak, kit
protokoline uyun olarak parafine goémuli dokudan total RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucu elde edilen total RNA hemen cDNA’ya ¢evrilmis
ve tekrar ithtiya¢ duyulmasi halinde kullanilmak i¢in kalan RNA -20 °C’ de saklanmustir.

Total RNA izolasyonu gergeklestirilirken;

v' Ependorf icerisinde kesitler halindeki doku pargalarina 1 ml parafin eritici
eklenerek 56 °C de 5 dakika inkiibe edilmis ve 16000 g de 2 dakika santrifiij
edilmistir.  Inkiibasyon siiresi parafin  miktarma goére degiskenlik

gosterebilmektedir.
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Ependorfa 170 ul MLF buffer eklenerek 2 dakika 16000 g de santrifiij edilmistir.
Parafin ¢6ziicli pipet yardimiyla uzaklastirilmigtir.

15 pl Proteinaz K eklenerek pipetaj yapilmis ve 90 dakika inkiibasyona
brrakilmstir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda 15 pl MKA eklenip kisa vorteks yapildiktan sonra
buz iizerinde 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 5
dakika 16000 g de santrifiij edilmistir.

Siipernatan yeni 1,5 ml’lik niikleaz-free santrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine 500
ul buffer MX eklenerek 2 defa 5’er saniye vortekslenerek oda sicakliginda 1
dakika inkiibasyona birakilmistir.

Niikleospin RNA column’u yeni 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirilerek
inkiibasyondaki 6rnek colona yiiklendi. 16000 g’de 15 saniye santrifiij yapildiktan
sonra pellet atilarak kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

Uzerine 700 pl buffer MW?2 eklenerek 16000 g’de 15 saniye santrifiij yapildiktan
sonra pellet atilarak kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

Uzerine 250 pl buffer MW2 eklenerek 16000 g’de 1 dakika santrifiij yapildiktan
sonra pellet atilarak kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

Kolona 50 ul rDNase eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

Uzerine 100 pl buffer MX eklenerek 1 dakika oda sicakhiginda inkiibe edilir.
16000 g’de 15 saniye santrifiij yapildiktan sonra pellet atilarak kolon tekrar
toplama tiipline yerlestirilir.

Uzerine 700 ul buffer MW?2 eklenerek 16000 g’de 15 saniye santrifiij yapildiktan
sonra pellet atilarak kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

Uzerine 250 pl buffer MW2 eklenerek 16000 g’de 1 dakika santrifiij yapildiktan
sonra pellet atilarak kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

Kolon yeni 1,5 ml’lik niikleaz-free santrifiij tiipline yerlestirilerek tizerine 50 pl
RNaz- free su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 16000 g’de 1 dakika santrifiij yapilir. Kolon atilarak

total RNA elde edilmis olur.
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3.3. Kit ile cDNA Eldesi

Elde edilen total RNA Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kiti (4368814) ile kit protokoli (Tablo 3-2, Tablo 3-1) dogrultusunda

cDNAya cevrilerek -20 °C’ de saklanmistir. H2O

Tablo 3.2. cDNA master miks

2X RT MASTER MIK S 1X (D
10X RT Buffer 2,00
25X dNTP Miks (10 mM 0,80
10X RT Random Primer 2,00
Mulkti S(_:rlbe Reverse 1,00
Transcriptase

Rnas Inhibitor 1,00
Nuklease-Free H,O 3,20
cDNA 10,00
Toplam Reaksiyon Hacmi 20,00

Tablo 3.3. cDNA PCR Amplikasyon Basamaklari

PCR PROTOKOLU

1. BAS. |2. BAS. |3. BAS. 4. BAS.
SICAKLIK (°C>) 25 37 85 4
SURE (DAK.) 10 120 5 oo

3.4. Elde Edilen cDNA’nin PCR ile Cogaltilarak Agaroz Jel Elektrofrozi

Yapilmasi

Elde edilen ¢cDNA’nin verimliligini 6l¢gmek amagli calistigi bilinen ABL primerler

tarafindan belirtilen protokol dogrultusunda Thermo Scientific™ Taq DNA Polymerase,

recombinant (EP0402) kiti kullanilarak PCR gergeklestirilmis, agaroz jelde elektroforezi

yapilmis, spesifik band eldesi saglanmistir. Kullanilan PCR kosullar1 ve amlifikasyon

protokolii tablo 3.5’te sunulmustur.

Tablo 3.4. PCR reaksiyon kosullari

12X
BUFFER (10X) 2,50
MgCl (25 mM) 2,20
dNTP (2 NnM) 2,50
R Primer (10 mM) 0,60
F Primer (10 mM) 0,60
Taq DN A Polymerase (5 uw/pl) 0,20
dH>O 15,40
DNA (62,5 ng/u) 1,00
Toplam Reaksiyon Hacmi 25,00
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Tablo 3.5. PCR Amplikasyon Basamaklari

1. BASAMAK] 2. BASAMAK] 3. BASAMAK| 4. BASAMAK] 5. BASAMAK| 6. BASAMAK
SICAKLIK (°C) 94 94 53 72 72 4
SURE (DAK.) 5 1 2 0,5 )
TEKRAR 1 35 1

3.5. Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
Aragstirilmast planlanan sirkadiyen ritim genlerinden, CLOCK, BMAL1, PER1, PER2,

CRY1 ve CRY2 gen ifadeleri diizeylerinin Ol¢iilmesi i¢in Applied Biosystems™
StepOnePlus™ Real-Time PCR cihazt ve BrightGreen 2X qPCR MasterMix-ROX
(MasterMix-R) kiti tablo 3.6 ve tablo 3.7°de belirtilen protokol dogrultusunda

kullanilmistir. 96 kuyucuklu plate ayn1 hastanin tiimor ve tiimor dokusuna bitigik normal

pankreas dokusundan elde edilen cDNA’lar1 iceren miksler yerlestirilmistir. Her hastanin

tiimdr ve normal dokusu i¢in {i¢ tekrar gergeklestirilmistir. Analizi yapilan her gen i¢in

icerisinde cDNA bulunmayan negatif kontroller plate yiiklenmistir. Yapilan analizlerde

housekeeping gene olan GAPDH geni kontrol gen olarak kullanilmistir. Genler igin

kullanilan genlerin primer dizileri Tablo 3-8 de verilmistir.

Tablo 3.6. gRT-PCR’1n Reaksiyon Kosullart

BrightGreen 2X qPCR Master Mix 5 ul
R primer (10 mM) 0.3 ul
F primer (10 mM) 0,3
Nuclease-free H20O 1 pd
DNA (100 ng/u) 3.4
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pd

Tablo 3.7. gRT-PCR amplikasyon basamaklari

Melt Curve

1. BASAMAK] 2. BASAMAK 3. BASAMAK | 4. BASAMAK]|5. BASAMAK] 6. BASAMAK

SICAKLIK (°C) 95 95 60 95 40

95

SURE (DAK.) 10 0,25 1 0,25 1

0,25

Sicakhgi 40 °C'den
TEKRAR 1 40 1 baslayarak 95 °C'ye kadar
her dongude 0,3 °C artir.
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Tablo 3.8.

Genlerin primer dizleri

GEN Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’

BMAL1 |CAGGAAAAATAGGCCGAATG |GCGATGACCCTCTTATCCTG
CLOCK |GAGAGCGCGAAGGAAATCT AGCAGCTTTGCAGGAACAA
PER1 GGACACTCCTGCGACCAG GGGAGTGAGGTGGAAGATCTAA
PER2 GACTGCAAACCTGGCACTTC GTGTCTGAGGGTTCATCACG
CRY1 CATCCTGGACCCCTGGTT CAAGACACTGAAGCAAAAATCG
CRY2 GAGCAAGGATGCCTGAGACT JCGGTGATCAGCTTCTCTGC
GAPDH |AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC

3.6. 22ACTMetodu Kullanilarak gqRT-PCR Uriinlerinin Hesaplanmasi

Gergeklestirilen qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerlerinden altta belirtilen formiiller

ile timor ve normal dokudaki BMAL, CLOCK, PER1, PER2, CRY1, CRY2 genleri icin

ACt ve AACt degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmaigtir.

ACt = Ct (ilgilenilen gen) — Ct (housekeeping gene)

AACt = ACt (tumor dokusu) — ACt (normal doku)

Gen ekspresyonunun miktar tayini 24°T formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Gen

ekspresyonun goreceli kat degisimi bir kalibrator ile deney Orneginin karsilastirilarak

kendi igerisinde normallestirmesini baz almaktadir. Bu gen ekspresyon miktar tayini altta

belirtilen esitlik ile hesaplanir.

Hedef gen ekspresyon seviyesi = 2"4A¢T

3.7.  Istatistiksel Degerlendirme

Gergeklestirilen deneylerin sonucun da elde edilen 224CT degerleri tablo 3.9°da

verilmistir. Bu degerler baz alinarak PASW Statistics 18 programi kullanilarak Wilcoxon

isaretli siralar testi uygulanmistir. Dokular arasinda anlamli fark i¢in P < 0,05 olarak kabul

edilmistir.
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Tablo 3.9. Deneylerin sonucunda elde edilen 2-24€T sonuglari

HASTA
NO

NORMAL DOKU

TUMOR DOKU

BMAL-N

CLOCK-N

PER1-N

PER2-N

CRY1-N

CRY2-N

BMAL-T

CLOCK-T

PER1-T

PER2-T

CRY1-T

CRY2-T

1,239708

1,388313

0,530957

1,972465

1,753211

4,06522

1,693491

0,436282

3,024437

40,22443

1,172835

0,467596

0,48971

0,084397

1,061914

0,312083

1,257013

0,508152

1,79005

0,878633

11,52477

17,38776

3,20428

0,66128

1,647182

8,534658

1,773583

1,624505

0,45376

0,484085

1,310393

0,374577

0,146266

11,3924

5,578975

0,621288

0,271684

0,127922

0,123564

0,190782

0,040479

0,90125

0,779165

20,72548

7,691864

8,693879

0,604299

1,515717

0,806642

4,009253

4,57361

0,939523

2,400497

0,094732

4,823231

11,82144

6,932296

2,969047

0,600124

9,513657

4,563055

1,94981

1,76949

5,578975

10,29116

11,71269

7,94474

46,31262

2,757447

22,16175

9,803748

19,69831

0,609909

1,146047

0,118531

1,670176

0,293887

0,286512

1,440597

1,401204

0,028822

0,291183

2,224272

0,443396

1,848899

1,114709

4,800995

0,271684

2,400497

0,343092

2,8219

1,654811

0,013261

0,058315

1,183724

1,047294

0,886791

0,782773

1,757267

2,20381

1,417485

10,17295

3,498331

1,620756

2,996614

0,965936

1,477679

26,29409

1,094294

0,882703

1,114709

0,670511

0,437291

0,114229

0,309927

0,532185

3,571838

1,94981

0,065004

0,060371

0,417544

0,598739

1,677912

0,439317

1,219819

1,624505

2,17347

0,578344

0,095833

1,233992

0,644685

0,078021

2,188587

1,892115

0,53465

3,394816

1,874709

5,388934

1,301342

0,384219

0,157854

0,749154

1,450617

0,037681

0,215138

0,3423

0,461158

0,558644

0,819794

0,614152

0,359318

0,328356

0,347078

0,61132

0,395934

1,084227

3,059579

2,178497

1,551145

1,658639

0,797377

1,24545

0,587774

0,289841

0,07196

0,366021

0,187288

0,212667

1,519223

1,341022

1,39797

1,079228

1,52979

1,307369

0,675175

1,066832

4,542018

0,406126

2,757447

2,276262

0,156764

0,327598

0,427304

0,302149

0,742262

0,029839

0,131822

1,765406

0,775572

1,467472

3,031433

0,076063

0,609909

1,729074

1,52979

1,745129

1,028114

4,179509

0,083427

1,958841

0,020665

0,587774

0,503478

3,638474

10,45895

1,765406

1,52979

1,896492

1,310393

8,018505

0,322343

10,55606

0,713672

4,800995

22,00867

0,035731

0,339151

0,653685

1,42405

1,140764

0,526072

0,92445

0,125869

0,37285

0,297302

0,408951

0,207809

0,700602

0,25

0,89296

1,231144

1,117287

0,897095

1,04006

0,108819

0,676737

0,228458

0,641713

1,639588

0,338368

11,79415

1,713168

0,570382

0,784584

2,118926

1,04006

0,211686

0,905425

0,243164

0,547147

4,037139

80,82147

1,189207

0,95705

2,789487

0,802923

0,655197

0,621288

0,043889

0,788218

0,334482

0,287839

0,267943

0,445449

1,079228

0,943874

1,319508

0,511687

1,292353

1,594753

0,143587

1,33484

0,50698

0,915945

1,013959

0,718636

0,779165

1,107009

0,271684

2,434007

1,180993

1,009285

0,312083

1,823445

0,005719

17,42798

0,356013

0,412748

0,530957

0,690956

2,639016

2,776627

0,177186

1,404445

0,149339

0,05581

0,277392

0,670511

0,051237

0,081334

2,123828

0,491978

0,624165

0,328356

2,608704

0,926588

0,156764

0,054284

0,301452

0,335256

0,006186

0,102238

0,886791

2,941734

0,607097

1,096825

2,163449

0,768438

1,372367

0,08637

0,76313

1,709214

0,935191

0,220676
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0,890899

0,988514

1,39797

1,081725

0,353553

0,621288

0,529732

5,669939

42,32192

0,508152

1,36604

3,189507

1,551145

0,780967

0,754364

1,217004

0,15283

1,191958

0,504642

8,074278

25,69353

0,098984

1,815038

0,770215

0,723635

1,295342

0,948246

0,759611

18,50701

1,35035

1,030492

1,883392

31,85247

0,344681

2,620787

2,7007

11

4,169863

0,547147

1,117287

1

0,7457

0,733736

25,99208

1,274561

11,79415

26,53823

48,05673

1,94981

1,647182

2,907945

1,310393

0,570382

1,848899

0,131518

3,20428

2,566852

1,866066

7,012846

10,17295

0,522439

0,145592

0,628507

0,68302

1,753211

0,725309

10,36274

0,846745

6,634556

3,97237

5,205367

89,05759

1,977028

12

1,03766

0,886791

0,051119

0,015128

0,840896

0,946058

0,254076

0,187722

1,827663

0,049836

0,01418

0,025916

0,819794

0,886791

5,775717

11,02979

1,101905

0,882703

0,243726

0,097847

2,12874

0,138057

0,586417

0,303549

1,175548

1,271619

3,386981

5,993228

1,079228

1,197479

4,637455

1,749165

18,76536

19,33755

7,361501

6,821079

13

0,607097

1,32256

0,008412

0,97716

1,304352

0,059816

5,169411

2,572789

10,82779

0,13742

0,257623

1,81085

1,028114

2,163449

7,344512

0,378055

0,595979

2,372925

3,506423

8,359017

7,498836

1,107009

0,698985

5,92439

1,60214

0,349492

16,18591

2,706947

1,286395

7,045327

0,460094

5,438969

6,900336

0,280616

0,347078

4,16024

14

1,79005

1,995384

5,630774

0,331405

1,670176

1,225468

2,265768

3,152872

0,366868

0,52003

9,317869

1,286395

0,528509

0,983957

3,981559

5,157481

0,466516

0,359318

1,840375

0,844791

0,191224

1,632029

1,265757

1,39797

1,057018

0,509328

0,044605

0,585064

1,283426

2,271009

2,549121

0,220166

0,337587

0,66742

1,815038

1,388313
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0,233258

0,166086

0,023628

1,70527

1,189207

0,752623

0,128514

7,568461

0,298679

7,889862

0,381565

2,928171

1,086735

2,770219

7,094331

5,169411

1,094294

1,918528

2,027919

2,989698

0,036314

0,287175

1,879045

1,301342

3,944931

2,17347

5,965598

0,11344

0,768438

0,692555

5,735821

11,87619

0,071133

19,29293

3,271608

7,412704
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0,911722

1,025741

1,639588

4,112455

0,959264

0,579682

1,061914

0,443396

6,932296

0,346277

0,184284

6,468061

1,677912

0,569066

0,808508

0,466516

1,681793

0,770215

1,761332

0,394109

0,032427

0,234881

0,178006

1,175548

0,653685

1,713168

0,754364

0,521233

0,619854

2,239743

1,861759

2,260539

0,055681

0,193446

0,072796

0,854607
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1,420764

0,31864

0,733736

0,15932

0,443396

0,267943

2,037312

0,03082

0,197967

0,03901

0,004765

0,022251

0,622725

2,027919

1,662476

0,301452

1,211393

0,659754

1,004632

0,15932

0,387786

0,095391

0,0255

0,033032

1,130269

1,547565

0,819794

20,82147

1,861759

5,656854

0,990801

0,151774

0,579682

0,236514

0,027142

0,120742
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1,197479

0,041521

1,089249

2,297397

1,140764

0,207809

0,189465

1,231144

0,587774

1,414214

0,655197

0,177186

0,790041

4,40762

0,780967

0,846745

0,376312

2,133664

0,106579

1,205808

0,328356

2,42839

0,406126

0,451668

1,057018

5,464161

1,175548

0,514057

2,329467

2,255322

0,594604

2,12874

0,470848

1,505247

0,426317

0,283876

19

1,197479

0,272312

1,587401

1,274561

2,514027

1,427344

0,0819

0,014115

0,051001

0,25

0,01176

0,252321

2,17347

0,308498

0,827406

1,042466

1,22264

1,388313

0,255253

0,071463

0,062356

0,521233

0,055169

1,191958

0,384219

11,90366

0,761368

0,752623

0,325335

0,504642

0,214641

0,091083

0,08518

0,752623

0,032804

0,890899
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0,607097

0,217135

1,257013

0,385108

2,302711

0,582367

4,377175

0,97041

1,347234

0,515246

0,276114

1,853176

3,386981

0,937354

2,281527

2,417194

0,591862

1,60214

2,602684

0,557354

1,042466

0,474123

6,119159

2,789487

0,486327

4,913213

0,348686

1,074253

0,733736

1,071773

8,75435

9,296365

3,482202

0,03357

62,39391

7,464264
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1,848899

2,422785

10,753

0,195242

0,461158

2,224272

0,151424

0,284533

4,397448

0,000578

0,266708

0,359318

0,549681

2,490899

0,08697

3,324952

0,909618

0,791869

1,430646

0,166855

14,58756

0,139017

1,217004

0,56383

0,983957

0,165702

1,0693

1,54043

2,383916

0,567752

0,66742

0,095833

1,677912

0,131518

2,537369

0,583714
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0,431271

0,918064

0,66128

1,096825

0,835088

1,81085

0,695762

0,700602

0,791869

0,56383

1,101905

0,644685

1,178267

0,498846

0,860551

1,745129

0,76313

0,309212

0,300756

0,538369

1,477679

0,941696

1,132884

0,911722

1,967913

2,183537

1,757267

0,522439

1,569168

1,785919

0,905425

0,911722

1,572798

0,308498

1,905276

0,844791
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4. BULGULAR

Elde edilen 2"24CT degerlerinin PASW Statistics 18 programinda normal dagilim analizi

yapildi p>0,05 olasi durumunda normal dagilim (parametrik) gosterdigi kabul edildi.

Yapilan analiz sonucunda biitiin genlerde p<0,05 degerine ulasildig1 (sekil 4-1) icin

normal olmayan dagilim gosterdigi sonucuna varildi. Normal dagilim gostermeyen

bagimli gruplarda uygulanmasi gereken Wilcoxon isaretli siralar testi uygulandi.

Uygulanan test sonucunda p<0,05 olmas1 durumunda timdér dokusunun gen ekspresyon

seviyesindeki degisim anlamli kabul edildi. Fakat yapilan istatistik analiz sonucunda

biitiin genlerde p>0,05 degerine (sekil 4-2) ulagilmistir. Tiimor ve normal doku arasinda

ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir. Ayrica

incelenen her gen icin box-plot grafikleri de hazirlandi (sekil 4.3., sekil 4.4., sekil 4.5.,

sekil 4.6., sekil 4.7., sekil 4.8.). Ek olarak, her olguda gen ekspresyon seviyelerinin
goreceli degisimleri de sunuldu (sekil 4.9., sekil 4.10., sekil 4.11., sekil 4.12., sekil 4.13.,

sekil 4.14.).
Tests of Normality
DOKU TIPI Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
BMAL NORMAL ,304 22 ,000 ,606 22 ,000
TUMOR ,221 22 ,006 727 22 ,000
CRY1 NORMAL 418 22 ,000 437 22 ,000
TUMOR ,392 22 ,000 459 22 ,000
CRY NORMAL 284 22 ,000 746 22 ,000
TUMOR ,322 22 ,000 ,556 22 ,000
CLOCK NORMAL 297 22 ,000 ,703 22 ,000
TUMOR ,296 22 ,000 521 22 ,000
PER2 NORMAL ,317 22 ,000 ,550 22 ,000
TUMOR ,321 22 ,000 ,659 22 ,000
PER1 NORMAL ,308 22 ,000 ,643 22 ,000
TUMOR 297 22 ,000 ,529 22 ,000
a. Lilliefors Significance Correction
Sekil 4.1. Normal Dagilim Analizi Sonuglari
Test Statistics®
BMAL-T - CLOCK-T - PER1-T - PER2-T - CRY1-T - CRY2-T -
BMAL-N CLOCK-N PER1-N PER2-N CRY1-N CRY2-N

z
Asymp. Sig. (2-tailed)

-,6292
,529

-,6162
,538

-,067°

947

-,219°
,827

- 1442
,886

-,080°
,936

a. Based on negative ranks.

b. Based on positive ranks.

c. Wilcoxon Signed Ranks Test

Sekil 4.2. Wilcoxon Isaretli Siralar Analizi Sonuglari
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BMAL1 2-4ACT GORECELI KAT DEGISIMI
GRAFIGI
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Sekil 4.9. BMAL1 224CT Gireceli Kat Degisimi Grafigi
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Sekil 4.10. CLOCK 2-44€T Goreceli Kat Degisimi Grafigi
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Sekil 4.11. PER1 2-24CT Goreceli Kat Degisimi Grafigi
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PER2 2-44CT GORECELI KAT DEGIiSiMi GRAFIGI
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Sekil 4.12. PER2 2-44CT Goreceli Kat Degisimi Grafigi

CRY1 2-4AcT GORECELI KAT DEGIiSiMi GRAFIGI
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Sekil 4.13. CRY1 24T Goreceli Kat Degisimi Grafigi

CRY2 2-4AcT GORECELI KAT DEGIiSIMi GRAFIGI
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Sekil 4.14. CRY2 224CT Goreceli Kat Degisimi Grafigi
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri diinyada en 6limcul kanserlerden birisi olup 5 yillik sag kalim orani
%7°dir. Tanida genellikle ge¢ kalinmasi ve tedavisinin zor olmasi, kOtU prognoz
gostermesi bu kanser tiirlinde biyolojik belirteglerin bulunmasin1 daha da oOnemli
kilmaktadir. Sirkadiyen ritmin hiicrenin 6nemli mekanizmalarini kontrolii altinda tutuyor
olmasi molekiiler mekanizmanin anlasilmasini zorlastirdigr gibi 6nem derecesini de
artirmistir. Son zamanlarda kanserle alakali sirkadiyen ritim ¢alismalar1 hiz kazanmas,
sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin bir “biyo” belirtec
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bilim insanlart bu dogrultuda bir¢ok klinik aragtirmalar

gerceklestirmisler ve bulunan sonuglarda farkliliklar ortaya ¢ikmustir.

Jiang ve arkadaglar1 pankreas kanseri tanis1 almis 45 hastanin tiimoér dokusunu, timor
dokusuna bitigik normal dokunun sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyeleri ile
karsilagtirmis, timor dokusunda BMALL genin ekspresyon seviyesinin diisiik oldugu ve
hastalarin klinikopatolojik 6zellikleriyle yakindan iligkili oldugu bilgisine ulasmislardir
(Jiang ve ark., 2016).

Relles ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir c¢alismada ise Pankreatik Duktal
Adenokarsinoma (PDA) tanisi almis 65 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Bu ¢alismada,
65 olgunun timdor dokusu ile timor dokusuna bitisik normal pankreas dokusu ve iyi huylu
pankreas dokularinin sirkadiyen ritim genleri ve sirkadiyen ritim kontrollii genlerin
ekspresyon seviyelerini karsilastirmis timdér dokusunda PER1, PER2, PER3, CRY2, Tipin
ve CKle genlerinin ekspresyonlarmin diisik ¢iktigi gosterilmistir. Bu  verilerin

klinikopatolojik agidan bir anlam belirtmedigi vurgulanmistir (Relles ve ark., 2013).

Bu iki ¢caligmanin sonuglari birbirinden farkli olmasina ragmen sirkadiyen ritim genlerinin

genel olarak tiimor dokusunda diisiik ekspresyon gosterdigi sonucuna varilabilir.

Jiang ve arkadaslar1 pankreas kanseri tumor dokusunda BMALL geninin ekspresyon
seviyesinin diisiik oldugu bilgisine ulasinca bu bilginin kontroliinii saglamak ve
arkasindaki molekiiler mekanizmay1 bulmak amagh hiicre kiiltiirii deneyi kurmuslardir.

Yaptiklar1 deneylerin sonucunda BMALL geninin asirt ekspre oldugu hiicre grubunda
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hiicre proliferasyonunu ve istilasini 6nemli 6lgiide azalttigini bunu hiicre dongiisii kontrol
noktasinda G2 / M gecisini durdurarak yaptigin1 saptamislardir. BMAL1 geninin
susturuldugu hiicre hattinda deneyler ile BMAL1’in sessizlestirilmesinin pankreas kanseri
hlcrelerinin bliylimesine katki sagladigi gosterilmistir. Bu sonucun altinda yatan
mekanizmanin ise. BMALZ1’in p53 geninin transkripsiyonunu saglamasi oldugu sonucuna

ulagsmusglardir (Jiang ve ark., 2016).

Oda ve arkadaslarinin yapmis oldugu hiicre kiiltiirii deneyinde, insan PER2 geninin bir
homologu olan fare Per2 geni rekombinat adenoviriis vektorii yardimi ile hiicre
kiiltirindeki hiicrelere aktarilarak ekspresyonunun artmasi saglanmistir. PER2 geninin
ekspresyon artisinin sonucunda hiicre dongiisiinii G2-/-M kontrol noktasinda baskilayarak
ilerlemeyi durdurdugu, hiicresel proliferasyonunu azalttigi ve apoptotik hiicre 6limani

indUkledigi saptanmigtir. (Oda ve ark., 2009).

Bu iki hiicre kiiltiirii deneyleri karsilastirildiginda deneylerde farkli sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyon seviyelerinin artirllmasina ragmen her iki deneyde de G2 / M
kontrol noktasinda baskilayarak ilerlemeyi durdurdugu, hiicresel proliferasyonu ve

indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiinii azalttig1 belirtilmistir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde her deneyin farkli veriler ve farkli sonuglar igermesine
ragmen ortak kani sirkadiyen ritim genlerinin hiicre i¢in ¢ok 6nemli mekanizmalari
kontrol ettigi ve bu genlerin birbirleriyle kompakt g¢alistigi sonucudur. Bir genin
ifadesinde meydana gelen azalis veya artis diger genlerde de etki yaratmakta, hicresel

mekanizmalar etkileyerek kelebek etkisi olusturmaktadir.

Yapilan biitiin caligmalarin farkli sonuglar vermesinin en temel gerekcelerinden bir timor
mikro ¢evresinin ¢ok farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Tiim6r dokusuna
bitisik normal doku bir tiimor dokusu olmadigi gibi tam anlamiyla bir normal doku da
olmayabilir. Her ne kadar bu hicreler patolojik agidan “normal” olarak degerlendirilmis
olsalar da, tiimor hiicrelerinden gelen molekiiler sinyallere olas1 maruziyet sebebi ile bu
hiicrelerde bazi molekiiler degisimler olmus olabilir. TUmdr mikro ¢evresine maruziyeti
fazla olmas1 molekiler diizeyde normal hicre 6zelliginden uzaklasilmasina sebebiyet

verebilir.

27



Bizim gergeklestirdigimiz ¢aligmada Pankreatik Duktal Adenokarsinom tanisi almis 22
hastanin tiimdr ve tiimor dokusuna bitisik normal dokusunun sirkadiyen ritim genlerinin
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Elde edilen 22 hastaya ait veriler istatistiksel
olarak degerlendirildi. 22 olgunun timdor ve timor dokusuna bitisik normal dokusunun
genlerin ekspresyon seviyelerindeki ortalama artis veya azalisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuclar istatistiksel olarak bir anlam
ifade etmese de Boxplot ve goreceli kat degisimi grafikleri incelendiginde 6zellikle
BMALL1 geninin ekspresyon seviyelerinde farkliliklarin ¢ok fazla oldugu goze ¢arparken,
CLOCK, PER1, PER2, CRY1, CRY2 genlerinin ekspresyonlari bazi hastalarda artis
gosterirken diger hastalarda azalig gostermektedir. Tek tek genler incelendiginde BMAL1
geninde 11 hastada ekspresyon artarken, 11 hastada ise azalmistir (sekil 4-9). CLOCK
geninin ekspresyon seviyeleri incelendiginde 9 hastada artis goriiliirken, 13 hastada azalis
goriilmektedir (sekil 4-10). PER1 geninin ekspresyon seviyelerinde 7 hastada artis
gortiliirken, 15 hastada azalis goriillmektedir (sekil 4-11). PER2 geninin ifadesi 7 hastada
arttg gostermis, 15 hastada azalis gostermistir (sekil 4-12). CRY1 geninin ifadesinde 7
hastada artis géstermis, 15 hastada azalis gostermistir (sekil 4-13). CRY2 geninin ifadesi
ise 7 hastada artis, 15 hastada azalis gostermistir (sekil 4-13). 1, 2, 11, 12, 13, 15, 20
numaralar1 hastalarda biitiin genlerde artis gézlemlenmistir. Bu durum sirkadiyen ritmin
her bireyde farkli olabilecegi ile agiklanabilir. Her bireyin farkli yasam tarzlari, farkl
uyku-uyaniklik dongiileri, kisa dalga boylu 1s18a maruz kalma siireleri, farkli timor
heterojenitesi, gibi farkliliklardan kaynakli olabilir. Ayni zamanda bu hastalarin timor
boyutlari, patolojik evreleri paralellikler gozlemlenmistir. Dokular1 kullanilan hastalarin
operasyon saatleri ve dokunun fikse edildigi saat bilinmemekle birlikte her hastanin kendi
icerisinde normal ve tiimor dokusu karsilastirildiginda hastalar arasindaki bu farkin deney

sonuglarini etkileyebilecegi ihtimalini diislindiirmektedir.

Yapilan deneylerde tiimér ve normal doku arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
¢ikmamasmin altinda yatan olast Sebepler arasinda deneysel diizenegimizde
kullandigimiz tekrar sayisinin {ig ile sinirli olmasi, hasta sayisinin az olmasi (Jiang ve ark.,
2016), hastalarin tiimor dokulari arasindaki farkliliklar (Relles ve ark., 2013), parafine
gomiilii dokularda tiimor ve tiimor dokusuna bitisik normal dokularin boyutsal

farkliliklari, her tiimor dokusunun kendi igerisindeki heterojenitesi ve farkli cevresel
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etkenler gibi faktorler bulunmaktadir. Ek olarak mRNA diizeyinde saptamis oldugumuz
bulgularin protein diizeyinde de sonraki caligmalarla desteklenmesine ihtiya¢ vardir.
Sonug¢ olarak pankreas timorlerinin timdérogenezinde sirkadiyen ritim genlerinin
ekspresyonlarinin normal dokuya gore farkliliklar gosterdigini saptamis bulunmaktayiz.
Bu farkliliklarin hiicresel mekanizmasinin tamamen aydinlatilmasi i¢in daha sonra
gerceklestirilecek olan calismalarin pankreas kanserinin tedavisi agisindan kritik bir 6nem

tagidig1 goriisiindeyiz.

29



6. SONUC VE ONERILER

Sirkadiyen ritim canli organizmalarda hayati fonksiyonlarin kontroliinii saglayan en
onemli mekanizmalardan bir tanesidir. Ozellikle memeli hiicresinde genlerin %10’undan
fazlasin1 kontrolii altinda tutmasi ve hiicre dongiisii, apoptoz, DNA hasar tamiri gibi
Onemli mekanizmalar1 kontrol ediyor olmasi kanser basta olmak iizere bir¢ok hastaligin
anlasilmasinda, tedavi ve tanisinda 6nemli yer tutmaktadir. Sirkadiyen ritim genlerinin
hayati mekanizmalar1 kontrol ettigi ve bu mekanizmalarin kanserle dogrudan baglantili
oldugu su gotiirmez bir gercektir. Onlenemeyen hastaliklarin basii ¢eken kanserin
anlagilmasi, tedavi ve tanisi igin sirkadiyen ritim odakli g¢aligmalarin artirilmasi
gerekmektedir. Bu ¢alismalarda tiimor mikro ¢evresi, hiicreler arasi iletisim, insan dokusu,
epigenetik etki, beslenme, ila¢ alma zamani ve direnci gibi parametreler bir biitiin halinde

diistinulerek yapilmalidir.
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EKLER

EK-1

AYDINLATILMIS ONAM FORMU
Katilimci / Gonilliiniin Protokol Numarasi:

1. Arastirmayla ilgili Bilgiler:

a. Arastirmanin Adi: Parafine Gomiilii Pankreas Kanseri Doku Orneklerinde
Sirkadiyen Ritim Genlerinin Ekspresyonlarinin Arastiriimasi

b. Arastirmanin igerigi:

c. Aragtirmanin Amaci: Pankreas kanseri hiicrelerinde sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyon seviyeleri Olcllerek, bugilne
kadar diger kanser tirleri ile yapilan ¢alismalar ve
pankreas kanserindeki sirkadiyen gen
ekspresyonlarindaki celiskili ve tutarsiz bilgilerin
giderilmesi ile birlikte bundan sonraki calismalara da bir
on veri olusturmasi amaglanarak bu laboratuvar
¢alismasi planlanmistir. Bu amaglar dogrultusunda
farkli asamalardaki pankreas kanser 6rnekleri ile timor
disi normal pankreas alanina ait dokusu arasindaki
ekspresyon farklihklarinin degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Bununla birlikte, pankreas kanserinde
sirkadiyen ritim molekullerinin iligskisi ve hastalarin
timor  asamalari ile sirkadiyen genlerinin
ekspresyonlari arasindaki korelasyon da
degerlendirilecektir

d. Arastirmanin Nedeni:
( ) Bilimsel arastirma
(X) Tez galismasi

e. Arastirmanin Ongériilen Siiresi: Satin alma islemleri tamamlandiktan
sonra 1 yil.

f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilimci/Géniillii Sayisi: 22 olgu
g. Arastirmada izlenecek Deneysel islemler:

- Parafine gédmiilii doku 6rneklerinden RNA izolasyonu
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- Total RNA’dan cDNA elde edilmesi

- cDNA’dan ilgili genlerin Real-Time PCR analizi

2. Gonillinan/Katilimcnin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve Rahatsizliklar:
Yukarida acgiklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida belirtilen riskleri
ve rahatsizliklari getirebileceginin bilincindeyim:

Kullanilacak doku o6rnekleri daha ©6nceden alinarak parafine gomuli dokular oldugundan
girisimsel bir islem yapilmayacagi icin herhangi bir risk veya zarar yoktur.

3. Goniilliler/Katihmailar igin Arastirmadan Beklenen Yarar:
Pankreas kanserinde sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenerek bundan
sonraki tedavilere yonelik yeni yaklagimlarin gelistirilebilmesine yarar saglayacaktir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:
Arastirmanin yiratilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim konusunda

bilgi almak icin asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli olacaktir.

Adi- Soyadi: Dog. Dr. Esra MANGUOGLU Telefon: 249 69 77

Adi- Soyadi: Ars. Gor. Ugur KESKIN Telefon: 249 35 63

5. Zararlanin Kargilanmasi:
Bu calismaya katildigim icin zarar gérecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin sorumlu arastirmaci

tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagli olarak gelisebilecek her tir hasara
(sakatlanma ve olim dahil) karsi glvencede oldugum, masraflarimin
............................................. tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:
Arastirma kapsamindaki bitin islemler icin benden ya da bagh bulundugum sosyal glivenlik

kurulusundan hicbir licret istenmeyecektir.

7. Gondllalik, Calismayi Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki, Calismadan
Cikarilma:

a. Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin gondlli olarak
katiliyorum.
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b. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

c. Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekg¢e gdstermeksizin
istedigim anda bu ¢alismadan gekilebilecegimin bilincindeyim.

8. Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen kurulus, ¢alisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da
arastirma prosediiriine bagh olarak onayimi almadan beni ¢alisma
kapsamindan gikarabilir.

9. Gizlilik:
Calismanin sonuglari bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tir durumlarda
kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayi:
Yukarida yer alan ve arastirmadan once gonilliye / katilimciya verilmesi gereken bilgileri

gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da bana okunmasini
sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak aciklandi. Aklima gelen bitiin
sorulari sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya
da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, hicbir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu
kosullarla, s6z konusu arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin gonilli olarak katilmayi
kabul ediyorum.

Bu metnin imzali bir kopyasini aldim.
Gonullanan / katihmcinin Adi- Soyadi:
Yas ve Cinsiyeti:

imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar igin;

Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:

imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):
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Agiklamalari Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi: Dog. Dr. Esra MANGUOGLU
imzasi:
Tarih:
Adi- Soyadi: Ars. Gor. Ugur KESKIN
imzasi:

Tarih:
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