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OZET

Nanotasiyici Sistemlere Yiiklenmis Paklitaksel’in Insan Servikal Kanser Hiicreleri
Uzerine Sitotoksik Etki ve Bazi Genlerin Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi

Manhal TULIMAT
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Yavuz SILIiG
2020, 165 sayfa

Servikal kanser, kadinlarda yaygin olarak goriilen malign bir tlimordiir. Servikal
kanser tedavisinde Paklitaksel (PTX) ilact yaygin olarak kullanilmaktir. Fakat PTX’in
tiim viicut sistemi etkiledigi i¢in istenmeyen bir¢cok yan etkisi vardir. Ayrica yar1 émrii
kisadir. Bu gibi dezavantajlarin {istesinden gelmek ve tedavi etkinligi artirmak amaciyla,
bu calismada ilk olarak titanyum dioksit (T10;) nanopartikiilleri sentezlendi. Daha sonra
TiO; toksitesini azaltmak ve biyouyumlu hale getirmek i¢in polietilen glikol (PEG) ile
modifiye edildi. Son olarak sentezlenen nano tasiyici sisteme PTX ilact ile modifiye
edildi. Sentezlenen TiO,-PEG-PTX ilaci1 ve TiO,, TiO,-PEG ve PTX ilaglar1 servikal
kanser hiicre hattina (HeLa) uygulayip sitotoksik doz MTT yontemiyle belirlendi.

HeLa hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX, ve
PTX ilaglarmin farkli konsantrasyonlari (0,5-50pg/ml) uygulandi ve ICso degerleri
hesaplandi. Bu molekiiller arasinda en aktif 72 saat sonrasi TiO, ve PTX oldugunu tespit
edildi. TiO,-PEG-PTX nanotasiyict temelli ilacin ICsy 7.81£1.11 oldugu saptandi. Daha
sonra HeLa hiicrelerine her bir molekiiliin 48 saat inkiibasyon sonrasi 1Csy dozlarini
uygulandi ve hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. RNA 6rneklerinden cDNA sentezi
yapildi ve bu orneklerde 7p53, MDM?2, RADS5I, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA,
PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin ekspresyon diizeylerini RT-PCR
analiz yontemiyle belirlendi.

Sonug olarak TiO, nanopartikiiliiniin tiim genlerin ekspresyonunu artirdig1 tespit
edildi. TiO,-PEG-PTX’in MDM?2 ve ERCCI genlerinin ekspresyonunu azaltirken diger
tiim genlerin ekspresyonunu artirdig1 belirlendi. PTX ise 7p53, BRCA2, ATR, CDKNI1A,



PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin ekspresyonunu artirirken MDM?2,
RADS51 ve ERCCI azalttig1 saptandi.

Anahtar Kkelimeler: Servikal kanser, gen ekspresyonu, paklitaksel, nanopartikiil,
nanotastyicilar, 7p53, MDM?2, RAD51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC,
VEGFB, PDGFB, CASP2, MYC



ABSTRACT

THE CYTOTOXIC EFFECT OF PACLITAXEL LOADED NANOSYSTEM ON
HUMAN CERVICAL CANCER AND DETERMINATION OF SOME GENE
EXPRESSION PROFILES

Manhal TULIMAT
Doctorate Thesis, Deparment of Biochemistry
Supervisor: Prof.Dr. Yavuz SILIG
2020, 165 pages

Cervical cancer is a malignant tumor that is common in women. Paclitaxel (PTX) drug is
widely used in the treatment of cervical cancer. However, PTX has many undesirable
side effects that affects the whole body system. In addition, its half-life is short. In order
to overcome such disadvantages and increase treatment efficacy, in this study first
titanium dioxide (TiO;) nanoparticles was synthesized. Then it was modified with
polyethylene glycol (PEG) to reduce TiO2 toxicity and increase its biocompatibility.
Finally, the synthesized nano carrier system was modified with PTX drug. The
synthesized TiO,-PEG-PTX drug and TiO,, TiO,-PEG and PTX drugs were applied to

the cervical cancer cell line (HeLa) and cytotoxic dose was determined by MTT method.

Different concentrations (0.5-50 pg / ml) of TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX, and PTX
drugs were applied to HeLa cells for 24, 48 and 72 hours and ICsy values were
calculated. Among these molecules, TiO, and PTX were found to be the most active
after 72 hours. The TiO,-PEG-PTX nanocarrier-based drug was found to be ICsy 7.81 +
1.11. Then ICsy doses of each molecule were applied to HeLa cells for 48 hours then

RNA was isolated from the cells. cDNA was synthesized from RNA samples and 7p353,



MDM?2, RAD51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2

and MYC genes were determined by RT-PCR analysis method.

As a result, it was found that TiO, nanoparticle increased the expression of all genes. It
was determined that TiO,-PEG-PTX reduces the expression of MDM?2 and ERCCI
genes while increasing the expression of all other genes. PTX increased expression of
Tp53, BRCA2, ATR, CDKNI1A, PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 and MYC genes,

while decreasing MDM?2, RADS51 and ERCC].

Keywords: Cervical cancer, gene expression, paclitaxel, nanoparticle, nanocarriers,
Tp53, MDM2, RAD51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB, PDGFB,

CASP2, MYC



TESEKKUR

Doktora tezi hazirlamaya bagladigim andan itibaren destegini esirgemeyen ve bana her
konuda yardimci olan danisman hocam Prof. Dr. Yavuz SiLiG’e, destek, sabir ve
anlayisindan dolay tesekkiir ederim. Doktora egitimim siiresince bilgi birikimlerinden
yararlandigim ve ilizerimde ¢okc¢a emekleri olan Biyokimya Anabilim Dali’ nin tiim
Ogretim liyelerine ve tiim ¢alisanlarina, ayni zamanda tez ¢alismam igin destek saglayan
Dr. Ogr. Uyesi Ayca TAS hocamiza tesekkiir ederim. Ayrica, Esma OZMEN, Zuhal

TUNCBILEK e tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ...ttt i
ABSTRACT ...ttt ettt ettt saees il
TESEKKUR ..ottt ettt ettt ee e e e eeeeeeeeesneaens v
ICINDEKILER ... vi
SEKILLER DIZINT ...ttt ix
TABLOLAR DIZINI ...ttt xi
) O ) o (PSP UUU PP 1
2.GENEL BILGILER ........ccoooitiiiiiiiiiniiin ettt 4
20 KANSER Lottt sttt 4
2.1.1.Kansere neden olan etmenler-................c...cc.coooiiiiiniiniiniiniinceee, 6
2.2.8erVIKal KANSEY .......oooiiiiiiiiiieee ettt e e et e e e bee e e enneee s 7
2.2.1.Servikal kanser evreleri ...............coccoooiiiiniiniiniiie 10
2.2.2.Servikal kanseri onleme ve Kontrolii................c...c..coooiiinniininiinnnninnn. 11

2.3 HeLa hilereleri..........c.oooiiiiiiieee ettt e 12
2.4 K@MOTEIAPI. ......coouiiiiiiiiiiii ettt n 14
2.5.Tiibiilin ve antitiibiilin ajanlari.......................c.ooiiiiiiii e, 16
2.6.NanopartiKUIIer ...............ccooiiii et 20
2.6.1.TiO; nanopartiKiller ..................ccoiiiiiiiiiie e 24
2.7.000rZANTK FOSTAL .............o.ovviieeieeieeeeeeeeee e 27
28 GIULALYON.....cooeiiiiiiiiiiee et n 28
2.9.GeN EKSPIeSYOM .....couiiiiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt et s e esabee e s 28
P2 U1 o 5111 T3 ¢ U)o RSP 33
2.10.1.Hiicre dongiisiiniin Primerleri............c..ccoooiiiiiiniiiniiiniiiccceeeeeeee 34
2.10.2.DNA tamirinin primerleri................ccccooiiiiiiiiiiiniie e 40
2.10.3.Anjiyogenez primerleri ............ccocccooiiiiiiiiiiiiniieeeee e 45
2.10.4.Apoptoz Primerleri.............cccoooiiiiiiiiiiieiee e 47
3.GEREC VE YONTEM .........cooooiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
3.0 Kullanilan CIhazlar ... 52
3.2.Kullanilan plastik malzemeler..................c...ccooi i 53

vi



3.3.Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler ......................c..ocociiiiinnniinnne. 54

3.3.Kullanilan Besiyerleri ..............ccooooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 55
3.4.Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler ...................ccccooriiiiiiiiiii 56
3.5.HeLa servikal Kanseri Hiicre Hatti......................ccoooiiiiiiniiineee, 57
3.6.Kullanilan BeSiyeri...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiieeee e 57
3.7.Insan Serviks Kanser Hiicrelerinin Canlandirilmasi ve Cogaltilmasi ............ 58
3.8.TiO; nanopartikiillerinin ve PEG-TiO,’nin sentezi................c...ccccoeevvrnnrnnen. 58
3.9.PEG-TiO; Nanotasiyici sisteme PTX ilacin yiiklenmesi .........................co.... 60
3.10.Hela kanser hiicrelerinde TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
antikanser aKEIVITeSE ..............ccoiiiiii e 60
3.11.Hiicrelerden RNA 1Zolasyonu .................cocccovoimivivieeieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 61
3.12.RNA’dan cDNA Sentezi.............ccccooviieiiiieiiiiieieieeee e 62
BUBRT-PCR ...ttt ettt e st e e s e e s ebeesnreeenaee s 64
3.14.Inorganik Fosfat TAYIM .............co.oooovoviviirieiieeeeeeeeeeeeee e 66
BUAS.GSH TAYINI ..ottt sttt st 67
4. AtatistIKSEl YOMEEIM..............oooveeieivieieeeeeeeeeeeeeeeee e sen e 68
SBULGULAR ...ttt ettt ettt st sab e st sabeenreeas 69
5.1.TiO,-PEG ve TiO,-PEG-PTX nanopartikiilleri’nin sentezi ve
Karakterizasyon ANAliZi .................ccooiiiiiiiiii e 69
5.2.TiO,-PEG, PTX ve TiO,-PEG-PTX sitotoksik aktivitesi (yada sitotoksik
AKEIVIEEST) ...t e et e e e e e et b e e e e e e eattr e e e e e e setaraeeeeennnnes 70
5.3 Inorganik Fosfat (Pi) TAYINi..............cc.coovoiviiieieeeieeeeeeeeeee e 73
5.4 GSH TAYINI ..ottt sttt et e 74
5.5.RT-PCR Verilerinin Istatistiksel Analizi ......................cccocoovoieeveieeeeeennn, 76
5.5.1.Genlerin ekspresyon diizeyleri ...........ccccccoooeiviiiniiiiniiinieiieeieeeeeee e 76
6. TARTISMA ...ttt et ettt et sttt st st enbeenreeas 90
BT P53 ... ettt ettt e e b e e st e e bt e e e e e naeeenns 99
O.2MDM?2 ...ttt sttt st eaee s 100
0.3 RADSI ...ttt 101
0.4 BROAL ...ttt ettt sttt st n 103
O.5.ERCCI ...ttt 103
0.0, ATR ... ettt ettt e st e it e eaee s 105
O0.T.CDKINIA ...ttt ettt ettt ettt et beebeas 106



0.8 PREDC.............ccouviiiiiiiiiiiiiiii et 107

BO9VEGFB ... 108
O JOPDGE ... 109
O LLCASP-2.......cooeoeeeeeeeee e 111
O A2MYC ... 112
TIHKAYNAKLAR .....ooooooiiiiiiiieeeeeee e 115
BAZINLER .......ooooioiieeoeeeeeeeeee e 145
. OZGECMIS ...t 147

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Diinya capinda kanserden 0lim yUzZdesi.........ccceeveerieniieniieniienieieieeceieeeeeeen 4
Sekil 2. Kansere neden olan faktorlerin dagilim ytizdesi .........cocveviveeciieeiieecieeieeeeee, 6
Sekil 3. ServikKs anatomiSi.......ccuveecuieiiiieeiiieeitieeeieeceeesieeeie e et e eveesteeeteeesaeesaeeseseessaee e 7
Sekil 4. Servikal kanserin olusumu ve niifus yogunlugu semasi..........cccoecvveeviveenreennnennee. 8
Sekil 5. Kanser ilerlemesine gore servikal doku degisiklikleri...........cocvevvvvevieeniiiennene 11
Sekil 6. Mikrotiibiiller polimerizasyonu ve depolimerizasyonu..............ecceeeveerveeueennnne 17
Sekil 7. Tiibiiline kolsisin, vinka ve taksol baglanma bolgeleri ............cccocvevvierieenrennnnne. 19
Sekil 8. RT-PCR numune hazirlanmasi............cccceeeeeiveieeeireieiiieee et eevee e 29
Sekil 9. RT-PCR reaksiyon fazlart .........coceevveriiiiiiiiiieeie e 30
Sekil 10. Relativ floresan vs dONGii SAYIST ......ccvieviieeiiieeiieeieeeiie e esiee e eseveesaeesaeens 32
SeKil 11. HUCTE dONGUST...ccuvveevieeiieeiieeiie et esite ettt e et eeaeeaaeesaaeessaeessaeessaeessneenns 35
Sekil 12. P53 yOIUNUN SEMAST ....eeiuvieiiiiiiieiieecieectceetee ettt saee e esaee e aeesneeenns 36
Sekil 13. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda P53'in roldi .........cccceveveieiiienieeniieiene 36
SeKil 14. MDM2-P53 YOIU.....viiiieiiiiieie et eaae e eee 38
SeKil 15. ERCC1 fOnKSIYONIATT ......ccvieiiiiieieciecieeie et 43
SeKil 16. APOPLOZ YOILATT ...coviiiiiiiieiiieiieeie e st 48
Sekil 17. Kaspaz-2 aktivasyonunun iki bOIMesi..........cceevvieieriiiiiiiiiiieeiecieecee e 49
Sekil 18. PEG-TiO; ve PEG-Ti0,-PTX nanopartikiillerinin UV-G®oriiniir bolge

Sekil 19.

ADSOTDSTYON GIAfIZT .vvevurieeiiieiiiciie ettt e e aee et e e e e siaeeesaeens 69
HeLa hiicre hattinda 24 saat, 48 saat ve 72 saat 1-100 pg/ml doz araliklarinda,
Ti0,, PEG-Ti0,, PEG-Ti0,-PTX ve PTX’in uygulamasinin hiicre canliligia

EEKIST ettt et 72

Sekil 20. HeLa hiicre hattinda TiO, PEG-TiO,  PEG- TiO,-PTX ve PTX’in morfolojik
EEKIST ettt 73
Sekil 21. inorganik fosfat Standart €FIESi ..........ooevevveruevreeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 74
Sekil 22. HeLa hiicre hattinda 48 saat , TiO,, PEG-Ti0,, PEG-TiO,-PTX ve PTX ICs
doz uygulamasinin hiicre inorganik fosfat tizerine etkisi..........cccccccveeruveennnenne 74
Sekil 23. GSH Standart €ZTIST.....eerueeeruiiiriieeriiesieerieeete et eteeereeeaeesiee e s e eseeennneenns 75



Sekil 24.

Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

Sekil 35.

Sekil 36.

Sekil 37.
Sekil 38.

Sekil 39.

HeLa hiicre hattinda 48 saat , TiO,, PEG-TiO,, PEG-TiO,-PTX ve PTX ICs
doz uygulamasinin hiicre GSH lizerine etkisi........coccecvererieieninieeiincneceene, 75
GAPDH geninin rime E8TIST....ccueeueeueriieeiieieeieeiteeieeteeteenteeteenseeeeeneeeeeens 76

TP53 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi...78
MDM?2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi 78
RADS51 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi 79
BRCA2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiritlmasi 80
ERCC1 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi80
ATR genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi.....81
CDKN14 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda

Kars1lastirilmasI.......cc.eeiiiuiee et 82
PRKDC genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda

Kars1lastirilmasT.......c..eeiiiuiii e e 82
VEGFB genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda
Karstlagtirilmast...........coeeiiiuiiiiiccie et et 83
PDGFB genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda

KarS1laStirilmas.......c.eeeieiuiie e et 84
CASP?2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi 85
MYC genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmast ...85
Tp53, MDM2, RADS51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNI1A4, PRKDC, VEGFB,
PDGFB, CASP2, MYC ve GAPDH genlerinin kat degisimi degerlerinin
Kars1lastirilmas.......c..eiiiiiiei e 86
Tp53, MDM2, RAD51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNI1A4, PRKDC, VEGFB,
PDGFB, CASP2, MYC ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin
KarS1laStirilmas.......cc.veeieiiiie e 114



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Genomik DNA eliminasyon Kart§imi............coceevueriieriiinnienieenieeiceieeiceieeiens 63
Tablo 2. Reverse transkriptaz Kartgimi. ........ccooecveeiieeiiieniieeiieceeeee e e 63
Tablo 3. Mastermiks KasriSImI. ..........cooiiiiiiiiiiiiiiie ettt et eevaee e 64
Tablo 4. RT-PCR dongii KOSUIIATT.........c.cocuiiiieiieiieiieeceee e 65
Tablo 5. RT-PCR yonteminde kullanilan primerler, firma ve katalog numaralari. ........ 65

Tablo 6. inonganik fosfat tayini icin numune, standart ve kor karagiminin

RAZITIANMAST. L.ttt 66
Tablo 7. Inonganik fosfat tayini i¢in numune, standart ve kér siipernatant

hazZITIANMAST. ..ot 67
Tablo 8. GSH tayini numune, standart ve kor i¢in siipernatant hazirlanmasit. ................ 67
Tablo 9. 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyondan sonra HeLa hiicrelerinde TiO,, TiO,-

PEG, PTX ve TiO,-PEG-PTX nanopartikiilleri arasindaki ICsy degerlerinin

Karstlastiriimasi. .........coouiiiiiiieiie et 70
Tablo 10. GAPDH geminin Ct deZeri.....cccuevveriiriieiieieeiieie et 76
Tablo 11. Tp53, MDM?2, RAD51, BRCA2, ERCCI1, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB,

PDGFB, CASP2 ve MYC genlerininin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde

gruplarin sSIniflandirtmast..........cccvveeiieeiiiecciececee e 77
Tablo 13. Grup1’in kat regiilasyonu ve P degeri.........cccceevuiriiiiiiiiniiiiiiiiiciciiceceieeee 88
Tablo 14. Grup2’in kat regiilasyonu ve P deSeri........cccceevvieriieiiienieeieeieeee e 88
Tablo 15. Grup3’iin kat regiilasyonu ve P degeri.......cccevvieviieiiiieniiieieeieee e 89
Tablo 16. Grup4’iin kat regiilasyonu ve P degeri........ccceevuieeiieiieniieiieieeiieieeiceieeiens &9

Xi



HPV
NP
TiO,
PTX
HIV
HeLa
GTP
GDP
FDA
CuO
Zn0O
ROS
Fe;04
uv
PEG
PCR
RT-PCR
CDK
CKI
HR
NER
PIKK
NHEJ
NADH
MTT
PBS

KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

Insan papilloma viriisii
Nanopartikiil
Titanyum diyoksit

Paklitaksel

Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii
Sevikal kanser hiicre hatti
Guanozin trifosfat

Guanozin difosfat

Gida ve Ilag Dairesi

Bakir Oksit

Cinko Oksit

Reaktif oksijen tiirleri

Demir IIT oksit

Ultraviyole 1sinlari
Polietilenglikol

Polimeraz zincir reaksiyonu
Es-zamanli PCR

Siklin Bagimli Kinaz

CDK inhibitorleri

Homolog rekominasyonu
Niikleotid eksizyon onarim
Fosfatidilinositol 3-kinaza bagl kinaz
Homolog olmayan ug birlestirme
Nikotinamit adenin diniikleotid
3-(4.5-dimetiltiyazol-2-il

Fosfat tamponlu tuz

xii



FBS
EDTA
TE
DMEM
TCA
TiP
RPM
mL

hPa
CO,

ICso
WHO

Fetal s1gir serumu
Etilendiamin tetraasetik asit
Tris edta tamponu
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Trikloroasetik asit
Titanyum fosfit

Dakikadaki Devir Sayisi
Mililitre

Molarite

Hektopaskal

Karbondioksit

Mikrolitre

Inhibitdri konsantrasyon

Diinya Saglik Orgiitii

Xiii



1.Giris

Kanser Yunanca'daki 'carcinos' yani yenge¢ kelimesinden gelir ve ilk defa Hipokrat
(M.O. 460-370) tarafindan kullamlmistir. Kanser, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve
viicudun dogal hiicre 6liimii mekanizmasindan kagma kabiliyeti olan ve adim adim
ilerleyen karmasik bir hastalikdir (1). Kanser istatistikleri, kanserle iligkili 6lim
oranlarmin oldukca arttigini gostermistir ve bu oranlarin 2020 yilinda % 50 oraninda
olabilecegi tahmin edilmektedir. Erkeklerde kanser insidansi kadinlara gore daha
fazladir. Kadinlarda en sik goriilen kanser, meme kanseri iken erkeklerde sik goriilen
kanser ise akciger kanseridir. Servikal kanser ise, yilda yaklasik 500.000 kisiyi
etkileyen, kadinlarda 4. en sik goriilen kanser tiiriidiir. Servikal kanserde maligniteyi
etkileyen birgok faktdr vardir bunlar: erken cinsel iligski (yirmi yasindan once), ¢oklu
cinsel partner, gen¢ yasta gebelik, daha fazla dogum sayisi, viral enfeksiyonlar, kotii
sosyo-ekonomik durum sayilabilir (2). Servikal kanseri, epitelde servikal intraepitelyal
neoplazi ad1 verilen bir dizi degisiklikle gelisir. Kanser hiicrelerinin biyolojik ve genetik
ozellikleri geri doniisiimsiiz olarak degisir ve bu olusan anormal hiicreler diger anatomik
bolgelere metastaz yapma potansiyeline sahiptir (3). Servikal kanserlerinin yaklasik
%90'1, organize tarama ve insan papilloma viriisii (4) asilama programlarindan yoksun
disik ve orta gelirli tilkelerde goriiliir. Yiiksek gelirli iilkelerde servikal kanseri
insidanst ve mortalite, resmi tarama programlarinin baslatilmasindan bu yana son 30
yildir yariya inmistir. Servikal kanser tedavisi, teshis ve hastaligin derecesine baghdir.
Ayrica, radikal histerektomi veya kemoradyasyon veya her ikisinin bir kombinasyonunu
igerebilir (5). HPV diinyada cinsel yolla bulasan en 6nemli hastaliklardan birisidir. HPV,

tiplkeri ¢cok genis bir yelpazeye sahiptir. Bazi tipleri, oral, genital veya anal papillomlar1



(sigiller) estetik olarak rahatsiz edici olabilir; bazilar1 hayati tehdit edici kanserlere
neden olabilir; digerleri ise tamamen asemptomatik olabilir ve kendine 6zgiidiir. Human
papilloma viriistiniin (HPV) 16 ve HPV 18 gibi yiiksek riskli tipleri, viriisle enfekte
olmus kisilerin kansere yakalanma ihtimalinin artmasina neden olur (6). Kanser
hiicrelerinin geleneksel kemoterap6tik ajanlarla segici olarak tedavi edilmesi yan
etkilerinden dolay1 ¢ok zordur. Bu ajanlar oncelikle gesitli hiicresel mekanizmalarla,
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozun indiiklenmesi ve kanser hiicrelerinin
¢ogalmasinin 6nlenmesi ve metabolik yeniden programlamaya miidahale edilmesi gibi
baz1 6zelliklere sahiptir (7). Aktif antikanser ilaglarinin cilt, dalak, karaciger ve diger
bircok organlar ve kanserli olmayan hiicreler iizerindeki etkisinden dolay1 artan toksisite
vakalar1 gozlenmistir. Bu problemlerin {istesinden gelmek i¢in, kanser hiicresini
hedefleyen nanopargacik temelli kemoterapotik ajanlar , 6zellikle kanser hiicrelerini
hedefleme kabiliyetleri ve diislik toksisiteleri nedeniyle giderek daha fazla tercih
edilmektedir (8). Nanopartikiiller (NP’ler) kansere karsi miicadelede daha yeni bir
yaklasimdir. NP'ler, tiimor hiicrelerinin infiltre edilmesinde ve ortadan kaldirilmasinda
etkili olmalar1 nedeniyle popiiler olmay1 basarmistir. NP'ler , arzu edilen terapdtik bir
ilact igerecek sekilde kolayca modifiye edilir, viicutta genellikle ¢ok az toksik etkiye
sahiptir, oldukca stabildir ve ilgilenilen bolgeye iletilmesinde oldukca etkilidir (9).
Titanyum diyoksit (TiO,) NP'leri, ¢cok sayida tiiketici ve sanayi {liriinii olarak {iiretilen ve
en yaygin kullanilan nanomalzemeler arasindadir. Diinyada TiO, NPmin iiretim
miktarimin yaklagik 3,000 ton / yil oldugu tahmin edilmektedir (10). Son yillarda, TiO,
NP'ler, yiiksek kimyasal stabilite, yiiksek foto-reaktivite, diisiik toksisite ve iyi

biyouyumluluk nedeniyle biyolojik uygulamadaki rollerinden dolayr yogun ilgi



gormiistiir. TiO, NP'lerinin umut verici biyolojik uygulamalar1 arasinda kanser tedavisi,
ilag dagitimi, hiicre goriintilleme ve biyosensor bulunmaktadir (11). Ancak, son
arastirmalar TiO, NP'lere maruz kalan si¢anlarin iltihaplanma, akciger hasar1 ve akciger
tiimorleri gelistirdigini ortaya koymustir. Polietilen glikol (12) toksik ve immiinojenik
degildir, uygun farmakokinetige ve doku dagilimina sahiptir. NP'lerin yiizeyini PEG ile
degistirmek biyouyumluluklarini arttirir. PEG ile kaplama nanomalzemelerin in-vivo
dolasim siiresini arttirir, boylelikle retikiiloendotel sistemi yoluyla klirensi azaltir (13).
Paklitaksel (PTX), meme kanseri, servikal kanseri, yumurtalik kanseri, kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri ve diger kanserlerin klinik tedavisi i¢in kullanilan bir taksan
anti-timor ilact sinifina aittir. PTX, suda zayif ¢oziiniirliige ve oral biyoyararlanima
sahiptir. Genellikle intravendz inflizyon yoluyla uygulanir (14). PTX, mikrotiibiiliin
dinamiklerini segici olarak bozan, boylece hiicre 6liimiine yol acan mitotik tutuklanmaya

neden olan bir mikrotiibiil stabilize edici ilagtir (15).

Bu calismada; nanotasiyict sistemlere yliklenmis paklitaksel’in insan servikal kanser
hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi ve bazi genlerin ekspresyon profillerinin incelenmesi

amaclanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.KANSER

Kanser, diinya ¢apinda goriilen malign yaygimn bir hastaliktir. Kanser, hiicresel islev
bozuklugu ile karakterize olan genis bir hastalik grubunu tanimlamak i¢in kullanilan bir
terimdir. Saglikli hiicreler ne zaman ne yapilacagini bilmek” i¢in programlanmistir.
Kanserli hiicreler ise bu programlamaya sahip degildir ve bu nedenle anormal biiyiir ve
kontrolden ¢ikar. Normal dokularda yeni hiicre biiylimesi ve eski hiicre 6liimiiniin orani
dengede tutulur. Kanser durumunda, bu denge bozulur. Bu bozulma, kontrolsiiz hiicre
bliylimesi veya bir hiicrenin apoptoz adi verilen bir islemle hiicrenin intihar etme
kabiliyetinin kaybindan kaynaklanabilir. Kanser, diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6lim
nedenidir. Tiim diinya genelinde , kanser prevalansi giderek artmaktadir (16). Kanser
istatistikleri 2020’e gore, 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon 6liim, kanserden
meydana gelmistir. 2020'de Asya'da kanser Oliimlerinin% 57'sinden fazlasi
kaydedilmistir. Avrupa, Amerika (kanser 6liimiiniin% 15'1), Afrika (kanser 6liimiiniin%

7'si) ve okyanusya'dan% 20 daha fazla kanserden 6liim oldugu bildirilmistri (sekil

1)(17).

Kiresel Kanser insidansi

Amerika f
%21.0 ’

o.

Okyanusya
%1.4

18.1 milyon
Yeni Kanser Vakasi

Sekil 1. Diinya ¢apinda kanserden 6liim yiizdesi
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Bu nedenle kanser tiim insan toplumlarmin saghigimi etkileyen ciddi bir sorundur.
Kanser, ¢evresel faktorler tarafindan uyarilan ve klinik olarak koétii prognozlu hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiimesine neden olan multijenik ve multiselliiler bir hastaliktir. Tibbi
olarak kanser iki tiptedir: iyi huylu ve malign tiiméorlerdir (18). Iyi huylu timér,
kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasinin gergeklesmedigi kanserli olmayan bir timordiir. Bu tiir
bir tiimér viicuda zararsizdir. Iyi huylu timér hiicreleri daha hizli cogaldiginda ve hiicre
kiitlesinde artigsa yol agtiginda malign tlimdrlere doniistiiriiliir. Malign tiimorde, timor
hiicreleri kan yoluyla viicudun diger bolgelerine yayilir. Bu isleme metastaz denir ve
yakin dokuya zarar verdiginde anjiyogenez olarak adlandirilir (19, 20). Yapilan
caligmalarda 200'den fazla kanser tiiriiniin oldugu bildirilmistir (21). Tim tiirler
arasinda, 2018'de kiiresel olarak % 18.4'liik 6liim orani ile akciger kanseri, % 9.2 ile
kolorektal kanser, % 8.2 ile mide kanseri, % 8.2 ile karaciger kanseri, % 56.6 ile gogiis
kanseri, % 5.3 ile yemek borusu kanseri, % 4.5 ile pankreas, % 3.8 ile prostat, % 3.3 ile
serviks uteri, % 3.2 ile 16semi ve% 29.3 ile diger kanser tiirleridir (cilt, orofarinks, testis,
aniis, vajina vb.) (22). Kanser, doku seviyesinde ¢esitli bir hastaliktir ve bu ¢esitlilik
tedavinin etkinligi (23), ve ardindan spesifik teshisi i¢in bliyiik bir zorluktur (24).
Erkeklerde en fazla goriilen kanser tiirleri: prostat, akciger ve brons, kolon, rektum ve
idrar kesesidir. Kadinlarda ise, meme, akciger ve brons, kolon ve rektum, uterus korpusu
ve tiroidtir. Bu veriler prostat ve meme kanserinin sirastyla erkek ve kadinlarda kanserin
biiylik bir bolimiinii olusturdugunu gostermektedir (25). Kanser olusumundan sorumlu
tiitlin, obezite, enfeksiyon, diyet, kirlilik, genetik, alkol ve iyonlastiric1 radyasyon gibi
cesitli faktorler vardir (26, 27). Kanser, genlerdeki art arda bir mutasyon dizisi ile olusur,

boylece bu mutasyonlar hiicre fonksiyonlarini degistirir. Kimyasal bilesikler ve gen



mutasyonlar1 ve kanser hiicrelerinin olusmasinda belirgin bir roliine sahiptir. (28). Ilging
bir sekilde, kanserojen Ozelliklere sahip cevresel ve kimyasal maddeler, hiicrelerin
sitoplazmasini ve c¢ekirdegini dogrudan veya dolayli olarak etkiler ve genetik
bozukluklara ve mutasyonlarina yol acar (29, 30). Virisler, bakteriler ve radyasyon

1sinlari, tiim kanserlerin yaklasik% 7'sine neden olan diger kanserojen faktorlerdir (sekil

2) (31).

Kansere neden olan faktcrler

i 3% 3% 3% u diyet

u tiitiin

u diger

u genetik

® viral nedenler
# galigma ortami
u alkel

o kirlilik

Sekil 2. Kansere neden olan faktorlerin dagilim yiizdesi

2.1.1.Kansere neden olan etmenler

Genel olarak, kanser hiicresel iliskileri bozmakta ve hayati genlerin islevsizligine neden
olmaktadir. Bu bozukluk hiicre dongiisiinde etkilidir ve anormal proliferasyona neden
olur (32, 33). Proto-onkojenler normal sartlar altinda hiicre boliinmesi ve biiyiimesinden
sorumludur, ancak genetik mutasyon sirasinda hiicre varligi ig¢in en tehlikeli olan
onkojenler haline gelebilmektedir (34). Ek olarak, tiimor baskilayict genlerin
bulunmamasi kontrolsiiz hiicre bdliinmesini tetikler (35). Ayrica 30°dan fazla DNA
tamir genleri bulunmaktadir. Bu genlerin iirlinii olan proteinler hatali baz eklenmelerin

cikartilip dogrusunun eklenmesinde gorev alir (36). Onkojen olusumuna ve genetik



bozukluklara yol agan genetik degisiklikler; kromozomal translokasyon (kronik kan
kanserinde Ber ve onkogen Abl), nokta mutasyonu (kolon kanserinde Ras geni), silme
(meme kanserinde Erb-B geni), amplifikasyon (N- noroblastomdaki myc) ve ekleme
aktivasyonudur (akut kan kanserinde C-myc) (37-39). P53 genindeki mutasyon, p53 ile
ilgili molekiiler islemlerin bozulmasinda belirgin bir role sahip olan olagandis1 bir
proteinin olusumuna yol agar. Bu molekiiler ve biyolojik olaylarin anormalligi, kanser
hiicrelerinin olusumuna yol acar; bu nedenle, p53 geninin kanser ile karmasik bir iligkisi
oldugu ve p53 anormalliklerinin kanser vakalarmin % 60'!nmda meydana geldigi
bildirilmistir. Normal sartlar altinda, p53 hiicre boliinmesi, hiicre 6liimii, yaslanma,

anjiyogenez, farklilasma ve DNA metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (40, 41)

2.2.Servikal kanser

Serviks uterusun alt {igte biridir. Gebelik dis1 dogurganlik cagindaki bir kadinda,
yaklasik 3 cm uzunlugunda ve 2.5 cm ¢apindadir. Serviksin alt kismi (ektoserviks)
vajina i¢inde bulunur ve spekulum ile goriilebilir; servikal {ist {igte ikisi (endoserviks)
vajinanin tlizerinde yer alir ve goriinmez. Cogu servikal kanseri, endoserviks ve

ektoserviksin birlestigi bolgede ortaya ¢ikar (sekil 3) (42, 43).

meogee endoseviks
sem  serviks servikal kanal
dis os

ektoserviks

Sekil 3. Serviks anatomisi



Servikal kanserin yaygin olarak Human Papillomaviriis (HPV) enfeksiyonlarindan
kaynaklandig1 bilinmektedir. Servikal pre-kanser, serviksin doniisiim bolgesinin epitel
hiicrelerinde meydana gelen belirgin bir degisikliktir; hiicreler kalici1 veya uzun siireli
HPV enfeksiyonu varliginda anormal bir sekilde gelismeye baslar. Servikal pre-kanser
ve skuamdéz servikal kanserin birincil nedeni, yiiksek riskli HPV tiplerinden biri veya
daha fazlasi ile semptomsuz, kalict veya kronik enfeksiyondur. HPV, seksiiel yolla
bulasan en yaygin enfeksiyondur. Neredeyse tiim kadinlar ve erkekler cinsel aktiviteye
basladiktan kisa bir siire sonra HPV ile enfekte olmaktadir. Kadinlarda ergenlik ve
hamilelik sirasinda, ektoservikste transformasyon bdlgesi genisler. Servikal epitel
hiicrelerine girdikten sonra, yiiksek riskli HPV enfeksiyonu normal fonksiyonlarini
etkileyerek pre-kanserin karakteristik degisikliklerine neden olur. HPV ile enfekte olmus
hiicrelerin biiyiik bir kism1 normal bir duruma doner ve biiyiik bir miktar servikal pre-

kanser kanser haline gelmez (sekil 4) (44, 45).
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Sekil 4. Servikal kanserin olusumu ve niifus yogunlugu semasi

Servikal kanser diinya capinda kadinlarda en yaygin goriilen dordiincii kanser tiiriidiir.

Ayrica, biiylik bir kiiresel saglik sorununu temsil etmektedir (22). 2018'de, tahmini



569.847 yeni servikal kanseri vakas1 teshis edilmistir ve bu malignite nedeniyle diinya
capinda 311 365 6liim meydana gelmistir, ancak insidans ve mortalite cografi bolgelere
gore genis Olglide degisebilmektedir. Yiiksek gelirli tilkelerde, servikal kanseri insidansi
ve mortalite, insidans1 daha distiktiir (46). Servikal kanser, daha az gelismis iilkelerde,
muhtemelen taramalarin azalmasi ve HPV asilarinin yiiksek maliyeti nedeniyle, orantisiz
sekilde daha yliksek oranlarda ortaya ¢ikmaktadir (47). HPV enfeksiyonu, servikal
kanseri vakalarinin ¢oguyla iliskilidir, HPV-16 ve 18, en fazla kanserojen alt tip olarak
tanimlanir ve sirastyla vakalarin % 50'sinden ve % 10'undan sorumludur (47, 48). Bu iki
HPV tiirden biri ile yapilan enfeksiyon, enfekte olmayan bir bireye kiyasla sirasiyla
kanser riskinde 435 kat ve 248 kat artisa neden olur (49). Yiiksek riskli HPV
genotiplerine sahip kalic1 viral enfeksiyon, etken ajandir ve diinya capinda servikal
kanseri olan hastalarm % 99.7'sinde tespit edilebilmektedir (44). HPV enfeksiyonu
cinsel yolla bulasir ve kadinlarin asag1 yukar1 % 80'i yasamlarinin bir déneminde, ¢cogu
45 yasindayken enfekte olur (50). HPV enfeksiyonu genellikle ergenlik doneminde ve
erken yetiskinlikte goriiliir (51), ve enfeksiyon asemptomatik oldugundan, servikste
degisikliklerin ortaya ¢ikmasi 10-15 yil siirebilir (4). Servikal kanserinin risk faktorleri
hem davranigsal hem de enfeksiy6z katkida bulunanlari igerir. Davranigsal katkida
bulunanlar cinsel aktivite ve yasam tarzi faktorlerini igerir. Cinsel olarak aktif kisilerde,
servikal kansere HPV viriisii neden olur. HPV genetik olarak bulagmaz ve diyetin
servikal kanserini énlemede rolii yoktur. ilk cinsel iliski yas1, servikal kanseri riskini
artirir (52), ilk cinsel iliski daha geng yasta veya menarsin yakininda enfeksiyon riskini

arttirir (53).



18 yasindan onceki cinsel iliski, 21 yasindan biiyiik ilk cinsel iliski yasi ile
karsilagtirlldiginda servikal kanseri riskinde iki kat artisa yol acabilir. Bir partnere
kiyasla, iki partnere risk yaklasik ikiye katlanir ve alt1 veya daha fazla partner {i¢ katina
cikartmaktadir (54). Sigara igmek servikal kanseri riskini arttirir. Tiitlin yan {iriinleri,
servikal hiicrelerinin DNA’sim tahrip eder; bu, servikal kanserinin ilerlemesine katkida
bulunabilir ve sigara igmeyenlerle karsilastirildiginda servikal kanseri riskini potansiyel
olarak ikiye katlar (55). Ayrica, sigara i¢cenler, HPV enfeksiyonlarina kars1 savagmak
icin zayif bir bagisiklik sistemine sahip olabilir ve HPV enfeksiyonundan servikal
maligniteye ilerleme olasiligimi artirabilir (56). Oral kontraseptiflerin 5 yildan uzun
stiredir kullanilmasi servikal kanseri riskini artirmaktadir. Her 5 yillik oral kontraseptif
kullanimu1 i¢in risk 1.9 kat artmaktadir (57). Servikal kanseri, HPV'nin en karsenojen
tiirlerini 6nlemek i¢in etkili tarama ve asilama nedeniyle ¢ok Onlenebilir bir hastaliktir
(45). Kilit onleme girisimleri, Onerilen asilama serisinin tamamlanmasini, standardize
edilmis taramay1 ve iligkili risklerden kaginmayi tesvik eden faktorlere iliskin egitimi
igerir (58). Erken evre servikal kanseri genellikle asemptomatik olsa da, en sik goriilen
semptomlar 6zellikle cinsel iligki sonrasinda diizensiz veya agir vajinal kanamadir. Bazi
kadinlar, sulu, mukoid veya ciiruflu ve kotii kokulu olabilen vajinal akint1 ile ortaya
cikabilir. Ilerlemis hastalik icin, hastalar alt ekstremitelerin arka tarafi boyunca

yayilabilen pelvik veya bel agrisi ile ortaya ¢ikabilir.

2.2.1.Servikal kanser evreleri

Cogu kanser tiirtinlin I-IV evre vardir. Bununla birlikte, 0 ile IV arasinda evre olan
servikal kanseri de dahil olmak iizere bazi kanser tiirleri vardir. Evre 0: Serviksin i¢
astarinda anormal hiicreler bulundugunda; Evre 0 ayrica in situ karsinom olarak da
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adlandirilir; Evre I: Kanser yalnizca servikste sinirh kaldiginda; Evre II: kanser serviks
disina yayildiginda, ancak pelvik duvar veya vajinanin alt {i¢te birine yayilmadiginda;
Evre III: kanser vajinanin alt {i¢te birine yayildig1 ve / veya pelvik duvarina yayildig1 ve
/ veya bobrek hasarina neden oldugu; Evre IV: Kanser mesaneye, rektuma veya viicudun
diger kisimlarina yayildiginda seklinde siniflandirilmaktadir. servikal kanser tedavileri,
kanserin evresi, kanserin viicudun diger kisimlarina metastaz yapip yapmadigi, timdriin
biiyiikliigli ve hastanin yas1 ve genel sagligi gibi bir¢ok faktdre dayanarak belirlenir

(sekil 5) (5).

Normal serviks skuaméz epitel lezyonu Invaziv kanser
v 1 1 ]

servilal intraepitetyal neoplazi
‘derece 1 . derece 2 derece 3 '

Sekil 5. Kanser ilerlemesine gore servikal doku degisiklikleri

2.2.2.Servikal kanseri 6nleme ve kontrolii

Servikal kanseri 6nleme ve kontrol programinin amaci servikal kanser (59) ve HPV
enfeksiyonlarini azaltmak, servikal pre-kanser lezyonlarin tan1 ve tedavi etmektir (60).
Servikal kanseri Onlemenin baslica yolu, HPV enfeksiyonlar1 riskini azaltmaktir.
Onlemler sunlardir: 1) cinsel aktiviteye baslamadan 6nce 9-13 yas aras1 kizlar icin asilar;
2) HPV bulasma riskini azaltmak amaciyla, yasa ve kiiltiire uygun olarak hazirlanmus,

erkekler ve kizlar i¢in saglikli cinsellik egitimi vermektir. Servikal kanserinin sekonder
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onlenmesi, pre-kanserden invaziv kansere kadar olan ilerlemenin engellenmesi ile
servikal kanseri ve buna bagl 6liimlerin goriilme sikligini1 ve prevalansini azaltmak igin
pre-kanser taramasi ve tedavisidir. Onlemler arasinda 1) danismanlik ve bilgi paylasimu;
2) genellikle asemptomatik olan pre-kanser6z lezyonlari belirlemek icin 30-49 yas arasi
tiim kadinlar1 taramak; HPV asis1 verilmis kadinlar i¢in bile, riskli yasa geldiklerinde
taramaya ve tedaviye devam etmek Onemlidir. Servikal kanserinin {igiinciil olarak
Onlenmesi i¢in, servikal kansere bagli dliimlerin sayisini azaltmak ve invaziv servikal

kanserinin tedavisidir (61).

2.3.HeLa hiicreleri

1 Subat 1951'de Henrietta Lacks adli 30 yasinda bir kadin, adet donemleri arasinda
lekelenme semptomlar1 nedeniyle Baltimore, Maryland'deki Johns Hopkins Kadin
Hastaliklar1 Klinigine bagvurmustur. Son adet déonemi 4 Ocak 1951'de gerceklesmistir
(62). Genel muayenesinin sonuglar1 dikkat cekici olmamasina ragmen, serviksin
muayenesinde yiiksek, pliriizsiiz, parlak ve mor yaklasik 2.54 cm bir lezyonun tespit
edilmistir. Lezyon serviks ile sinirlanmis ve tedavi eden doktor tarafindan goriilen
serviksin diger karsinomlarindan farkli oldugu tespit edilmistir (63). Cinsel yolla bulasan
hastaliklar i¢in yapilan test sonuglar1 negatif olup, serviks biyopsisi yapilmistir.
Biyopsiden dort doku pargasi patoloji boliimiine gonderilmis ve “epidermoid karsinom,
serviks uteri, spinal hiicre tipi” stroma'nin kesin istilasi teshisi konmustur. Tedavi
kanserin yayilmasini engelleyememistir. 8 Agustos 1951'de ciddi karin agris1 gegirmis
ve Johns Hopkins Hastanesine yatirilmistir. Acist giderek daha siddetli ve inatci
olmustur. Henrietta Lacks, 4 Ekim 1951'de sabah saat 12: 15'te 6lmiistiir (62). Henrietta
Lacks'in servikal biyopsisi, klinik degerlendirme i¢in patoloji boliimiine ve arastirma
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amacl olarak Johns Hopkins Hastanesi Cerrahi Boliimiindeki Doku Kiiltiirii
Laboratuvari'na doku saglamistir. (63). Laboratuarda bir arastirmaci, Henrietta Lacks'in
biyopsi numunesinden elde edilen hiicreleri silindir tiipii teknigini kullanarak kiiltiire
koymus; hiicreler saglam bir sekilde biiymiis, dnceki 6rneklerin sonuglariin aksine,
doku kiiltiiriinde 6liimsiizlestirilen ilk insan kanser hiicre hatt1 haline gelmistir. Hiicreler,
Henrietta Lacks'in ad1 ve soyadi ilk 2 harfinden alinarak “HelLa” adlandirilmistir.
Kiiltirde normal servikal epitel veya servikal karsinomu biiylitmek i¢in dnceki ¢abalarin
zor oldugu; ancak, Henrietta'y1 etkileyen agresif adenokarsinomdan hiicreler yetistirme
cabalar1 basarili olmustur (64). Yirmi yil sonra, Lacks'in cerrahi biyopsisi ve
otopsisindeki histopatoloji slaydlarinin yeniden incelenmesi, hastanin serviksin ¢ok
agresif bir adenokarsinomasi bulundugunu tespit ederek, ilk teshiste bir revizyona yol
acmustir. Servikal karsinom maligndi ve hastada hizli bir klinik bozulma tespit edilmisti
(65). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, HeLa hiicrelerinin HPV-18 DNA igerdigi ve
HPV18-pozitif HeLa hiicrelerinin mikroRNA ekspresyonundaki degisikliklerle
baglantili oldugu gosterilmistir (66, 67). HeLa kiiltiir edilen ilk insan hiicre hattiydi ve o
zamandan beri biyolojik arastirmalarda en yaygin kullanilan hiicre hatt1 haline gelmistir
(68, 69). Son yillarda, HeLa hiicrelerinde mikroarray tabanli gen ekspresyon profili,
omik yaklagimlara onciiliikk etmek (70-72), ¢evresel (73) ve genetik bozulmalara verilen
yanitlar1 aragtirmak i¢in kullanilmigtir (74). HeLa'daki RNA izolasyonlari, mitoz,
sitokinez, endositoz ve diger hiicresel islemlerde yer alan genlerin kesfedilmesine ve
fonksiyonel siiflandirmasina yol agmistir (70, 75-77). Normal bir hiicre 46 kromozom
icerirken, HeLa hiicreleri 76 ila 80 kromozom igerir. HeLa hiicreleri, kanserli halleri géz

Oniine alinsa bile, alisilmadik derecede hizli biiylir. Gergekten de, HeLa hiicreleri kolay
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ve hizli bir sekilde biiyiir, hiicresel sayimi sadece 24 saat i¢inde ikiye katlar, bu da biiyiik
Olgekli testler i¢in idealdir. HeLa hiicreleri 6liimsiizdiir, bu da tekrar tekrar boliinecekleri
anlamina gelir. Bu performans, her bdliinmeden sonra telomerleri yeniden olusturan,
hiicresel yaslanmay1 onleyen ve hiicrelerin kalic1 boliinmelerini saglayan asir1 aktif bir
telomeraz ifadesiyle agiklanabilir (78). Tiim bu 6zelliklerle HeLa hiicreleri, hastaliklarin
etki mekanizmasini veya terapdtik olarak aktif ila¢ molekiillerini incelemeye istekli
yasam bilimcileri i¢in giderek artan popiiler hiicresel modeller haline gelmistir. DNA

hasar1 onarimui gibi hiicre sinyal olaylarini agiga ¢ikartmak i¢in de kullanilmistir (79).

2.4.Kemoterapi

19. Yiizyilin baslarindan beri ortaya c¢ikan kanser tedavisi ornekleri arasinda radikal,
siiper radikal ve ultra radikal cerrahi yer alir (80). Radikal cerrahi kullanimi, lokal
cerrahi ile birlikte sistemik adjuvan tedavinin benzer sonuglar verdigini dogruladiktan
hemen sonra kullanimi azalmistir (81). Sistemik adjuvan tedaviler radyasyon ve
sitostatik ilaglarin uygulanmasini igerir ve kanser yayilmasi ve metastazi tedavisi i¢in
gereklidir. Azot hardal, malign tiimdrleri tedavi etmek i¢in kullanilan ilk sitotoksik
ajanlardir (82). 1970'lerin sonunda, bleomisin, vinblastin ve sisplatin, kemoterapide
kullanilan yeni ilaglardan olmustur; ancak, giinde ~ 12 kez kusma gibi ciddi yan etkilere
neden olmuslardir. Antiemetik ilaclar mevcut olmadigindan, hastalarin agresif
kemoterapinin yan etkilerini tolere etmesi beklenmistir (83). Siirekli ¢cabalarin ardindan,
kanser hiicrelerinin veya dokusunun biiyiimesini kontrol etmek i¢in ¢esitli dogal, yari
sentetik ve sentetik bilesikler gelistirilmistir (84, 85). Bu anti-kanser ajanlar1 genel
olarak alkilleyici ajanlar (6rnegin siklofosfamid), antimetabolitler (6rnegin metotreksat),
antibiyotikler (6rnegin, doksorubisin), antimikrotubiiller (6rnegin paklitaksel), dogal
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triinler  (6rnegin  kolsisinler ve podofyilotoksik) ve hormonlar (6rnegin
aminoglutildimid) olarak smiflandirilir (86). Ne yazik ki bu ilaglar sa¢ dokiilmesi,
siddetli agri, bulanti, kusma, kemik iligi toksisitesi, anemi ve kisirlik gibi ciddi yan
etkilereneden olabilmektedir . Bu yan etkiler, temel olarak kanser dnleyici ajanlarin
kanser hiicresine spesipik olmamasindan kaynaklanmaktadir (87). Kanser hiicresinin
Ozgilligi toksisiteyi azaltmak i¢in dnemli bir 6zelliktir, ancak kanser hiicreleri normal
hiicrelere ¢ok benzer oldugu icin elde edilmesi zordur (88). Anti-kanser ilaglar1 temel
olarak ¢esitli etki alanlarin1 bloke ederek ve cesitli enzimlerin salimin1 engelleyerek
hiicre bdoliinmesini durdurur. Glinlimiizde, uygulanan kemoterapétik ilaclara bircok
strateji adapte edilmistir. Kemoterapotik ilaglar, kiiratif amagh veya yasami uzatmak igin
kullanilabilmektedir. 1) Kombine kemoterapi, radyasyon tedavisi, cerrahi ve / veya
hipertermi gibi kanseri tedavi etmek igin bir seferde birden fazla tedavinin
uygulanabilecegi bir ¢esit tedavi stratejisidir Kombine kemoterapide, farkl ilaglar farkli
etki mekanizmalarina ve yan etkilerine sahiptir. Kombine kemoterapinin en onemli
avantaji, herhangi bir ilaca diren¢ gelisme sansini en aza indirmektir. Ayrica, ilaglar
minimum yan etki ve toksisite ile diisiik dozda uygulanabilir. Bununla birlikte, 2)
indiiksiyon kemoterapisi, kanser ilaci ile kanserin ilk kez tedavisi i¢in kullanilir (89). 3)
Konsolidasyon kemoterapisi genel olarak hastaliksiz siireyi uzatmak ve genel sagkalimi
artirmak i¢in remisyondan sonra verilir (90). 4) Neoadjuvan kemoterapi cerrahi gibi
lokal bir tedaviden 6nce kullanilir ve primer tiimorii kiictiltmek i¢in kullanilir. Ayrica,
yliksek mikrometastatik hastalik riskinin gozlendigi bir durumda da kullanilir. Bu terapi,
az miktarda kanser olduguna dair kanit bulundugu ve tekrarlama riski varlifinda

kullanilabilir (60). Kemoterapi ile tedavi edilen kanser hastalari, istahsizlik, halsizlik,
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bulant1 ve enerji aliminda azalma gibi baz1 yagam kalitesi 6zelliklerinin olumsuz yonde
kotiilestigini bildirmistir (91). Sistemik kemoterapi genellikle spesifiklikten yoksundur
ve alopesi, anemi ve duyusal bozukluklar, 6zellikle uyaranin molekiiler 6zelliklerinin
algilanmasina dayanan kemosensor sistemler gibi rahatsiz edici yan etkilere neden
olabilir. Sitotoksik kemoterapinin uygulanmasi sirasinda kemosensor sistemler diger
duyusal sistemlerden daha fazla degisiklige maruz kalir (91). Bu fizyolojik
degisikliklerin yam sira, tat ve koku almada zorluk ve biling de degisim meydana

gelebilmektedir (92).

2.5.Tiibiilin ve antitiibiilin ajanlari

Tiibiilin, a ve B-heterodimerden olusan kiiresel bir proteindir (93). Bu tiibiilin dimerleri,
i¢i bos bir ¢ekirdegin etrafina diizenli bir heliks kafes igine monte edilmis gibi 12 ve 17
dogrusal protofilamentten olusan mikrotiibiiller olusturmak {izere polimerlesir (94).
Mikrotiibiiller, ¢ap1 25 nm olan ve uzunlugu 200 nm ila 25 um arasinda degisen li¢iincii
ana hiicre iskeleti bilesenidir. Tiibiilin iiretiminden sorumlu olan genler, mRNA'y1
salmak i¢in transkripsiyona ugrar. Bu mRNA, o-tiibiilin ve B-tiibiilin iiretmek i¢in geviri
islemine tabi tutulur. Bu o-tiibiilin, N bdlgesinde (degismeyen bolge) GTP'ye (guanin
trifosfat) ve B-tiibiilin ise, E bolgesinde (degisebilir bolge) GTP'ye baglanir; a ve -
heterodimer (tiibiilin heterodimer) olusturmak i¢in GDP'ye hidrolize edilmistir. Dogrusal
protofilamentler olusturmak i¢in bu heterodimerlerin ¢oklu birimleri birbirine
baglanmistir. Bu lineer protofilamentler, mikrotiibiiller olusturmak i¢in kendilerini
paralel bir sekilde birlestirir. Mikrotiibiiller, alternatif polimerizasyon ve
depolimerizasyon dongiisiiniin ger¢eklestigi dinamik denge durumunda bulunur (sekil 6)
(95-97).
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Sekil 6. Mikrotiibiiller polimerizasyonu ve depolimerizasyonu

Mikrotiibiiller, yeni hiicreler olusturmak ic¢in anafazda mitotik ig iireten hiicre
boliinmesinin dnemli bilesenlerinden biridir (12). Hiicre bdliinmesinin yani sira hiicre
seklini olugturmak gibi bir¢ok baska islevi vardir. Mikrotiibiiller, hiicre iskeletinin ana
bilesenlerinden biridir. Bu nedenle, hiicreyi desteklemek ve sekillendirmek i¢in ¢esitli
kuvvetlere ve sikistirmaya dayanir. I¢ organizasyon da mikrotiibiiller tarafindan
stirdiiriiliir (98). Hiicre hareketi ise mikrotiibiiller ve flagellalar gibi bir yap1 vermek icin
6zel demetlerde birlesir. Bu yapilar, siiriinerek ve genisleyerek hiicrenin bir yerden
digerine tasinmasina yardimci olur (99). Hiicre i¢i hareketlilikte ise mikrotiibiiller, ¢esitli
hiicre organellerine ¢ekirdek disindaki bir hiicre igerisinde tasinmasi i¢in yardimcei olur
(100). Mikrotiibiillerin dinamik polimerizasyon ve depolimerizasyon dengesi ile
etkilesime giren ilaglar, tiibiil etkilesicileri olarak adlandirilir (101). Etkilesim etkilerine
dayanarak kemoterapik ajanlar, tiibiilin stabilize edici ajanlar ve tiibiilin destabilize edici
ajanlar olarak iki kategoriye siniflandirilirlar (102). Bu ajanlar, denge islemini bozan
mikrotiibiillerin kisalmasia (de stabilize edici ajanlar) ve uzamasina (stabilize edici

ajanlar) neden olur (103). Sonug¢ olarak, hiicre boliinmesi igin mitotik ig iiretmek
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amaciyla higbir mikrotiibiil yap1 bulunamaz. Bu stabilize ve destabilize edici ajanlar
ayrica baglanma alanlarina gore siniflandirilir. Tiibiiline baglanan ilaglarin hiicre
boliinmesinin inhibisyonuna neden oldugu ¢esitli baglama alanlar1 vardir. Temel olarak
lic ana baglanma bolgesi, yani kolsisin baglanma alani, vinka baglanma alan1 ve taksol
baglanma alan1 bildirmistir; kolsisin ve vinca baglanma alanlar1 polimerizasyon
inhibitorii adi1 altinda ve taksol baglanma alani ise depolimerizasyon inhibitorleri adi
altinda tanimlanmistir (104, 105). Tibiilin stabilize edici maddeler, mikrotiibllerin
tiibiillere depolimerlesmesini 6nler, bu da stirekli polimerizasyon ile mikrotiibiil polimer
kiitlesinde artisa neden olur. Ayrica depolimerize edici inhibitérler olarak da
adlandirilirlar. Bunlar esas olarak kolsisin ve vinka baglanma bolgesinden farkli
davranan taksol baglanma bdlgesine baglanir. Bu ajanlar, polimerizasyon reaksiyonunu
uyaran mikrotiibiil limenin i¢ ylizeyinin B-tiibiiline baglanir (106). Bu baglanma bolgesi,
taksol baglama alani olarak bilinir. Taksol baglanma alanini baglayarak ve engelleyerek
mikrotiibiilinin polimerizasyonunu artiran ¢esitli tiibiilin stabilize edici ajanlar vardir. Bu
tiibiilin stabilize edici ajanlar, esas olarak hiicre 6liimiine ve apoptoza yol agan hiicre
dongiisiiniin G2 / M fazina saldirir. Cesitli dogal, yar1 sentetik ve sentetik tiibiilin
stabilize edici ajanlarin bulundugu bildirilmistir. Wall, 1971'de Taxus brevifolia Nutt
kok kabugundan paklitaksel izole eden ilk kisi olmustur. Temel olarak meme,
yumurtalik, prostat kanseri, Kaposi sarkomu ve kiiciik hiicre olmayan akciger
kanserlerini tedavi etmek i¢in kullanilir (107). Taksol ad1 ile satilmaktadir. Bitkideki
diisiik diisiik konsantrasyonu nedeniyle Taxus baccata'dan (porsuk agaci) izole edilen
dogal bir iiriin olan Baccatin III'iin yar1 sentetik modifikasyonlar1 yoluyla ticari olarak

sentezlenir (sekil 7).
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Sekil 7. Tiibiiline kolsisin, vinka ve taksol baglanma bolgeleri

Taksan ailesinin bir iiyesi olan paklitaksel (PTX), birgok gelismis ve refrakter kanser
tiirlinlin tedavisi i¢in en faydali ve etkili antineoplastik ajanlardan birisidir. Bu
hastaliklarda PTX'in basarisi, genis bir antitimor aktivitesi yelpazesi, hem kati hem de
yayllmis tiimorlerde etkinlik ve benzersiz bir etki mekanizmasi tekil 6zelliklerinden
kaynaklanmistir. Mikrotiibiil dinamiklerini segici olarak bozan, mikrotiibiil stabilize
edici bir ilagtir, boylece hiicre 6liimiine yol acan mitotik tutuklamaya neden olur (108,
109). 1992'de Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) yumurtalik
kanseri tedavisi i¢in baglangicta PTX ticarilesmesine izin vermistir. Giiniimiizde, PTX
meme kanseri, ileri yumurtalik kanseri, mikrositik akciger malign neoplazmina karsi
gliclii bir antineoplastik aktivite sergilemektedir. Ayrica, PTX gii¢lii bir antineoplazik
aktivite sergilediginden, 6zofagus kanseri, mesane kanseri, prostat kanseri, servikal
kanseri, mide kanseri, bas ve boyun kanseri, endometrial malignite, beyin
oligodendroglioma ve testis kanseri tedavisinde siklikla kullanilir (110). PTX, se¢ici
olarak tiibiilin proteinlerinin B alt {nitesine baglanarak, polimerizasyonlarint ve
montajlarint tesvik ederek, boylece mikrotiibiillerin olusumunu stabilize ederek

kemoterapdtik bir ajan olarak goérev yapar. Bu etki, G2 / M fazinda siddetli mitotik
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durgunluga neden olan disfonksiyonel bir mitotik i olusmasina neden olur ve sonugta
apoptoz yoluyla hiicre Oltimiinii sonuglanir (111). PTX, tiimor anjiyojenezini
sinirlandirir, apoptoza ve hiicresel biiyiimenin inhibisyonuna yol acan genlerin ve
sitokinlerin ekspresyonunu uyarir (112). Hem anti-proliferatif hem de sitotoksik
ozelliklerin kombinasyonu, PTX'in antitiimdr etkinligine katkida bulunur (113). PTX,
plazma proteinlerinin % 90'dan fazlasina baglanir. Eliminasyonun ana yollar1 hepatik
metabolizma ve ardindan biliyer atilimdir. Karacigerde, PTX metabolizmasina sitokrom
P450 aracilik eder ve dozun % 10'undan azi idrarla bozulmadan atilir (114). Albiimine
bagli, polglumaks, polimerik-migel, emiilsiyonlar, nanosfer, nanopartikiiller ve

lipozomlarla paklitaksel formiile etmek icin farkli stratejiler gelistirilmistir.

2.6.Nanopartikiiller

Nanomateryallerin  varligi, dispersiyon etkilerinin incelenmesi i¢in submikron
biiytikliigiindeki altin nanopartikiiliiniin (115) Faraday tarafindan gelistirildigi 1850'lere
dayanir (116). Nanosistemler son otuz yilda ¢esitli asamalarda geligmistir. Dokme
malzemeler daha kiigiik bir dlgege, neredeyse molekiiler seviyeye indirildiginde, yeni
ozellikler sergilemeye baslar. Nano olgekte “molekiil” ve “mikron” arasindaki boyut,
ylizey Ozellikleri, daha yiiksek yiizey serbest enerjisi ve kimyasal reaktivite nedeniyle
radikal bir degisime ugrar. Artan ylizey/hacim orani, bu nanopartikiilat sistemlerinin
toksisitesinin yani sira etkinligini de yeniden tanimlamaktadir. Dolayisiyla, geleneksel
sistemlere kiyasla, nanosistemler, islevsel yonleri iizerinde 6zgiinliik, secicilik ve kontrol
saglama potansiyeli olan farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu,
ilag dagitma, tani, goriintileme, biyo-miihendislik, kozmetik, tibbi cihazlar ve
teranostiks alanlarinda ileri diizeyde yeni uygulamalara yol agmistir (117).
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Nanoteknoloji, biyoteknoloji, ilag, malzeme, polimer, kimyasal ve yasam bilimlerinden
olusan disiplinlerarasi bir alandir. fla¢ dagitiminda kesfedilen nanosistemler bir aktif
molekiil ve bir tasiyict cihaz olmak iizere iki temel bilesenden olusur. Bunlardan en
azindan herhangi biri bir nano boyutta olmalidir. Aktif kisim, terapotik bir ilag veya gen
olabilir ve / veya tamamlayici etkiler i¢in fonksiyonel grup olabilir. Nanoplatformlar
ilacin yiiklemesi ve gilivenli bir sekilde salinmasi i¢in tasiyici1 gorevi goriir. Biyomedikal
ve farmasotik uygulamalar i¢in ¢esitli nanopartikiilat sistemleri mevcuttur.
Dendrimerler, kuantum noktalari, karbon nanotiipler, fullerenler, silika, metal oksitler,
soy metaller, nanokristaller, lipitler ve polimerler gibi farkli malzemelerden ¢ok sayida

nanopartikiilat sistemi ortaya ¢ikmistir (118).

Nano oOlgekte, yiizey serbest enerjisinde muazzam bir artisla 6nemli bir boyut
azalmast olur ve bu da kararsiz olan agregalar olusturur. Dolayisiyla, her zaman
stabilize edici maddelere ihtiya¢c vardir. Aktif hedefleme igin, fizyolojik reseptor
fonksiyonel gruplartyla uyumlu olacak bir ligand kullanilmasi esastir (119). Biyolojik
etkinlik, toksisite, in vitro / in-vivo kinetik ve hedefleme kabiliyeti gibi NP'lerin bazi
ozellikleri biiytikliiklerinden, dagilimlarindan ve sekillerinden etkilenir. Ayrica, bunlarin
etkileri ilag yiikleme, saliverme kinetigi ve sistemlerin kararliligi iizerinde gozlenir
(120). Parcaciklarin morfolojisi ve nano boyutu biyolojik akibetlerinin belirlenmesinde
kritik 6neme sahiptir. Tipik olarak, 10 nm'den daha kii¢iik bir boyuta sahip NP'ler hizla
temizlenir. Bununla birlikte, ortadan kaldirilmak i¢in maksimum nanosistem boyutu
hedeflenen hiicresel islevsellik ile tanimlanir. Partikiil biiyiikliigii 150-200 nm'yi asan
nano tastyicilar, kan dolasimindan hizli bir sekilde ¢ikarilmasi gerekir; ve karaciger ve
dalakta birikmesi ile kompleman sistemi aktivasyonunu uyarma egilimindedir (121).
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NP'ler inorganik NP'ler ve organik NP'ler olarak siniflandirilir. Inorganik NP'ler metal
ve metal oksitleri igerir (122) . Bazi metal oksit nanopargaciklarina 6rnek olarak glimiis
(123), demir oksit (Fe304), titanyum dioksit (TiO,), bakir oksit (CuO) ve ¢inko oksit
(ZnO) verilebilir. Organik NP'ler poli-g-lisin, kuaterner amonyum bilesikleri, katyonik
kuaterner polielektrolitler, N-halamin bilesikleri, lipozomlar ve kitosan igermektedir
(124). inorganik nanosistemlerin, bir dizi aktif molekiil ve goriintiileme ajam1 igin iistiin
tastyic1 olmalarimi fiziksel, optoelektrik, elektromanyetik ve yapisal 6zellikleri ile daha
1yl kontrol edilebilir. Kuantum hapsi ve kolay morfolojik degisiklikler, ayarlanabilir
optik ozelliklerle birlikte, terapotik, gorlintileme ve theranostik uygulamalarla ¢ok
fonksiyonlu ilag dagitimi i¢in inorganik nanoplatformlari ¢ok yonli sistemler yapar.
Biyouyumlu altin NP'leri ve birinci sinif antimikrobiyal nanokristal glimiis, kullanilan
metal NP'lerdir. Kozmetik, teshis, kataliz, immiinolojik analizler ve detoksifikasyon
uygulamalari i¢in ZnO, TiO,, silika ve sliperparamanyetik demir oksit NP’leri gibi metal
oksit NP'leri arastirilmistir (125). Inorganik nanosistemler, reaktif oksijen tiirlerini (126)
ve serbest radikalleri iiretmek i¢in daha biiyiik partikiillerden daha yiiksek reaktiviteye
sahip tistlin ylizey alani sunarak oksidatif stres, inflamasyon, mutasyonlar ve protein /
membran denatiirasyonuna yol acar. Bu yiizden, bu nanosistemlerin terapdtik faydalari,
muhtemel riskleri ile birlikte degerlendirilmelidir (127). NP'ler kimyasal veya fiziksel
yollarla iiretilebilir. Bu teknikler arasinda, NP'lerin kimyasal sentezi, faydali materyaller
yapiminda biiyiik potansiyeli olan hizla biiyiiyen bir alandir (128). Herhangi bir NP
¢esidini sentezlemek i¢in kullanilan tiim farkli yontemler, “Yukaridan Asagi” (biiytlik
madde pargalarinin parcalanmasini) ve “Asagidan Yukar1” (molekiiler 6l¢eginden veya

nano Olcekte) olarak adlandirilan iki genel grupta siniflandirilabilir. Yukaridan asagiya
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yontemi, kiire frezeleme ve oglitme gibi mekanik kuvvet kullanimi ile iliskilidir.
Asagidan yukar1 yontemi ise, kristalizasyon, dogrudan iiretim veya diger benzer
teknikler kullanarak dogru boyutta pargaciklar iiretmektir. Her iki yOntem
nanoteknolojide ¢ok Onemli rol oynamaktadir (129). Yaygin olarak kullanilanlarin
arasinda 1) Kopresipitasyon yontemleri, 2) Mikroemiilsiyon teknigi, 3) Solvotermal /
hidrotermal yontemler ve 3) sol-gel yontemi yer alir. Sol-gel yontemi, bir Onciil
¢ozeltinin kimyasal yollarla inorganik bir katiya doniistiiriilmesini igerir. Genel olarak,
prekiirsor (metal alkoksit veya inorganik tuz) hidroliz, yogunlasma, kurutma ve sonra
151l islem, kat1 oksit veya diger bilesikler haline gelir (130, 131). NP’ler slispansiyonda
ylizey ylkiine sahiptir. Elektrik alan1 uygulandig1 anda, elektrik alan1 ve ytiklii parcacik
arasindaki etkilesim nedeniyle bir parcacik hareket etmeye baslar. Hiz ve hareket yonii,
elektrik alanin, yiikiin ve siispanse edici ortamin bir fonksiyonudur. Kesme
diizlemindeki pargacigin elektrik potansiyeli ile orantili hiza zeta potansiyeli denir.
Boylece, bir elektrik alani altinda, partikiil hareketinin optik 6l¢iimii, zeta potansiyelini
belirlemek icin kullanilabilir. Bir NP, sonug¢ yiizey yiikiine sahip oldugunda, yiik,
nanopartikiiliin yiizeyine yakin zit yiiklii iyonlarin artan konsantrasyonuyla taranir. Iyon
tabakas1 nanopargacik ile birlikte hareket eder ve ylizey yiikii tabakasi ve zit yiikli
iyonlart olan elektriksel bir ¢ift tabaka olusur. Negatif zeta potansiyeli olan partikiil,
pozitif yiklii ylizeylere baglanir ve bunun tersi de gecerlidir. Zeta potansiyelinin
biiyiikliigii partikiil stabilitesi hakkinda bilgi saglar. Yiiksek biiyiikliik, artan elektrostatik
itme nedeniyle artan stabiliteyi temsil eder. Pargaciklar, 0-5 mV araliginda toplanma

egilimindedir. Minimal olarak stabil parcaciklar 5-20 mV araligindadir. Orta derecede
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stabil pargaciklar 2040 mV araligindadir. Olduk¢a stabil parcaciklar ise 40 mV

araligindadir (132).

Nano boyuta getirilmis partikiillerin yiiksek yilizey serbest enerjisinden
kaynaklanan dengesizlik sorunlarinin {istesinden gelinmesi igin yiiksek reaktif
ylizeylerinin uyumlu yardimci maddeler ya da kombinasyonlari ile kaplanmasi1 gerekir.
Yiizey miihendisligi araglari, in vivo ilag salma kinetiginin kontrol edilmesinde ve ayrica
secilen kismin aktif ve pasif ilag hedeflemesinin tanimlanmasinda yararhdir.
Nanosistemlerin peptidler, polimerler, ligandlar, enzimler, antikorlar, niikleik asitler
veya markdrlerle yiizey etiketlemesi, programlanmis ilag iletimi ve teshisi i¢in gereklidir
(133). Polietilen glikol ve tlirevleri yaygin olarak c¢esitli nanosistemlerin yiizey
dekorasyonunda inaktif polimerler olarak kullanilir, ¢iinkii fizyolojik sistem bilesenleri
ile herhangi bir etkilesimi sinirlar ve hedeflenen ila¢ sunumu i¢in "gizli" dogasini
gosterir. Genis giivenlik profili ve PEG simiflandirmasi nedeniyle, ila¢ dagitimi i¢in
PEGilasyon yaygin olarak incelenmistir (134). PEG, tekrarlanan birimlerden (-
CH,CH;,0-) olusan dogrusal bir polimerdir ve NP'lerin modifikasyonu i¢in en ¢ok
kullanilan polimerdir. Bu polimer, ¢ok sayida organik polar ve apolar ¢oziicliniin yani
sira suda da iyi ¢Oziniir. Yilklenmemis hidrofilik kalintilar1 ve yiiksek yiizey
hareketliligi, sulu sistemlerde ylizeyi sabitleyen yiiksek sterik dislanmaya yol acar. Bu

nedenle PEG, partikiillerin sterik stabilizasyonla toplanma egilimini azaltir (135).

2.6.1.TiO; nanopartikiiller
Titanyum dioksitin (TiO,) genis bir uygulama aralig1 vardir (136). TiO, beyaz, yanmaz

ve kokusuz bir tozdur. TiO, yaygin olarak beyaz bir pigment olarak kullanilan, zayif
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¢Oziiniir bir partikiildiir (137). TiO, benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1
genis bir uygulama alanina sahiptir. TiO,, tekstil iiriinlerinde, kagitlarda, yiyeceklerde ve
ilaglarda kullanilir. Titanyum, yiiksek biyouyumluluk, viicut sivisi etkilerine karsi
direng, biiylik ¢ekme dayanimi, esneklik ve yiiksek korozyon direnci gibi {istiin
ozellikleri nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in en ¢ok kullanilan implant
malzemelerinden biridir (136). TiO, NP'leri, yillik 10.000 ton iiretim kapasitesine sahip
en ¢ok iiretilen nanomalzemeler haline gelmistir (138). TiO, NP'ler, yiiksek stabiliteleri
ve antikorozif ve foto-katalitik 6zellikleri nedeniyle beyaz bir boya maddesi, kisisel cilt
bakim {iriinii, su aritma maddesi ve bakteri yok edici madde olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (139). Arastirmalar, TiO, NP'lerinin tiiketici iirtinlerinde kullanilan ilk
bes NP tipi arasinda oldugunu gostermistir, ¢linkli parlakliklar1 ve yiiksek refraksiyon
endeksleri TiO, NP'lerinin beyaz gorlinmesini saglar. Nanotip alaninda, TiO, NP'leri,
ileri goriintilleme ve nanoterapdtiklerde faydali araglar olarak arastirilmaktadir (140).
Ornegin, TiO, NP'leri fotodinamik tedavide kullanim igin potansiyel 15132
duyarlilagtiricilar olarak degerlendirilmektedir (141). TiO, NP'leri, cildi ultraviyole
(142) radyasyonundan korumak i¢in genis UV spektrum zayiflatma ozelliklerinden
dolay1 giinesten koruyucu olarak kullanilabilir ve NP'lerin insan derisine niifuz
etmedigine inanilir (143, 144). TiO, NP'lerinin kullaniminin artmasi, partikiillerin ¢evre
ve insan saglig lizerindeki olas1 maruziyetleri ve miiteakip etkileri ile ilgili endiselere
yol agmistir (145). Ayrica, TiO, NP'leri UV 1s18ina maruz kaldiklarinda katalitik hale
gelirler ve kimyasal olarak katalitik aktiviteleri yoluyla tahribat i¢in su aritiminda
kullanilirlar (137). Kaplanmamis TiO, NP'leri, diger ¢6zliinmeyen nanomalzemeler gibi,

sulu ortamlarda topaklanma egilimindedir. TiO, NP'ler, TiO, NP'lerin dogal ve
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mithendislik ortamlarinda reaktivitesini, davranisini, kaderini ve risk sonuglarini
etkileyecek sekilde bir araya gelme egilimindedir (146). NP'lerin ortamlardaki
stabilitesini azaltan iki tiir toplama vardir: homoaggregasyon ve heteroaggregasyon.
Ayni 6zelliklere sahip partikiilleri iceren agregat, homoaggregasyon olarak adlandirilir.
Heteroaggregasyon, farkli fiziksel veya kimyasal Ozelliklere sahip partikiillerin
eklenmesiyle miimkiin olabilir (147). NP'ler ve diger dogal kolloidler arasindaki
homoaggregasyon ve daha da Onemlisi heteroagregasyon, TiO, NP'lerinin akibetini
etkiler (148). TiO, NP'leri, yiiksek yiizey alani-hacmi ve spesifik ortamda yiizey
degisimi nedeniyle toplanma egilimindedir. TiO, NP'lerin biiyiik partikiillerdeki
agregatlari, birincil boyutlarindan on veya yiiz kat daha biiytiktiir. NP hareketliligi ve
toksisitesinin agregat boyutuna bagli oldugu ve genel olarak boyut azaldik¢a arttigi
gosterilmistir. NP agregati yanlis temsil sonuglarina yol agabilir ve hiicresel alim ve
partikiillerin toksisite profilini degistirerek deneysel tekrarlanabilirligi engelleyebilir
(149). Birlestirilmis TiO, NP'lerinin in vivo ve in vitro ¢alismalari, bu partikiillerin
oksidatif stresi uyardigini ve ROS tarafindan indiiklenen apoptozun hiicre i¢i TiO, NP
kaynakli organ hasarinda anahtar faktorler olarak kabul edildigini gostermistir (150-
153). Oksidatif stres, genel olarak memelilerde lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve
DNA'ya zarar veren TiO, NP genotoksisitesinde yer alan ana mekanizmalardan biri
olarak Onerilmistir (154). Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinda degisikliklere neden
olarak hayati hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir. TiO, NP kaynakli oksidatif DNA hasari,
OH radikalinin olusumuna baglanmistir (155). TiO, maruziyetinden sonraki oksidatif
stres hepatik malondialdehit seviyelerinde azalmaya ve indirgenmis glutatyon

seviyelerinde yiikselmeye yol agabilir (156). TiO, NP'lerinin akibeti, uygulanabilirligi
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ve etkisi, NP'leri bir agregasyon karsisinda dengelemek igin kullanilan stratejiye
baglidir. NP'lerin istikrarin1 neyin etkileyebilecegini arastirmak zorunludur. TiO,
NP'lerin bu zararli biyolojik etkilerini azaltmak i¢in, PEG, agregatlar olusumunu en aza
indirmek icin TiO, NP'lere konjuge edilmistir (153). PEG, hidrofiliklik, su ve organik
coziiciilerde ¢oziiniirlik ve toksisite eksikligi gibi birtakim 6nemli fizikokimyasal ve
biyolojik 0Ozelliklere sahiptir. PEG toksik ve immiinojenik degildir ve olumlu
farmakokinetige ve doku dagilimina sahiptir (157). TiO, NP'lerin yiizeyini PEG ile
degistirmek (PEGilasyon), sadece aglomerasyona engel olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
protein adsorpsiyonuna direngli NP'ler saglar ve bunlarin biyouyumluluklarini arttirir
(158). PEG ayrica in vivo dolagim siiresini de arttirir, boylece retikiiloendotel sistemi
yoluyla klirensi azaltir (159). PEG-TiO, NP'lerin sitotoksik etkileri daha az siddetlidir
veya TiO, agregatlar1 tarafindan {iretilenlere kiyasla herhangi bir sitotoksik etki
olusturmaz. Ayrica, TiO, NP'lerin PEG ile modifikasyonu, sitotoksisitelerini azaltmistir,
ayrica bazi ¢aligmalara gore stres ve toksisite ile iligkili genlerin indiiklenmesini

azaltmistir (13).

2.7.inorganik fosfat

Inorganik Fosfat enerji metabolizmas1 gibi gesitli hiicresel islemlerde, enerji aktarma
mekanizmasi tarafindan ATP formunda veya metabolik yollarin ara maddeleri igin
substrat olarak serbest formunda kritik bir rol oynar. ATP'nin bir kurucusu olarak P1i,
hiicresel sinyallesme olaylarinin ara maddelerinin fosforilasyon ve fosforilasyon
mekanizmalarina da katilmaktadir. Pi, fosfolipidlerin ve DNA ve RNA'nin
niikleotidlerinin temel bir bilesenidir (160). Tiimdrler, protein sentezi ve hizlandirilmis
cogalma ile iliskili artan fosfor taleplerine sahiptir (161).
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2.8.Glutatyon

GSH olarak bilinen tripeptit, y-1-glutamil-1-sisteinil-glisin, hiicrelerde sentezlenen en
onemli diisiik molekiiler agirlikli antioksidandir. Glutamata ardisik sistein ilavesi ve
ardindan glisin ilavesi ile sentezlenir. Sisteinin siilthidril grubu, genellikle GSH'nin en
onemli islevleri olarak kabul edilen rediiksiyon ve konjugasyon reaksiyonlarinda rol
oynar. Bu reaksiyonlar, peroksitlerin ve bir¢cok ksenobiyotik bilesigin uzaklastiriimasi
icin araglar saglar; ancak, GSH ayrica hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde de rol oynar.
GSH, hiicrelerin oksidatif hasardan ve ksenobiyotik elektrofiliklerin toksisitesinden
korunmasinda ve redoks homeostazinin korunmasinda kritik rol oynar (162). Timor
hiicrelerinde yiikselmis GSH seviyeleri, baz1 kemoterapotik ilaglara direng gostererek,
kemik iligi, meme, kolon, girtlak ve akciger kanserlerinde bu hiicreleri koruyabilir (163).
Ayrica yiiksek GSH, hem melanomda hem de karaciger kanserinde metastazi arttirir

(164).

2.9.Gen ekspresyon

Gen ekspresyonu, bir genden gelen bilgilerin, fonksiyonel bir gen iiriiniiniin sentezinde
kullanildig1 islemdir. Bu iiriinler genellikle proteinlerdir, ancak rRNA genleri veya
tRNA genleri gibi protein olmayan kodlayan genlerde, iiriin yapisal veya housekeeping
amacl bir RNA'dir (165). Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
gen ekspresyonunu incelerken, bilim adamlar1 genlere 6zgii transkript yogunlugunu
Olcerek belirli bir genin veya gen profillerinin ekspresyonunda genellikle degisiklikleri -
artar veya azalir — seklinde tanimlamislardir. Arastirma, bir genin belirlenmis kosullar

altinda, ilgilenilen bir bilesik veya ilagla tedaviye verdigi yaniti izler (sekil8) (166).
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Liziz Ters  Preamplifikasyon RT.PCR Veri analizi
transcripsyon

Hucre toplama

Sekil 8. RT-PCR numune hazirlanmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) molekiiler biyolojideki en giiglii teknolojilerden
biridir. PCR kullanarak, bir DNA veya cDNA templattaki spesifik diziler, sekans 6zgii
oligoniikleotitler, 1s1ya dayaniklt DNA polimeraz ve termal dongii kullanarak binlerce ila
bir milyon kat kopyalanabilir veya c¢ogaltilabilir. Geleneksel (endpoint) PCR'de,
amplifiye edilmis sekansin saptanmasi ve nicelenmesi son PCR dongiisiinden sonra
reaksiyonun sonunda gergeklestirilir ve jel elektroforezi ve goriintli analizi gibi PCR
sonrasi analizleri igerir. RT kantitatif PCR'de (qPCR), PCR firiinii her dongiide oOl¢iiliir.
Kullanicilar, reaksiyonun iissel amplifikasyon fazi sirasinda reaksiyonlar1 izleyerek, ilk
gen miktari biiylik bir hassasiyetle belirleyebilirler. PCR teorik olarak DNA'y1 tissel
olarak ytikseltir, her amplifikasyon dongiisiinde hedef molekiil sayisini iki katina ¢ikarir.
[k gelistirildiginde, bilim adamlari, bilinen bir standart ile karsilastirilarak baslangigtaki
genetik materyalin miktarin1 hesaplamak i¢in dongii sayisimin ve PCR son iiriin
miktarimin kullanilabilecegine karar verilmistir. Saglam niceliklendirme ihtiyacini ele
almak i¢in, qPCR teknigi gelistirilmistir ve end point PCR c¢ogunlukla sekanslama,
klonlama ve diger molekiiler biyoloji tekniklerinde kullanimi spesifik DNA'y1
cogaltmak i¢in kullanilir. qPCR, “end point saptamasi” PCR'sinden dogrudan
gelistirilmis olan hassas ve saglam bir tekniktir. PCR, iki kisa oligodeoksiniikleotit

sekansindan (primerler) yayilan belirli bir kalibin kopyalarmni iiretebilen polimeraz
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bagiml bir tekrarlayan termal reaksiyondur. qPCR, endpoint tespitinden en az 100 kat
daha hassastir ve dokuz logdan az olmayan dinamik bir aralik gosterir. Genel olarak,
PCR, baslangictaki hedef sekans miktari ile verilen herhangi bir dongtideki yiikseltilmig
PCR iiriinii miktar1 arasindaki nicel iliskiye dayanir. Bu korelasyon, her dongtide biriken
iirliniin tam olarak iki katina ¢ikmasma neden olan iissel bir hiz izler. Bu iissel faz,
reaksiyonun klasik bir kapali sistemde meydana gelmesi nedeniyle kisa sayida PCR
cevrimi ile simurlidir. Bu durum, driinler zamanla biriktirirken, reaktan
konsantrasyonlarinin, enzim aktivitesinin ve diger faktorlerin tilkenmesine neden olur.
Bu nedenle, PCR, bilinen, dort reaksiyon fazi ile karakterize edilir: bazal, amplifikasyon,
dogrusal ve plato. Bazal faz, amplifikasyonun heniiz tespit edilemedigi ¢ok kisa bir
adimdir. Amplifikasyonun ikinci asamasi sirasinda, reaksiyon kinetigi amplikonlarin
olumlu bir iki katin1 belirler. Dogrusal faz, amplifikasyonun yavaslama egilimi ile
karakterize edilir ve iirlinler her dongiide artik iki katina ¢ikarilmaz. Son olarak, platoda
reaksiyon esas olarak sonlandirilir, dongii sayis: arttirilsa bile artik amplikon birikimi

elde edilemez, ¢ok kullanilmazsa ve PCR iiriinleri bozulmaya baslar (sekil 9).

Plateau

Linear

Kopyalar
=

Exponential

5 0
Déngii sayisi

Sekil 9. RT-PCR reaksiyon fazlari
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qPCR, reaksiyonun baslangicinda, hedef sekans ile niceliksel bir iliski kullanarak,
herhangi bir dongiide amplife edilmis iirlinlerin hemen tespit edilmesini saglar. Gergek
zamanli saptama, floresans sinyalinin dogrudan DNA konsantrasyonuyla orantili oldugu
amplifikasyon faz sirasinda yapilmalidir. Iki farkli temel tipte kimyasal strateji, bu tiir
floresan sinyal olusumunu saglar. Bir tanesi ¢ift sarmalli birbirine gecen boyaya (SYBR-
Yesil) dayanmaktadir, digeri ise farkli boya etiketli prob sistemlerinin bir bollugunu
kullanabilir (167). Kantitatif RT-PCR deneyleri i¢in gerekli minimum bilgi sekiz

boliimden olugsmaktadir. Bu sekiz boliim sunlar igcermektedir:

1. Deneysel tasarim

2. Ornek &zellikleri

3. Niikleik asit ekstraksiyonu ve kalite degerlendirmesi

4. Reverse transcription

5. Hedef bilgisi

6. Primer ve prob detaylar1

7. qPCR protokolii optimizasyonu ve validasyon detaylari

8. Veri analizi (168, 169).

RT-PCR'de, DNA miktar1 her dongiiden sonra floresan boyalarla dlgiiliir ve {iretilen
PCR iiriin molekiillerinin (amplikonlar) sayisina dogrudan orantili olarak artan
floresan sinyal verir. Reaksiyonun amplifikasyon fazinda toplanan veriler,
amplifikasyon hedefinin baslangic miktar1 hakkinda nicel bilgi verir. Reaksiyon
boyunca fliioresanstaki degisim, termal dongii fliioresan boya tarama kabiliyeti ile

birlestiren bir cihazla olgiiliir. Dongili sayisina karsi floresans cizilerek, RT-PCR
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cihazi tiim PCR reaksiyonunun siiresi boyunca {iriinlin birikimini temsil eden bir

amplifikasyon grafigi olusturur (sekil 10).
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Sekil 10. Relativ floresan vs dongii say1s1

RT-PCR'nin avantajlart sunlardir:

PCR reaksiyonunun ilerleyisini gercek zamanli olarak gerceklestigi sekilde

izleyebilme.

e Her dongiideki amplikon miktarini tam olarak 6lgebilme, bu da numunelerdeki
baslangi¢ materyali miktarinin olduk¢a dogru bir sekilde l¢iilmesini saglar.

e Artan bir dinamik saptama aralig1

e Amplifikasyon ve saptama, PCR sonras1 manipiilasyonlar1 elimine ederek tek bir
tiipte gerceklesir.

e Gegtigimiz birkag yi1l boyunca, RT-PCR, DNA veya RNA'nin tespiti ve

nicellestirilmesi i¢in lider ara¢ haline geldi.

Bir RT-PCR reaksiyonunda her bir dongii olusturan {i¢ ana adim vardir.

Reaksiyonlar genellikle 40 dongii boyunca gergeklestirilir.
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1. Denatiirasyon: Yiiksek sicaklikta inkiibasyon, ¢ift sarmalli DNA'y1 tek
sarmallarda “eritmek” ve tek sarmalli DNA'da sekonder yapiy1 gevsetmek igin
kullanilir. DNA polimerazin dayanabilecegi en yiiksek sicaklik tipik olarak
kullanilir (genellikle 95 © C). Templat GC igerigi yliksekse, denatiirasyon siiresi
artabilir.

2. Annealing: anealing sirasinda, tamamlayict diziler hibridize etme sansina
sahiptir, bu nedenle primerlerin (primerin Tm'sinin 5°C altinda) hesaplanan
erime sicakligina (170) dayanan uygun bir sicaklik kullanilir.

3. Uzatma: 70-72 °C'de, DNA polimeraz aktivitesi optimumdur ve primer uzatma,
saniyede 100 baz oranina kadar meydana gelir. RT-PCR'deki bir amplikon kii¢tlik
oldugunda, bu adim genellikle sicaklik olarak 60 °C kullanilarak annealing

asamasi ile birlestirilir.

RT-PCR deneylerinde yer alan ana reaksiyon bilesenleri DNA polimeraz, revers

transkriptaz, dNTP'ler, magnezyum kloriir ve kaliplardir.

2.10.Primerler

DNA polimeraz, yeni DNA iplik¢iklerinin sentezini baslatamaz. DNA polimeraz
caligmasi icin serbest bir 3’-OH grubunun varligin1 gerektirir. Bu nedenle, serbest 3°-OH
grubunu doyurmak igin bir primer gerekir. Bu primer bir RNA oligoniikleotiddir.
Organizma icindeki kalip DNA’y1 kopyalayan bir RNA polimeraz (primaz) ile 5°-3°
arasinda bir yonde sentezlenir. DNA polimeraz baslangigta primerin 3-hidroksil grubuna
bir deoksiriboniikleotit ekler ve daha sonra biiyiiyen iplik¢inin 3 ucuna

deoksiriboniikleotitler eklemeye devam eder. Bu nedenle primer, DNA sentezi i¢in bir
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temel olusturmaya ve hazirlamaya yarar. Laboratuarda, bilim insanlari, tek iplik¢ikli bir
DNA molekiiliindeki dizilere baglanan spesifik dizilerle DNA primerleri tasarlayabilir
ve sentezleyebilir. Bu DNA primerleri, DNA parcalarini veya DNA sekansini

kopyalamak i¢in PCR'yi gerceklestirmek i¢in yaygin olarak kullanilir (171).

2.10.1.Hiicre dongiisiiniin Primerleri

Hiicre dongiisti, hiicresel bilesenlerin iki katina ¢iktig1 ve daha sonra dogru sekilde
iki hiicrelere ayrildig1 olaylar dizisidir. Okaryotlarda, DNA replikasyonu belirgen bir
sentez faziyla smirlandirilir ve kromozom ayrilmasi mitoz fazinda meydana gelir. iki
Gap fazi, Gl ve G2 olarak bilinen S fazin1 ve mitoz fazini ayirir. Bunlar hiicrelerin
biliytidiigii aldigi, biiyiime sinyallerini biitiinlestirdigi, ¢cogaltilmis bir genom organize
ettigi ve kromozom ayrimi i¢in hazirlandigr donemlerdir. Hiicre dongiisii ilerlemesini
saglayan proteinler, sikline bagimh kinazlardir (CDK'lar). CDK'lar, DNA sentezini ve
mitotik ilerlemeyi desteklemek i¢in ana substratlar1 fosforile eden serin / treonin protein
kinazlaridir. CDK Kkatalitik alt birimleri, ubikuitin bagimli proteolizinde sik1 bir sekilde
diizenlenmis olan konik siklin alt birimleri ile baglanincaya kadar aktivite gosterir (172).
CDK aktivitesi, kiigiik inhibe edici proteinlerin, ve siklin bagimli inhibitér proteinin
(173) baglanmasiyla negatif olarak diizenlenebilir. Ayrica, CDK aktivitesi, substratlara
fosfat transferini bloke eden tirozin fosforilasyonuyla da inhibe edilebilir. Okaryotik
hiicre dongiisii iic kontrol noktasinda korunur: G1/S sinirinda, G2/M smirinda ve

metafaz/anafaz sinirinda (sekil 11) (174).
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Sekil 11. Hiicre dongiisii
2.10.1.1.Tp53 primer

Yabani tip pS3 proteini, hiicre dongiisii, DNA onarimi ve apoptoz da dahil olmak
tizere hiicre homeostazinda yer alan birgok fonksiyona sahiptir, oysa mutant p53 proteini
cogu kanserde goriiliir. Bu nedenle, TP53 (tiimér proteini 53) geni “Genomun
Koruyucusu” veya “Oliim Yildiz1” olarak adlandirilmistir (175, 176). TP53 geni, insan
kanserinde siklikla delesyona ugrayan kromozom 17'min kisa kolunda bulunur. 7P53
geninin kanonik fonksiyonlari, transkripsiyonel aktivitesine ve hiicre dongiisii
durdurmasinda yer alan p2/ geninin transaktivasyonunu desteklemesine dayanir (177).
TP53 gen mutasyonunun tipine ve konumuna bagli olarak belirgin fonksiyonel
anormallikler ortaya c¢ikar. Tek noktali mutasyonlarin, % 95'ten fazla kanserojen
mutasyonu 7P53 DNA baglanma alaninda bulunur (178). Normal hiicrelerin sadece
kiiciik bir miktarda p53 proteini bulunmasina ragmen, stres zamanlarinda seviyeler
ylkselir. Bazal kosullar altinda, P53 proteininin inaktivasyonu esas olarak MDM?2 ve
MDM4'e baglanarak gergeklesir (179, 180). MDM2 ve MDM4'in herodrodimerleri, N-
terminalleri vasitasiyla p53'e baglanir ve p53 proteininin proteasomal bozulmasini

indiiklemek icin MDM2'nin E3 ligaz aktivitesini aktive eder (181, 182). WT p53'iin ana
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kanonik islevleri, biiylime durmasi, apoptoz ve DNA onarmmini igerir. WT p53
tarafindan hiicre sikliisiiniin durdurulmasi, p2/ gibi transkripsiyonel hedef genler
araciligryla gerceklesir. p21 hem GI1/S hem de G2/M fazlarin1 baskilar (183). p53,
dogrudan p53 diizensiz apoptoz modiilatorii  (184) geninin  ekspresyonunu
indiikleyebilir. PUMA proteini, Bcl-2 ile iligkili X proteinini (Bax'1) indiiklemek i¢in B
hiicreli lenfoma 2 (185) veya B hiicreli lenfoma-ekstra biiyiik proteinine (Bcl-xL'ye)
baglanabilir. Bax, mitokondride sitokrom c salimimimi tesvik eder ve kaspazlarin
aktivasyonu ile apoptozise neden olur (184). DNA tamir genleri, GADD45, XPC ve p53-
R2 genlerinin ifadelerinin indiiklenmesi yoluyla p53 kanonik yolunda da artar (sekil 12

ve 13) (123).

[Cyoptasm] | [Niusctow) -

Sekil 12. P53 yolunun semast

Sekil 13. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda P53'iin rolii

36



Mutant TP53, terapotik bir hedef olabilir. Tedavi 3 hedefe gore siniflandirilabilir: 1)
genomik mutasyonla kaybedilen normal p53 fonksiyonunun restorasyonu (186); 2) p53
eksikligi olan hiicrelere dogrudan saldir1 (187) ve 3) normal p53 fonksiyonunun

arttirilmas (188).

2.10.1.2.MDM2

Insanlarda, MDM?2 (mouse double minute 2) geni 12q14.3-q15 kromozomunda
bulunur ve 491 amino asit proteinini ifade eder (189). Belirgin MDM?2 amplifikasyonu
olmayan bazi kanserlerde, artan gen ekspresyonu ile MDM2 protein seviyeleri ylikselir.
(190-192). MDM?2 proteini, pS3 tiimdr baskilayici proteini negatif olarak diizenler (193).
P53'in diizenlenmesi oOncelikle bir diizenleyici sistem igerisinde protein stabilite
diizeyinde gergeklesir. p5S3, MDM2 tarafindan poliubikuitinenir edilir ve daha sonra 26S
proteazomu tarafindan degrede edilir (194). Bu sistemin temel bir bileseni, p53
turnoverinin MDM?2 tarafindan diizenlendigi ve MDM2'nin ekspresyonun, p53'in
transkripsiyonel kontrolii altinda oldugu p53/MDM2 geri besleme dongiistidiir (195).
Normal hiicrelerde, p5S3, MDM?2 geninin ekspresyonu aktive eder. Hiicre stresi sirasinda,
MDM2 ve p53 fosforile edilir ve MDM2 p53'ten ayrilip proteinlere baglanir (196-198).
MDM2, p53'ii ii¢ baglantili etkiyle inhibe eder. Ik olarak MDM2, p53 transaktivasyon
domain alanina baglanir. Bu baglanma, p53'lin bazal transkripsiyon faktorlerine
erisimini sterik olarak bloke eder. Ikinci olarak, MDM2'nin E3 ubikuitin ligaz aktivitesi,
p53'in  mono-ubikitilasyona aktive eder, p53-MDM2 kompleksinin ¢ekirdekten
sitoplazmaya yer degistirmesini tesvik eder. Uciinciisii, sitoplazmada en kisa siirede,
MDM2 p53'iin poliubikuitine eder ve 26S proteazomu tarafindan degrede olmasina
neden olur (sekil 13) (181).
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2.10.1.3.RAD51

Insanlarda, RAD51 geni 15q15.1 kromozomunda bulunur. Insan RADS5I
rekombinaz, iki tamamlayict DNA molekiilii arasindaki DNA ipliklerinin bir degisimi
olan homolog rekombinasyondaki (199) merkezi adimi katalize eder (200). RADS5I1,
DNA ¢ift iplik kirilmalarinin, tek iplik DNA bosluklarinin ve durmus replikasyon
catallariin dogru bir sekilde onarimi i¢in énemlidir (201). HR fonksiyonuna ek olarak,
RADS1 ayrica hasarli veya durmus DNA replikasyon catallarini asir1 niikleolitik
bozulmadan korur (202). RADS51 rekombinaz kii¢iik bir monomerik molekiildiir. Uzun,
sarmal polimerler halinde toplanir, ssDNA kuyrugunun kirilma yerinin etrafina sarilir.
RADS51 monomerlerinin ssDNA'ya baglanmasi yavas bir islemdir ve birkag¢ araci protein
tarafindan kolaylastirilir. Timor baskilayici protein BRCA2, ¢ift sarmal kirilmalarinda
RADS51 monomerlerinin en 1iyi karakterize edici yikleyicisidir (203). Kirilma
bolgelerinde RADS1'in baglanmasi, heniiz belirsiz hiicresel rolleri olan bir protein ailesi

RADS1 paraloglarina da baghdir (204). RADS51, telomerlerde HR reaksiyonlarin
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destekleyebilir. RAD 51 eksik olan hiicreler’de telomer korumasinda homolog
rekombinasyonunun rolii ile tutarli olarak telomeraz varliginda telomer kapama ve

telomer kislamlasinin ortanan kalkmasiyla sonuglanir (205).

2.10.1.4.BRCA2

Insan BRCA2 (breast cancer 2) geni 17q21.31 kromozomunda bulunur (206).
BRCA2, cesitli islevleri yerine getirmek igin ¢oklu proteinlerle etkilesime girer.
BRCA2, hiicre dongiisli kontrolii, DNA hasar1 onarimi, transkripsiyon diizenlemesi,
genom biitiinliigliniin korunmasi, replikasyon, rekombinasyon ve kromatin hiyerarsik
kontrolii gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonlar1 gergekleitirir (207). BRCA2, gen
transkripsiyonunun bir modiilatorii olarak gorev yapar. BRCA2, cesitli hiicresel
islemlerde yer alan genlerin transkripsiyonunu diizenleyen diger proteinlerle birgok
kompleks olusturur. BRCA2'in C-ucu, bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin aktivasyon
alaninin ortak bir 6zelligi olan asidik amino asitler bakimindan zengindir (208). DNA
hasarma yanit olarak BRCA2'in ATM ve ATR tarafindan fosforilasyonu, P53 aracili
sinyallemenin aktivasyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Boylece, P53 aracili p21
transkripsiyonunu arttirir (209). BRCA2'in HR aracilt DNA DSBinin onarimindaki rolii
iyl calisilmis ve tanimlanmistir. BRCA2'nin MutS Protein Homolog 2 (MSH2), MutS
Protein Homolog 3 (MSH3) ve MutS Protein Homolog 6 (MSH6) ile etkilesime girdigi
bilinmektedir. Bu MSH proteinleri, uyumsuz DNA lezyonlarinin tamirinde rol oynar
(208). BRCAL1 farkli roller oynayarak apoptozis ile iliskilendirilmistir (170). Bir¢ok
calisma, BRCA2'nin apoptozun yukari regiilasyonundaki roliinii de gdstermistir. Yabanil
tip-BRCA2'nin ektopik ekspresyonu, stresle aktive olan protein kinaz c-Jun NH2
terminal kinazin upregulasysonuna yol agar. Ayni zamanda Fas/Fas ligandina bagl
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apoptozu tetikler. BRCA2 ile kolaylastirilmis apoptoz, BRCA2'nin C-terminal

bolgesinin kaspaz 3-aracili kesimini igerir (210).

2.10.2.DNA tamirinin primerleri

DNA hasari, g¢evresel faktorler ve hiicre i¢indeki normal metabolik islemler
nedeniyle olusur. Giinde hiicre basina 10000 ila 1000000 molekiiler lezyon hizinda
meydana gelir. Bu modifikasyonlar, normal olmayan kimyasal baglar veya eklentiler
olusturarak molekiiliin diizenli sarmal yapisin1 bozar (211). DNA hasari, endojen
hiicresel siire¢ ve eksojen ajan nedeniyle olusabilir. Endojen hiicresel islemler, azot
bazlarinin oksidasyonunu ve reaktif oksijen tiirlerinin DNA iplik¢iklerinde kirilmalarin
olusmasini igerir. Ekzojen ajanlara bagl hasar, pirimidin dimerleri olusturan C ve T
bazlar1 arasinda g¢apraz baglanma yoluyla dogrudan DNA hasarina neden olan UV
radyasyonlar1 ve radikaller olusturarak dolayli hasarlara bagh olarak ortaya ¢ikar (212).
Cogu kanserojen DNA hasar1 olusturarak ve mutasyonlara neden olur. Kanserin temel
nedeni hasarli veya hatali genlerdir. Genler DNA ile kodlanmistir, bdylece DNA'ya zarar
veren herhangi bir sey kanser riskini artirabilir. Kanserlerin ¢ogu, bir insanin yasami
boyunca biriken DNA hasarindan kaynaklanmaktadir. DNA onarimi, DNA hasarinin
ters ¢evrilmesini veya hasarli elementlerin ¢ikarilmasini igeren iki temel mekanizma ile
gergeklesebilir (213). DNA onarim mekanizmalarinin ortak yolu, a) lezyon tespiti b)
hasarlit DNA uzaklastirilmasi: niikleazlar, glikosilazlar vb ¢) onarim / resentez: DNA
ligaz, DNA polimeraz d) diger hiicresel siiregler iizerindeki etkiler: onarimin
gerceklesmesi icin daha fazla zaman tamimak amaciyla ¢ogaltma ve / veya hiicre

boliinmesi ile gerceklesir (199).
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2.10.2.1.CDKNI1A

Insan CDKN1A4 (Sikline Bagimli Kinaz Inhibitérii 14) geni 6p21.2 kromozomunda
bulunur. CDKNIA geni tarafindan kodlanan p21, sikline bagimli kinaz inhibitorlerinin
kurucu tyesidir (214). p21, genomik stabilite saglayan ve siklikla insan kanserinde
onemli hiicre dongiisii diizenleyicisidir (215, 216). p21, bircok temel biyolojik islemde
yer alan bir dizi protein ile etkilesime girebilir (216). Basit¢e bir hiicre dongiisii
inhibitoril, yaslanma indiikleyicisi ve timor baskilayici olmak yerine, simdi ¢ok daha
karmasik ve daha genis bir regiilator olarak kabul edilmektedir (217). Apoptoz,
farklilasma, DNA onarimi, transkripsiyon ve hiicre gociinde énemli rol oynamaktadir
(59). p21, G2/M gegisi ve mitotik ilerleme icin onemlidir, kayb1 mitoz kusurlarina ve
muhtemelen genomik kararsizliga neden olarak mitoz siiresini uzatir (218). p21 in vivo
olarak kromozomal biitiinliigiinii korur (219). Proliferasyonun diger tiim hiicresel
islemlerle dengelenmesi ve koordine edilmesinde yer almaktadir. Genel olarak, p21
uygun hiicre bdoliinmesini saglayan hiicre dongiisii kontrol noktalarinin 6nemli bir
diizenleyicisidir. p21, hiicre proliferasyonunu Cdks'ye baglanma ve hiicre niikleer
cogaltma antijenini dogrudan, veya dolayli olarak transkripsiyon seviyesinde Onler.
P53'e ek olarak, bir¢ok onkogen, tiimor baskilayici, enflamatuar sitokin ve besin p21
transkripsiyonunu baglatabilir (220). c-Myc min p21 gen ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. c-Myc ayrica hiicre niikleer ¢ogaltma antijenini ile p21 etkilesiminin
bozulmasina yol agan etkilesime girebilir ve DNA sentezi inhibisyonunda bir azalmaya
neden olur (221). Bu nedenle p21'in koruyucu fonksiyonu, yiiksek c-Myc seviyelerine
sahip tiimor hiicrelerinde devre dis1 birakilir (222). Zararli c¢evresel uyaranlara cevap

olarak, p21 kontrole katilir ve hiicre dongiisiiniin ge¢ici olarak durmasi baglatilir. p21 ve
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artan ekspresyonunun zaman periyodu, hiicre dongiisiiniin baskilanmasi veya genomik
stabiliteyi koruyan yanlis replike edilmis DNA'nin onarimi arasindaki dengeye katkida
bulunur (223). p21 siklikla insan kanserinde diizenlenmez. p21, hiicre dongiisiini
diizenleyerek ve genomik stabiliteyi koruyarak bir tiimoér baskilayici olarak kabul
edilmistir (59). p21, fonksiyonel p53 kaybi veya hiperaktif c-Myc onkogen nedeniyle

insan kanserinde siklikla azalir. (224).

2.10.2.2.ERCC1

ERCCI (Eksizyon onaruimi ¢apraz tamamlayict grup 1) 19q13.32'de insan
kromozomunda bulunur. Insan ERCCI geni, molekiiler klonlama ile ilk insan DNA
tamir geni kesefedildi (225). Insan ERCCI ve ERCC4 genleri, DNA onarimi ve
kromozom stabilitesinin korunmasinda yer alan bir niikleaz olusturmak i¢in birlesik
proteinleri kodlar. ERCC1 - ERCC4, hasarli DNA 5" tarafindaki insizyon yapar (226).
ERCCI1, genom biitiinliigliniin yan1 sira, niikleotid eksizyon onarim sisteminine énemli
bir hiicresel bilesenidir. En 6nemli NER proteinleri sunlardir: XPC, RNAP, CSA ve
CSB, TFIIH, ERCCI1, ERCC4, XPG, DNA polimeraz ve DNA ligaz. Genel olarak,
NER, c¢esitli DNA hasarlarim1 tanir ve hasarli noktayi iceren DNA oligoniikleotit
boliimlerini keserek onarir (227). ERCC1, igsel niikleaz aktivitesinden yoksundur, ancak
ERCCI1/XPF endoniikleaz tarafindan gergeklestirilen degistirilmis DNA sekanslarinin
ayrilmasi i¢in vazgecilmezdir. ERCC1 ve XPF genellikle ¢ekirdekte bir dimer olarak
bulunur ve molekiiler stabilite agisindan karsilikli olarak esastir, bu nedenle, ERCC1
arizali hiicrelerin XPF eksikligi de vardir ve bunun tersi de gegerlidir (228). ERCCI-

XPF dimer, gruplar arasi ¢apraz baglantilarin dogrudan onariminda islevlere sahiptir ve
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DSB'nin onarimi i¢in HR ve homolog olmayan birlestirmesine (NHEJ) miidahale eder

(sekill5) (229).

interstran onanm niikleotid eksizyon tamiri Gift zincirli kinlma tamiri

MUSET M|

l poeesy
AR

Sekil 15. ERCCI fonksiyonlar1
2.10.2.3. ATR

ATR (Ataksia—telanjistasya ve Rad3’e bagli) 3q23'te insan kromozomunda bulunur.
ATR, fosfatidilinositol 3-kinaza bagli kinaz (PIKK) serin/treonin protein kinaz ailesinin
bir liyesidir. ATR, DNA hasar1 yanit sisteminde katilan merkezi kinazlardan biridir.
ATR, tek zincirli DNA vyapilar tarafindan aktive edilir. ATR, DNA onarimini,
durdurulan replikasyon ¢atallarinin stabilizasyonunu ve yeniden baslatmay1 ve gegici
hiicre dongiisii durmasini tesvik etmek i¢in downstream hedefleri lizerinden hareket eder
(230). ATR, normal S-faz ilerlemesi sirasinda ve DNA hasarina cevap olarak intra-S-faz
hiicre dongiisii kontrol noktasinin uygulanmasinda 6nemli bir rol oynar. ATR,
Cdc25Amin checkpoints kinaz 1(CHKI1) ile bozulmasina aracilik ederek replikasyon
orjininin ateslenmesini Onler, bu da DNA replikasyonunun ilerlemesini yavaglatir ve
stres kaynaginin ¢oziilmesi i¢in zaman saglar (173). ATR ayrica, DNA replikasyonu

tamamlanmadan dnce veya DNA hasar1 varliginda hiicrelerin mitoz igine erken girisini
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onlemek icin G2 / M hiicre dongiisli kontrol noktasinin baslica aracidir. Bu ATR'ye
bagimli G2/M hiicre dongiisii durdurmasina, Cdc25A'nin pargalanmasi ve Cdc25C
fosfatazin serin 216 iizerinde CHK1 ile fosforilasyonu iki mekanizma ile aracilik eder

(231).

2.10.2.4.CDKN14

CDKNIA (sikline bagl kinaz inhibitor) 6p21.2'de insan kromozomunda bulunur.
Bu gen, DNA'ya bagimli protein kinazin (DNA-PK) katalitik alt birimini kodlar. DSB
onarim, hiicre sagkalimi1 ve DNA biitiinliigii i¢in énemlidir. Ug farkli DSB onarim yolu
var; mikrohomoloji aracili ug birlestirme (MMEJ), HR ve NHEJ baskindir (232). NHEJ,
1) DSB'nin her bir ucunda Ku'nun taninmasi ve baglanmasi; 2) DNA-PK’min kirilma
noktalarinda birlestirilmesi ve kopriilenmesi; 3) DNA uglarinin DNA-dependent protein
kinaz katalytik subunit (DNA-PKcs) ile fosforilasyonu; 4) uc¢larin DNA ligaz 1V /
XRCC4 kompleksi ile ligasyonu; 5) kompleks ayrisma birka¢ asamaya ayrilabilir. Bu
faktorlerden, DNA-PKcs hizla kirilma noktalarinda toplanir. DNA-PKcs, ATM ve ATR
de igeren fosfatidilinositol-3 kinazlarin (PIKK) Ser / Thr protein kinaz ailesine aittir. Iki
birim DNA-PKcs, DNA-PK kompleksi olusturmak i¢in iki birim Ku ile toplar. DNA-
PKcs'lerin Ku'ya ve ¢ift sarmalli DNA'ya baglanmasi kinaz aktivitesini aktive eder; ve
Ku heterodimerlerinin diger enzimlerin baglanmasina izin vermek i¢in kirilmaya dogru
translokasyonu tesvik eder. Kirtlmanin her iki tarafinda DNA-PK varligi, sinapsta iki ug
arasinda koprii olusumuna izin verir ve uygunsuz birlesme sansini azaltir. Onarimin
dogru olmasi icin DNA-PK'nin katalitik aktivitesi gereklidir. DNA-PK'in NHEJ'nin her
aktoriinli fosforile ettigi gosterilmistir. DNA kirilmas1 DNA-PK tarafindan stabilize
edildikten ve uglar islendikten sonra ligasyon meydana gelebilir (223). Ligasyon
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isleminden sonra tamir tamamlanir. Disfonksiyonel NHEJ, genetik stabilitesinde ciddi
sorunlara neden olabilir. Yetersiz NHEJ, iki farkli kromozomun iki ucunun
ligasyonundan sorumlu olabilir. Bu veriler G1/S fazinda NHEJ tarafindan hizli onarimin
Oonemini gostermistir. Ayrica, NHEJ defekti olan hiicreler, DNA'ya zarar veren ajanlara
kars1 daha hassastir ve DSB'lerin veya mutasyonlarin birikmesi, DNA biitiinliigii i¢in

dramatik olabilir (233).

2.10.3.Anjiyogenez primerleri

Anjiyogenez, viicutta iiretilen belirli biyomolekiiller tarafindan kontrol edilen
normal ve kompleks bir islemdir. Yeni kan damarlarinin olusumu, endotel hiicrelerinin
tomurcuklanmasi yoluyla onceden var olan kan hiicrelerinden gelir ve boylece damar
agacini genisletir (234). Anjiyogeneze yonelik adimlar, proteaz {iretimini, endotel hiicre
goclinii ve c¢ogalmasini, vaskiiler tiip olusumunu, yeni olusturulmus tiiplerin
anastomozunu, yeni bir bazal zarin sentezini ve perisitlerin ve diiz kas hiicrelerinin
birlesmesine igerir. Biiylimesi veya lokal olarak metastaz yapmasi igin, tiimdr
dokusunun kan damarlar1 tarafindan saglanacak oksijen ve besin maddelerine ihtiyact
vardir (235). Oksijen hiicre biliylimesinde anahtar oldugundan, hipoksik tiimor hiicreleri
boliinmez. Biliyiiyen kanserlerde, endotel hiicreleri, anti-anjiyojenik faktorlerin {iretimi
azaldiginda endotel hiicre biiylimesini ve hareketliligini aktive edebilen prostaglandin E1
ve E2 ve Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) gibi bir¢ok proteinin salgilanmasi

nedeniyle kuvvetle aktiftir (236).
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2.10.3.1.VEGFB

VEGFB (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii B) geni, 11q13.1 kromozomunda
bulunur. Bu gen, trombosit kaynakli bityiime faktorii (PDGF)/VEGF ailesinin bir liyesini
kodlar. VEGF ailesi {iiyeleri kan damarlarinin olusumunu diizenler ve endotel hiicre
fizyolojisinde yer alir. Bu iiye VEGFR-1 i¢in bir liganddir. VEGFB ekspresyonu birgok
farkli timor tipinde bulunabilir ve ekspresyonunun c¢oklu kanserlerde arttig
bulunmustur (237). Diisiik bir VEGFB ile kanser hiicresi hattinda VEGFB
fonksiyonunun kazanimi, dolasimdaki timor hiicrelerinde ve metastazlarinda artisa
neden olur (238). Artirmis VEGFB fonksiyonu, perivaskiiler hiicreler azalis1 ve vaskiiler

s1zint1, inflamasyonma, hipoksi ve M2 benzeri makrofajlara artig1 neden olur.

2.10.3.2.PDGF-B

PDGF-B (Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii B) geni, 22q13.1 kromozomunda
bulunur. PDGF-B mitojenik, diferensiyason, kemotaktik ve anjiyojenik ozelliklere
sahiptir ve yara iyilesmesinde rol oynar. PDGF-B bir¢ok patolojiyle iliskilendirilmistir
(239). Ozellikle, PDGF-B gesitli yaygin iyi huylu tiimérlerde ve malignitelerde yer
almistir (240, 241). Tiim kosullarda anjiyojenez, ¢ogu durumda, tiimor perflizyonunu
engelleyen sapkin ve sizdiran kan damarlari olusturur. Bu nedenle vaskiiler olgunlagma,
normalde perisitlerin yeni iiretilen damarlara alinmasiyla gerceklestirilen optimal timor
perfiizyonunu saglamak i¢in ¢ok dnemli bir prosediirdiir (242). Vaskiiler olgunlasmada
oynanan PDGF-B / PDGF reseptor sinyallemesinin onemli rolii genetik olarak iyi
tanimlanmigtir. Damar biiylimesi sirasinda, endotel hiicreleri PDGF-B’yi salgilar.
PDGF-B sadece perisitlerin hareketliligini giiclendirmekle kalmaz ayn1 zamanda perisit
alimini tesvik etmek icin kemotaksis benzeri bir gradyan iiretir (243). Son zamanlarda,
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PDGF-B sinyalini tiimdrlerde vaskiiler yeniden sekillendirme ile iligskilendirdigi ve
timorlerde transgenik PDGF-B ekspresyonunun perisit yogunlugunu artirabilecegini

gosterdigi bildirilmistir (244).

2.10.4.Apoptoz primerleri

Apoptozis, hiicrenin programlanmis hiicre 6limii i¢in dogal mekanizmasidir.
Ozellikle uzun 6miirlii memelilerde, homeostazin yani sira gelisiminde kritik bir rol
oynadig1 icin ¢ok dnemlidir (245). Gereksiz veya istenmeyen hiicrelerin yok edilmesine
ve oldukca diizenli bir islem gorev yapar. Apoptotik yol, hem hiicre i¢ci hem de hiicre
dis1 sinyallerle aktive edilir. Apoptoza yol agan sinyal tipi ile iligkili olan i¢sel ve dissal
yollar iki farkli yol vardir. Ayrica sirastyla mitokondriyal ve 6liim reseptorii yollar
olarak da adlandirilirlar (246). Hiicre igi sinyaller, DNA hasari, biiylime faktorii ve
sitokin yoksunlugunu igerirken, en yaygin hiicre dis1 sinyaller, bagisiklik sisteminden
sitotoksik T hiicreleri tarafindan zarar gérmiis veya enfekte olmus hiicrelere yanit olarak
iretilen Olime neden olan sinyallerdir. Yollar o6ldiiriicii kaskadlarinda birlesir (247).
Apoptozis sinyali bildirildigi anda, hiicre i¢inde degisiklikler meydana gelmeye baslar.
Bu degisiklikler, hiicre iskeleti ve niikleer proteinler gibi hiicresel bilesenleri parcalayan
kaspazlarin aktivasyonunu igerir. Kaspaz aktivitesinin sonucu olarak, apoptotik hiicreler
biiziilmeye baslar ve makrofaj tepkisine isaret eden plazma zar1 degisikliklerine ugrar
(245). Apoptoz, hedef proteinleri parcalayan bir sistein protein smifi olan kaspazlar
tarafindan gergeklestirilir. Kaspaz proteaz aktivitesi, yiizlerce ¢esitli proteini parcaladigi
ve basarili apoptoz i¢in ¢ok onemlidir. Dort adet baslatici kaspaz (kaspaz-2, -8, -9, 10)
ve li¢ uygulayici kaspaz (kaspaz-3, -6, -7) vardir (247). Uygulayic1 kaspazlari, sonunda
hiicrenin dliimiine yol agan hedef proteinleri ayirir. Apoptozun diizensizligi ¢ok ¢esitli
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hastaliklarda bir belirtidir. Hizlandirilmis apoptoz, infertilite, immiin yetmezlik ve akut
ve kronik dejeneratif hastaliklarda bulunur ve inhibe edilmis apoptoz kanser ve
otoimmiin hastaliklara neden olur. Kanserin onlenmesi apoptozun ana islevlerinden
biridir. Apoptotik kontroliin kaybi, kanser hiicrelerinin daha uzun siire hayatta
kalmalarin1 saglar ve tiimor ilerlemesi sirasinda invazivligi artirabilen, anjiyogenezi
uyaran, hiicre cogalmasini deregiile eden ve farklilagmaya miidahale edebilen
mutasyonlarin birikmesi i¢in daha fazla zaman verir (245). Kanser hiicrelerinin
apoptozdan kagmmasinin iki yolu vardir: kaspaz fonksiyonu inhibe edilebilir veya

apoptoz tetiklemesi engeller (sekil 16) (246).
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Sekil 16. Apoptoz yollari
2.10.4.1.CASP2

CASP2 (kaspaz 2) geni, 7q34 kromozomunda bulunur. Kaspaz-2, hasar goérmiis
hiicreleri ¢ikarmayr amaglayan hiicresel sistemin kritik bir bilesenidir. Apoptoz
yolundaki bir fonksiyonla uyumlu olarak kaspaz-2, bir tiimor baskilayicidir (248).
Kaspaz-2'nin, uyaricilar1 takiben etkili bir apoptotik tepkisi baglatmak icin gerekli

olmasima ragmen, kaspaz-2'nin tiikenmesi, genomik dengesizlik, degistirilmis hiicre
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dongiisii diizenlemesi, oksidatif stres tepkisinin aktivasyonu ve erken yaslanma gibi
coklu hiicre sonuglarina sahiptir (249). Aslinda, genomik instabilite, kanserin evrensel
bir isaretidir. p53, genomik kararsizlia karst Oonemli bir yanitlayic1 ve kaspaz-2,
genomik stresden sonra, hem p53'e bagl hem de bagimsiz bir sekilde aktive edilir (185).
Kaspaz-2, stres uyaricilarinin sinyallemesinde apikal konuma sahip bir baslatic1 kaspaz
olarak kabul edilir. Bazi uyaricilar, PIDDosome kompleksi yoluyla kaspaz-2
aktivasyonunu tetikler. PIDDosome kompleksi, kaspaz-2 i¢in bir "aktivasyon platformu"
olarak nitelendirilen ve PIDDI ve RAIDD proteinlerini igeren yiiksek molekiiler
agirlikli bir protein diizenegidir (250). Ek olarak, kaspaz-2'nin, diger uyaricilara cevap
olarak PIDDozomdan bagimsiz bir mekanizmada aktive edildigi, kaspaz-2'nin farkl
hiicresel yollarda yer alma ihtimalini arttirdigi gosterilmistir (251). Sitoplazmada ve
niikleollerde farkli kaspaz-2 aktivasyon platformlar1 ve bunlarin PIDDosome proteinleri
icin gereksinimleri farklidir. Caspase-2 iki farkli hiicresel lokalizasyon ve aktivasyon
profiline sahiptir. RAIDD sitoplazma, ¢ekirdekler ve niikleollerde kaspaz-2 aktivasyonu
i¢cin gerekli iken, PIDD sadece niikleolar kaspaz 2 aktivasyonu i¢in gereklidir. Boylece,
PIDD, kaspaz-2'nin DNA hasarina bagl niikleolar aktivasyonu i¢in kritik ve spesifiktir

(sekil 17) (115).
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Sekil 17. Kaspaz-2 aktivasyonunun iki bélmesi
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2.10.4.2.c-MYC

c-MYC geni, 8q24.21 kromozomunda bulunur. MYC transkripsiyon faktorii ailesi
c-, L- ve N-MYC'den olusur. MYC familyasi proteinleri ¢ogalma, farklilasma, yapisma
ve hayatta kalma dahil olmak {iizere ¢oklu hiicresel siirecleri diizenleyen giiclii
transkripsiyon faktorleri olarak islev goriir (252). Cesitli arastirmalar MYC'nin
genomdaki regiile edilmis genlerin ¢oguna baglanan bir ana transkripsiyonel regiilator
islevi gordiiglinii gostermistir. MYC proteinlerinin ekspresyonu, normal dokularda
transkripsiyonel, translasyonel ve translasyon sonrasi seviyelerde siki bir sekilde,
yaklasik 20 dakikalik bir yar1 dmiirle diizenlenir (253). MYC amplifikasyonu, MY C'nin
hastalik durumlarinda deregiile edilmesi birincil yontem olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, MYC'nin posttranlaslasyonunun diizenlemesi, MYC'nin stabilize ve
etkinlestirildigi amplifikasyondan bagimsiz olarak, énemli bir mekanizma olarak ortaya
cikmistir. Arastirma, MYC stabilite ve fonksiyonunun diizenlenmesi igin kritik olan
birbirine bagl iki fosforilasyon bolgesini belirlemistir. Biiylime uyarici sinyallerin
downstream, RAS / MEK / ERK kaskadi veya CDK'ler aktivasyonu, MYC'nin serin
62'de (S62) fosforilasyonuna yol acar (254). Bu modifikasyon, trans’tan cis
konformasyonuna MY C'de prolin 63'iin izomerlestirilmesini destekler. Bu olaylar MYC
DNA baglanmasini arttirir ve gen regiilasyonunu hedefler. S62'nin fosforilasyonu ayrica,
MYC’de treonin 58'de (pT58-MYC) glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) aracili
fosforilasyon i¢in MYC'yi bilgilendirir, ve boylece MYC turnover baslar. Cift fosforile
edilmis MYC (pS62 / pT58-MYC) daha sonra ikinci izomerizasyona girerek Proline 63
MYClyi trans konformasyonuna dondiiriir. Bu ikinci izomerizasyon olayi, MYC'nin

trans-spesifik fosfataz Protein Fosfataz 2A (PP2A) ile birlestirilmesine yol agar. Bu
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birlestirme, S62 reziduyu defosfore eder ve ubikuitin aracili proteosomal bozunmasi ile
MYC'yi hedefler (255). MYC'nin ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip oldugu goz Oniine
alindiginda, bu fosforilasyon ve izomerizasyon durumlarinin dengesi, MYC proteininin
kontrollii aktivitesi ve hizli bir sekilde geri doniisiinii saglar. Bu sekilde, normal
hiicrelerde gen hedeflerinin kalic1 ifadesini onlerken hiicresel sinyallere hizlandirilmis
bir tepki verir. Yiiksek bir kanser oraninin, hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini ve
istila ediciligini arttirmak i¢cin MYC aktivitesini artiracak mekanizmalar gelistirdigi iyi
bilinmektedir (252). Hastalik durumlarinda, anormal MY C ekspresyonunun hem ytiiksek
hem de diisiik afiniteli konsensiis sekanslarina MYC baglanmasiyla promotor istilasina,
cok sayida hedef genin ekspresyonunu degistiren, yol actifin1 gostermistir (256).
Amplifiye veya yiiksek Myc ekspresyonu, hemen hemen her insan kanser hattinda,

cesitli derecelerde gozlemlendigi gibi tiimor olusumunu tetikleyebilir (126).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.Kullanilan Cihazlar
e Hassas Terazi (Denver Instrument Company, USA)
e Laminar flow kabin (Steril-Vbh)
e Maestro Nanodrop (Green Bioresearch, USA)
e Manyetik karistiric1 (BIBBY Stuart, UK)
e Masaiistli mikro santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)
e Mikropipetler -2 pl, 10 pl, 20 ul, 200 pl ve 1000 pl- (Gilson, USA)
e pH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)
e Isiticili manyetik karistirici
e Mikroskoba bagh fotograf sistemi
e RT-PCR Cihazi/Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)
e Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems, USA)
e Vorteks (Clifton Cyclone, UK)
e Karbondioksitli Inkiibatdr (Niive, Turkiye)
e Prop-sonikatdr (Fisher sonic 300, USA)
e UV-VIS spektrometre (Hitachi, Japan)
e Otoklav (Niive- Turkiye)
e Zeta Potansiyel Cihazi
e Aspirator
e UV Lambasi

e Su Banyosu
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Invert Mikroskop (BestScope BS-2090, China)
Dijital Pipetor

Mikroplate Okuyucu (Biotech epoch, Germany)
4°C Buzdolab1

-80°C Derin Dondurucu

3.2.Kullanilan plastik malzemeler

0,2 ml ve 2,0 ml mikro santrifiij tiipleri (Axygen)
0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 ul mikropipet uglari (Axygen)
100 pl PCR tiipleri (Qiagen)

15 ml ve 50 ml konik uclu falkon tiipleri (LP’s)

5 ml, 10 ml, 25 ml plastik pipetler (LP Italiana SPA)
6 ve 96 well plate

25 mL’lik flask

75 mL’lik flask

Kryoviyaller 1.8 ml

Egimli boyun siseleri

Eldiven

Biiyiik pastor pipeti

Kiigtik pastor pipeti

Hemocytometer
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3.3.Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Etil Alkol (Merck, Germany)

Metanol (Merck, Germany)

Merkabtoetanol (Sigma, USA)
Etilendiamintetraasetik asit (Merck, Germany)
Trikloroasetik asit (Merck, Germany)

Sodyum byruvat (Merck, Germany)

NADH (Sigma, USA)
Tris(hydroksimetil)aminometan

Gltatyon (Merck, Germany)

Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)
Disodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)
FospFate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
Sodyum sitrat (Merck, Germany)

Hidrojen peroksit (Merck, Germany)
RNAlater (Qiagen, Germany)

RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

RT First standart kit (Qiagen, Germany)

RT? qPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)
RT? SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany)
HeLa sevical kanseri hiicre hatti

MTT(3-(4.5-dimetilthiazol-2-yl) (Sigma, USA)
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e Dimetil sulfoksit (Merck, Germany)

e TiO; nanoparticle (Sigma, USA)

e PEG-maleic acid anhydride (Merck, Germany)

e PTX (Sigma, USA)

e Propidium iyodit (Merck, Germany)

e Aquaguard

e Ultrasafsu

e Distile su

e Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) (Biological industries, USA)
e Fetal bovine serum (FBS) (Biological industries, USA)
e Tripsin (Biological industries, USA)

e Penisillin (Sigma, USA)

e [-Glutamin (Sigma, USA)

3.3.Kullanilan Besiyerleri

DMEM

e % 10 fetal sigir serum

e %1 L-glutamin

e 100 pg/ml Penisilin — streptomisin

e 450 ml sterii DMEM igerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml
Penisilinstreptomisin ve 5 ml amfoterisin B ilave edilerek kullanima hazir hale

getirildi (257).
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3.4.Kullanilan tampon ve cozeltiler

Tris-EDTA tamponu (TE): 10 mM Tris base, | mM EDTA, pH 8.0

e 0.0605 gTris

e 0.0146 g EDTA

e 0.0605 g Tris 25 ml DNAse free su icerisinde ¢oziindiiriildii.

e Hazirlanan Tris soliisyonu igerisine 0.0146 EDTA g eklendi. HCI ile pH 8'e
ayarlandi. Son hacim DNAse free su ile 50 ml tamamlandi. Bu ¢6zelti primerler

¢O0zmek icin kullanildi.

0.1 M Sodyum fosfat tamponu

e 3371 g Na,HPO4 ve 0.165 g NaH,POy, tartilip bir miktar dH,O’da ¢oziildi ve
100 ml’ye tamamlandi. pH 8’e ayarlanip son hacim dH,O ile 200 ml’ye

tamamlandi.

5.0 mM 5,5ditiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)

e 0.0049 g DTNB tartilip 25 mL dH,O eklenip 1sitma ile ¢ozlindii.

% 5 Trikloroasetik asit (TCA)

e 10 g TCA tartilip 200 mL dH,O eklenip ¢oziindii.

0.2 M Tris tamponu

e 485 g tris HCI tartilip 150 mL dH,O eklenip pH 7.3’ye ayarlaip 200 mL’ye

tamamalndi.
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6.6 mM NADH

e 0.234 ¢ NADH tartilip 50 mL Tris tamponu ile ¢oziindi.

30 mM Na pyruvat

e 0.165 g Na pyruvat 50 mL Tris tamponu ile ¢dziindii.

Fosfat bufferd saline (PBS)

e 4.94 ¢ PBS tartilip 500 ml dH,O ile ¢dziindii.

5 mg/mL MTT cozelti

e g MTT tartilip 200 mL PBS ile ¢oziindii.

3.5.HelLa servikal Kanseri Hiicre Hatti
Bu calismasi kapsaminda insan servikal kanser hiicre hatlarindan 31 yasinda servikal
kanserli bir hastadan elde edilmis HeLa epiteliyal servikal adenokarsinom hiicre hatti

kullanilmistir.

3.6.Kullanilan Besiyeri

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

e 9% 10 fetal s1g1r serum

e %1 L-glutamin

e 100 pg/ml Penisilin — streptomisin

e 450 ml steril DMEM igerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin ve 5 ml Penisilin-

streptomisin ilave edilerek hazirland.
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3.7.insan Serviks Kanser Hiicrelerinin Canlandirilmasi ve Cogaltilmasi

1.

-80°C’de buzdolabi igerisinde stok olarak dondurulmus HeLa hiicreleri, sicakligi
37°C ye ayarlanmis su banyosunda hizla ¢ozdiirtildi.

Cozdiirtilen hiicreler 15 ml'lik santriftyj tiiplerine alinip ve 5 ml DMEM besiyeri
ilave edilerek 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.

Siipernatantin uzaklastirilip, peletin tizerine 1 ml DMEM eklenerek 25 cm®lik
flaska aktarildi.

5 ml DMEM eklenerek, 37 °C’de ve %5 CO; ig¢eren inkiibatorde kiiltiire edildi.
Hiicreler uygun inkiibe kosullarinda kiiltiire edildikten sonra morfolojik
ozellikler 151k mikroskobu ile izlendi.

Hiicrelerin iki giinde bir besi ortami degistirildi. Hiicreler haftada iki kez
pasajlandi. Pasajlama isleminde besiyerinin dokiilmesini takiben hiicreler 2 ml
PBS ile yikandi ve hiicre kiiltiirii flaskina yapisik olarak yasayan hiicreler
kalkmasi i¢in 2 ml Tripsin-EDTA eklenerk 2-3 dakika inkiibatérde bekletildi.
Hiicreler kalktiktan sonra {izerine eklenen tripsin noétrlestirme igin ayni hacim
DMEM eklendi ve bulunan hacim 2 flaska ayrildi.

Biiyiiyen HeLa hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1%*10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi ve hiicrelerin zemine tutunmasi igin 24

saat boyunca inkiibe edildi.

3.8.TiO; nanopartikiillerinin ve PEG-TiO;’nin sentezi

TiO; nanopartikiilii sol jel yontemi kullanilarak elde edildi. Bunun i¢in 108 ml

titanyum fosfit (TiP), 252.5 ml isopropanol igerisine eklendi ve karisim 500 rpm de 5

dakika manyetik karistiricida karistirildi. Karistirma isleminden sonra 2 ml hidroklorik
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asit (HCI) 25.5 ml n-propanol karisimi biiret ile ekleme oran1 1ml/min olacak sekilde
alkoksit c¢ozeltisi iizerine eklendi. Bu durumda molar oran HCI/TIP 0.54 olarak
ayarlandi. Karisim 30 dk kanistirildi. Karigtirma islemi bitiminde 25.33 ml su ve 160.3
ml isopropanol karisimi biiret ile ekleme oran1 1ml/min. olacak sekilde alkoksit ¢cozeltisi
tizerine eklendi. Bu durumda molar oran H,O/TIP4; oldu. Karisim 24 saat oda
sicakliginda karistirildi ve sonunda jel iirlin elde edildi. Jel, ¢oziicii ve sudan ayrilmak
tizere santrifiijlendi ve gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 400°C de 1

saat kiil firninda bekletildi. Bu islemler sonucu da TiO, nanopartikiilii elde edildi.

PEG-TiO;’nin sentezinde ise dncelikle 100 mg/ml PEG-maleik asit anhidrit suda
¢oziildii ve pH1 0.1 M NaOH ile 4’e ayarlandi. Karboksil gruplarini aktive etmek icin
0.8 mol/l derisiminde olan 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 0.6 ml hacimde eklendi ve
sollisyon oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 0.3 ml 0.2 M 4-amino-
salisilik asit (ASA) soliisyonu eklendi ve soliisyon 40 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
Tepkimeye girmeyen ASA ve diger kiiciik molekiiller 5 kez santriflij islemine tabi
tutuldu ve tepkimeye giren PEGMA-ASA ¢oziiciisiiniin degigimi 25 °C’de; 20 hPa 3
dakika ve 5 hPa 35 dakikada gerceklestirildi. PEGMA-ASA’nin konsantrasyonu dimetil
formamit (DMF) ile 50 mg/ml’ye ayarlandi. Asidik TiO, ¢ozeltisi organik titanyum
bilesiginin hidrolize dayali termal sentez yoluyla hazirlandi ve bu islemin sonrasinda
peptizasyon yapildi. Klorotitanyum triizopropoksidin hidrolizinden sonra nitrik asit ile
peptizasyon 80 °C’de gergeklestirildi. Tepkiyen maddenin (reaktantin) %20 ‘lik kati
icerigi (agirlik/hacim) 1.5 M HNO; ile ayarlandi. Sonrasinda 30 dk 200 kHz
ultrasonifikasyona tabi tutuldu ve zeta potansiyel cihazi ile partikiil boyut dagilimima
bakilidi. TiO, soliisyonu (0.75 ml) 10 ml DMF eklendikten sonra 5 ml 50 mg/ml

59



PEGMA-ASA’nin igerisine eklendi ve karigtirildi. 130 °C’de 16 saat inkiibe edildi ve
tepkime 600 rpm de hizli bir sekilde karistirilarak soliisyon elde edildi. Tepkime sona
erdiginde oda sicakliginda sogutulan ve reaksiyona giren PEG-TiO, c¢oziiciisiiniin
degisimi 40 °C’de 5 hPa 10 dakikada gerceklestirildi. PEG-TiO, sulu soliisyonunun
konsantrasyonu su ile 10 mg/ml’ye ayarlandi ve PEG-TiO, sulu soliisyonu 5 kere

santrifiij edilerek tekrar zeta potansiyel degerine bakildi.

3.9.PEG-TiO; Nanotasiyici sisteme PTX ilacin yiiklenmesi

PEG-Ti0; iizerine yiiklenecek olan PTX 0.5 mmol/L pH 8'de gece boyunca PEG-
TiO; soliisyonlar1 (~ 0.2 mg / mL) ile karigtirildi. Baglanmamis fazla PTX 100 kDa
filtreden gegirildi, ayirild1 ve yikama islemi tekrar edildi. Daha sonra elde edilen PEG-

Ti0,-PTX 4 °C'de muhafaza edildi.

3.10.Hela kanser hiicrelerinde TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
antikanser aktivitesi

24 saatlik inkiibasyondan sonra, her ilacin farkli konsantrasyonlarda 1 pL'si
kuyucuklara eklendi. Konsantrasyonlar 50, 25, 10, 5, 2.5, 1.25, 1.0 ve 0.5 pg/mL’idi. 24,
48 ve 72 saat siiresi ile 5% CO, igeren 37°C’de inkiibe edildi. Negatif kontrole sadece
medya, oysa pozitif kontrole su eklendi. Belirtilen siirenin bittikten sonra 10 ul (3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid MTT kuyucuklara ilave edildi. 3 saat
stiresi ile 5% CO; igeren 37°C’de inkiibe edildi. Medya ve MTT uzaklastirdiktan sonra
yasayan hiicre i¢inde olusturulan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in DMSO eklendi. Her
kuyucuka 100 pL DMSO ilave edilip oda sicakliginda 15 dakika boyunca karistirilarak

inkiibe edildi. Absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda okundu. Absorbans, ELISA
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reader kullanilarak 6l¢iildii. Denemeler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. TiO,, TiO,-
PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX igin 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde sirasiyla ICs

degerleri tespit edildi.

3.11.Hiicrelerden RNA izolasyonu

ICso degerleri hesaplandiktan sonra biiyiitilen HeLa hiicre hat1 hiicre/kuyu 6
kuyucuklu platlara her bir kuyuckta 1600 pL ekim yapilip hiicrelerin zemine tutunmasi
icin 24 saat boyunca inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, her ilacin ICsg

konsantrasyonu kuyucuklara eklenip 48 saat boyunca ICsy dozlari etkilestirildi.

RNA izolasyonu, katolog numaras1 74104 olan RNeasy (Qiagen) mini izolasyon
kiti yararlanarak ftretici belirtildigi gibi adimlar takip edildi. Hiicre hattidan RNA
izolasyon baslamadan 6nce sonraki tamponlarin hazirlanmasi énerindi. 1) Ilk olarak
tampon 10 pl B-merkaptoetanol alinip 1 mL RLT buffere eklendi. Hazirlanan RLT
bufferinin émrii oda kosullarinda 1 aydir. 2) Ikinci olarak % 96’lik etanolden 44 mL

alinarak 11 mL RPE bufferine eklendi.

1. Plate’deki sivi dokiiltiikten sonra hiicreler 350 uL. RLT miktar1 ile homojenize
edilerek lizat haline getirildi.

2. Homojeniz edilmis lizat dikkatli sekilde 2 ml’lik toplana kap1 igerisindeki spin
kolona aktarildi. 8000 xg’de santrifiij edilip kolon atild.

3. 350 pL %70 etanol supernatanta eklendi. Pipet yapilarak karistirildi.

4. 700 uL ornek, 2 ml’lik toplama kabi igersindeki spin kolona aktarildi. Kapak

kapatilarak 15 saniye 8000 xg’de santrifiij edildi. Alt kisimdaki siipernatant atildi.
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5. Spin kolon 2 ml’lik toplama kabina alinip iizerine 700 pL RW1 buffer eklendi.
Kapak kapatarak 8000 xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Alt kisimdaki supernatant
uzaklagtirildi.

6. RNaz spin kolonuna 500 pL. RPE eklendi. Kapak kapatarak 8000 xg’de 15 saniye
santriflij edilip alt kisim atild1.

7. Spin kolona 500 pLL RPE eklenmistir. Kapak hafifce kapatilip 8000 xg’de 2 dadika
santrifiij edildi.

8. Spin kolon 1.5 mllik yeni bir toplama kabina alindi. Spin kolon membranin iizerine
dogrudan 30-50 uL RNaz free water eklendi. Kapak kapatilip 8000 xg’de 1 dakika
santrifiij edilerek, RNA kolondan ayrildi. Bir miktar su ile bu adim tekrarlandi. Elde
edilen RNA’lar, nanodrop cihazi ile kantitatif olarak Olctildiikten sona RNA’lar
cDNA sentezi kullanildi.

9. RNA kaliteleri ve miktarlart uygun degerler arasinda elde edildi. Buna gore;

A260/A280 =1.9-2.1
RNA miktar1 =25 ng-5 pg
3.12.RNA’dan cDNA Sentezi

1. RT2 First Strand Kit, cDNA sentezi i¢in kullanildi. DNA sentezi i¢in, protokole
gore asagidaki adimlar takip edildi.

2. RT2 First Strand Kit ¢6ziindiikten sonra 10-15 saniye santifiij edildi.

3. Asagdaki tabloya gore RNA oOrneklerinden her biri i¢in genomik DNA

eliminasyon karigimi hazirlandi. Karigim dikkatli sekilde santrifiij edildi (Tablo

).
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Tablo 1. Genomik DNA eliminasyon karigimu.

Madde Miktar
RNA 2uL
GE buffer 2 uL
Nukleaz free water 6 uL
Total hacim 10 pLL

4. Genomik DNA eliminasyon karisim 42 °Cde 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
hemen buz igerisinde 1 dakika bekletildi.

5. 10 pL genomik DNA eliminasyon karisimi igeren her tiipe 10 pL reverse
transkriptaz karisimi eklendi. Pipet ile alt-list edilerek dikkatlice karigtirildi.

Reverz transkriptaz karisimi asagdaki tabloya gore hazirlandi (tablo 2).

Tablo 2. Reverse transkriptaz karigima.

Madde Miktar
5xBC3 4 uL
P2 kontrol 1 ulL
RE3 reverse transkriptaz karigimi 2 uL
Niikelaz free water 3 uL
Total hacim 10 pLL

6. PCR ile reverz transkripsyon protokolii 15 dakika 42 °C’de ve 5 dakika 95 °C’de
inkiibasyon ayarlandi. Sonra reaksyon hemen durduruldu.
7. Her bir ornek tiiptine 91uL. RNase-free su eklenip pipet ile alt-list edilerek

dikkatlice karistirildu.
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8. Reaksiyon tiipleri buz iizerine yerlestirildi ve bu durumda RT-PCR kullanimaya

hazir hale getirildi.

3.13.RT-PCR

RT-PCR igin “RT”> qPCR Primer Assay” ve “RT2 SYBR Green Mastermixes”
kitleri kullanildi. 0.2 mL’lik tiiplere her bir primer i¢in mastermiks karisgimlart ayri
hazirlandi. 12 primer ve house-keeping gen (GAPDH) olarak calisildi. Primer sayisi
kadar (13) mastermix hazirlandi. Toplam 6rnek sayist 6 oldugu i¢in “6x” seklinde her

bir mastermiks miktar1 agagdaki tabloya gore hesaplandi ( tablo 3).

Tablo 3. Mastermiks kasrisimi.

Madde Miktar
RT? SYBR Green Mastermix 12.5 uL
cDNA 1.0 uL
RT? gPCR primer 1.0 uL
RNase free water 10.5 uL
Total hacim 25.0 uL

Mastermiks karasim 0.5 mL’lik eppendorf tiiplerde hazirlandi. Mastermix karigimlar
hazirlandiktan sonra RT-PCR strip tiipler bloga dizildi (5x13=65 strip tiip). Once her bir

cDNA (1 pL) daha sonra hazirlanan mastermix’ler (24 pL) strip tliplere eklendi.

Tiplerin kaplar1 kapatildi, 72°1lik mavi rotora 1’den baslayarak dizilmis ve rotordaki bos
kisimlar bos tiiplerle dolduruldu. Uzerine kelepgesi takindi ve RT-PCR cihazina

yerlestirildi.
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Asagdaki sartlara gore PCR dongii programi uygulanilarak calistirildi (tablo 4).

Tablo 4. RT-PCR dongii kosullar

Sicakhk Zaman Dongii sayisi
95 10 dakika 1
95 15 saniye 40
60 1 dakika 40

Calismamizda kullanilan primerler Tablo 5°te verildi.

Tablo 5. RT-PCR yonteminde kullanilan primerler, firma ve katalog numaralari.

Primerler Etkisi Katalog Numarasi Firma
Tp53 Hiicre dongsii QT00060235 Qiagen
MDM, Hiicre dongsii QT00056378 Qiagen
RADS1 Hiicre dongsii QT00072688 Qiagen
BRCA2 Hiicre dongsii QT00008449 Qiagen
ERCCI DNA tamiri QT00059374 Qiagen
ATR DNA tamiri QT00030779 Qiagen
CDKNIA DNA tamiri QT00062090 Qiagen
PRKDC DNA tamiri QT00086828 Qiagen
VEGFB Anjiyogenez QT00013783 Qiagen
PDGFB Anjiyogenez QT00001260 Qiagen
CASP2 Apoptoz QT01342509 Qiagen
MYC Apoptoz QT00035406 Qiagen
GAPDH I¢ kontrol PPHO00150F Qiagen

65



3.14.inorganik Fosfat Tayini

Cozeltiler

e 5M100mL H,SO4

e %75 10 mL Na-Molibdat + 5M 10 mL H,SO4: 10 mL i¢in %7.5’lik Na-
Molibdat’tan tartilarak distile su ile hazirlandi. Uzerine SM H,SO4’ten 10 mL
alinarak karistirildi.

e %]1’lik 10 mL Askorbik asit: Askorbik asitten 0.1 g tartilarak distile su ile 10 mL
tamamlandi.

e 1 mg/mL KHPO4 + 1 mL 5 M H,SO4: 1 mg/mL KHPO, ten 0.4393¢ tartilarak
bir miktar suda ¢oziildii ve lizerine SM’lik H,SOs’ten 1 mL eklendi. Ardindan

cozelti distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Deneyin yapilist

1. Stok standart fosfat ¢ozeltisinden 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.15 ve 0.2 mg/mL
derisimlerinde ¢alisma standartlar1 hazirlandi.
2. Calisma standartlar1 asagidaki cizelgedeki ¢ozeltileri hazirlamada kullanildi

(tablo 6).

Tablo 6. inonganik fosfat tayini icin numune, standart ve kdr karasiminin hazirlanmast.

Numune (uL) Standart (uL) Kor (nL)

Standart - 100 -
Hiicre 100 - -
Su - - 100
TCA 200 200 200
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3.

Tiiplerde olusan ¢okelti santrifiijlerek silipernatant dikkatlice alinip asagidaki

tabloya gore spektrofotometre kiivetleri hazirlandi (tablo 7).

Tablo 7. Inonganik fosfat tayini icin numune, standart ve kér siipernatant hazirlanmasi.

4,

Numune (uL.) Standart (uL) Kor (uL)

Su 150 150 450
Numune 300 - -
Standart - 300 -
Na-Molibidat 300 300 300
Askorbik asit 300 300 300

Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢tildii.

3.15.GSH Tayini

Stipernatan hazirlanmasi

1 mL hiicre homojenat1 alip 4 mL %5°1ik TCA eklendi.

. 20 saniye karigtiricida vortexlendi.

1
2
3.
4

1000g’de 15 sanyie santrifiige edildi.
Siipernatant dikkatlice alinip asagidaki tabloya gore spektrofotometre kiivetleri

hazirlandi (tablo 8).

Tablo 8. GSH tayini numune, standart ve kor i¢in siipernatant hazirlanmasi.

5.

Ornek (uL) Standart (uL) Kor (uL)

Siipernatan 200 - -
Tampon 2000 2000 2000
DTNB 250 250 250
Su - - 200
GSH Standart1 - 200 -

Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢tildii (258).
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4.Istatistiksel Yontem

Sitotoksisite degerlendirmelerinde tiim deneyler ii¢ kopya halinde ger¢eklestirilmis
ve sonucglar ortalama +standart hata olarak verilmistir. ICsg, istatistiksel yazilim
GraphPad Prism 8 (GraphPad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) tarafindan belirlenmistir.
RT-PCR verilerinin AACT metodu ile istatistiksel analizi “RT2 profiler RT-PCR Array
Data Analysis version 3.5” yazilimi kullanilarak, iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi Student’s Ttesti ile degerlendirildi. p<0.05 ve p<0.001 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S5.BULGULAR
5.1.TiO2-PEG ve TiO,-PEG-PTX nanopartikiilleri’nin sentezi ve Karakterizasyon
Analizi

Sentez isleminde ilk olarak TiO, nanoparcaciklari elde edildi, daha sonra
kararhiliklarin1 ve biyouyumluluklarini arttirmak i¢in TiO, NP'leri PEG ile modifiye
edildi. PEG-Ti0,-PTX nanotasiyict temelli ilaglar1 sentezlemek amaciyla PEG-TiO;
NP'lerine PTX eklendi. PTX'in PEG-TiO, NP'lerine basariyla yiiklenip yiiklenmedigini
belirlemek icin UV spektrum analizi yapildi. Sekil’18 de goriildigii gibi, PTX'in
karakteristik pik degeri yaklasik 250 nm'de bulundu. Bu sonuglar, PTX'in PEG-TiO,

nanotastyici sisteme basarili bir sekilde yiiklendigini gosterdi.

2

1,6

===TI02-PEG

212 250 nm (PTX) e TI02-PEG-PTX
8 <
[=]
v
208

0,4

0 T T T T T Ll
200 250 300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 18. PEG-Ti0; ve PEG-Ti0,-PTX nanopartikiillerinin UV-G®&riiniir bolge
absorbsiyon grafigi

69



5.2.TiO,-PEG, PTX ve TiO,-PEG-PTX sitotoksik aktivitesi (yada sitotoksik
aktivitesi)

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucunda su kontrol ile karsilagtirildiginda; HeLa
hiicre hattinda 0.5-50 pg/ml doz araliklarinda degisen 8 farkli konsantrasyonlarda TiO,
ve TiO,-PEG, PTX ve TiO,-PEG-PTX 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edildi. MTT
testi yapilarak stotoksik dozlar hesaplandi. TiO; i¢in 24, 48 ve 72 saatlerde sirastyla ICsg
degerleri 7.07+1.14 , 5.27+0.61 ve 3.06+0.48 pg/ml olarak tespit edildi. TiO,-PEG ig¢in
ise 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde sirasiyla ICsy degerleri 80.99+2.80, 71.42+3.24 ve
54.2743.27 ng/ml olarak tespit edildi. PTX ig¢in ise 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde
sirastyla 1Csy degerleri 8.99+1.67 , 4.78+0.95 ve 3.46+0.51 pg/ml olarak tespit edildi.
TiO,-PEG-PTX i¢in ise 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde sirasiyla ICsy degerleri

20.85+3.09, 14.90+2.73 ve 7.81£1.11 pg/ml olarak tespit edildi (sekil 19) (Tablo 9).

Tablo 9. 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyondan sonra HeLa hiicrelerinde TiO,, TiO,-
PEG, PTX ve TiO,-PEG-PTX nanopartikiilleri arasindaki ICsy degerlerinin
karsilastirilmasi.

HeLa Hiire Hatti IC 50 (ng/mL £SD*¥)
24 h 48 h 72 h
TiO, 7.07+1.14 5.27+0.612 3.066+0.484
TiO,-PEG 80.99+2.80 71.42+3.24 54.27+3.27
PTX 8.99+1.67 4.78+0.95 3.46+0.51
TiO,-PEG-PTX 20.85+3.09 14.90+2.73 7.81x1.11

* Hela hiicre ¢izgisi i¢in ICsg olarak sitotoksisite, 24, 48 ve 72 saat slireyle tedaviden
sonra ortalama {i¢ bagimsiz deneydir.
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% Hiire Canlilig1

% Hiicre Canlilig1

TiO, Doz Yanit Egrisi

100 == 24 hr IC5y="7071 ng/mL
-m- 48 hr IC5¢=5272 ng/mL
=#= 72 hr IC50= 3066 ng/mL
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0 —
I T T
0 2 4
log Konsantrasyon ng/mL
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Egrisi
100 =o= 24 hr IC5¢= 80997 ng/mL
=a= 48 hr IC5¢= 71423 ng/mL
=e= 72 hr IC5(,=54270 ng/mL
50
0
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Log Konsantrasyon (ng/mL)
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TiO,-PEG-PTX Doz Yanit

Egrisi
1 OOi @ 24 hrICsy=20850 ng/mL
B 48 hrICsg= 14905 ng/mL
& —& 72 hrICsy="7814 ng/mL
=
<
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o
5 50'
]
=]
X
——
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log Konsantrasyon ng/mL
PTX Doz Yanit Egrisi
100
24 hr IC54= 8992 ng/mL

4l 48 hr IC54=4783 ng/mL
%n == 72 hr 1C5y= 3464 ng/mL
3
> 50
5
=
==}
S

0
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log Konsantrasyon ng/mL

Sekil 19. HelLa hiicre hattinda 24 saat, 48 saat ve 72 saat 1-100 pg/ml doz araliklarinda,
Ti0,, PEG-Ti0,, PEG-TiO,-PTX ve PTX’in uygulamasinin hiicre canliligina etkisi.

Calisma kapsaminda, Hela hiicre hattinda TiO,, TiO,-PEG, PTX ve TiO,-PEG-
PTX dozlarinda yapilan MTT testi uygulanip canli ve 6lii hiicre oranlarini belirlendi.
ICso degerleri hesaplanarak tespit edildi. Bundan sonraki basamkta yeniden 6’lik flask
icinde ekilip biiyiitiilen hiicreler i¢in 48 saat boyunca belirlenen dozlarda TiO,, TiO;-
PEG, PTX ve TiO,-PEG-PTX ICsy dozlar1 uygulanmistir. RNA izolasyonu ve diger

deneyler i¢in numuneler alindi.
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Su kontrol Bos kontrol TiO,

TiO,-PEG G-PTX PTX

S\ A
)

“Sekil 20. HeL
etkisi

a hiicre hattinda TiO,, PEG-TiO,, PEG- TiO,-PTX ve PTX’in morfolojik
5.3 inorganik Fosfat (Pi) Tayini

HelLa hiicre hatt1, 48 saat TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX ICso dozlar
ile inkiibasyonu edilmistir. TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX ile inkiibe edilen
hiicrelerde inorganik fosfat diizeyinin kontrol grubuna gore sirasiyla %23.07, %53.84,

%38.46 ve %30.76 artis1 izlendi.
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Inorganik Fosfat Standart Egrisi
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Sekil 21. Inorganik fosfat standart egresi

inorganik Fosfat Grafigi
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Sekil 22. HeLa hiicre hattinda 48 saat , TiO,, PEG-Ti0,, PEG-TiO,-PTX ve PTX ICs
doz uygulamasinin hiicre inorganik fosfat tizerine etkisi

5.4. GSH Tayini

HeLa hiicre hatt1, 48 saat TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX ICso dozlar
ile inkiibasyonu edilmistir. HeLa kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden incelendiginde
kontrol grubuna goére TiO,, TiO,-PEG ve PTX inkiibe edilen hiicrelerde
karsilagtirildiginda sirasiyla %2.5, %1.7 ve %3.4 artig, TiO2-PEG-PTX % 6.85 azalma

izlendi.
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GSH Standart Egrisi
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Sekil 23. GSH standart egrisi
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Sekil 24. HeLa hiicre hattinda 48 saat , TiO,, PEG-Ti0,, PEG-TiO,-PTX ve PTX ICs
doz uygulamasinin hiicre GSH {izerine etkisi
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5.5.RT-PCR Verilerinin Istatistiksel Analizi
5.5.1.Genlerin ekspresyon diizeyleri

TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in bazi hiicre dongiisii, DNA tamiri,
anjiyogenez ve apoptotik genler iizerine etkilerini incelemek amaciyla HeLa hiicreleri;
ICso konsantrasyonlarda 48 saat boyunca maruz birakiltiktan sonra izole edilen
RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak ekspresyon diizeyleri Delta Delta Ct
metoduyla analiz edilmistir. Gen ekspresyon degerlendirme yazilim programinda Ct
(esik dongii degeri) degerleri kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir. Bu c¢alismada
housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir. GAPDH ile calisma genlerinin
ekspresyon diizeyleri normalize edilmistir. RT-PCR reaksiyonu sonucunda GAPDH i¢in
ornek olarak spesifik Ct degeri ve erime egrisi asagidaki tablo 10’da ve sekil 25°te

verilmistir.

Sekil 25. GAPDH geninin erime egrisi
Tablo 10. GAPDH geminin Ct degeri

No. Colour|Name

1 . Bos Kontrol-HeLa-GAPDH |Unknown |26.17

Su Kontrol-HeLa-GAPDH |Unknown|27.75
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HeLa servikal kanseri hiicre hattindan elde edilen bos kontrol, TiO,, TiO,-PEG,
TiO,-PEG-PTX ve PTX Orneklerinin uygulanmasi sonrast RNA izolasyonu yapildi.
Sonra RNA o6rneklerinden elde edilen ¢cDNA oOrneklerinde 7p53, MDM2, RADSI,
BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNI1A, PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin
ekspresyon diizeyleri RT-PCR cihazinda delta delta Ct yontemi kullanilarak analiz

edilmistir. Analiz gruplar agagidaki tabloda siniflandirilmistir.

Tablo 11. 7p53, MDM?2, RAD51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB,
PDGFB, CASP2 ve MYC genlerininin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde
gruplarin siniflandirilmasi.

Kontrol Grup Kontrol
TiO, Grup 1
TiO,- PEG Grup 2
TiO,-PEG-PTX Grup 3
PTX Grup 4

5.5.1.1.Tp53 ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA o6rnekleri kullanilarak 7p53 geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. 7p53 geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde
sirastyla 1.62, 1.48, 4.23 ve 1.54 kat artis izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli

oldugu gortildii (*p<0,0001).
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Fold Change
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Control Group Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Sekil 26. TP53 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtiriimasi

5.5.1.2.MDM? ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA o6rnekleri kullanilarak MDM?2 geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. MDM?2 geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO, ekspresyon diizeyinde 2.39 kat
artis, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX ise 0.13, 0.99 ve 0.99 kat azalma izlendi.
Farkliligin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu goriildi (*p<0.0001).

Fold Change

Control Group

Sekil 27. MDM?2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtiriimasi

78



5.5.1.3.RADS51 ekspresyon diizeyi

HelLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICs dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA o6rnekleri kullanilarak RAD51 geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. RADS51 geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna goére TiO, ve TiO,-PEG-PTX ekspresyon
diizeyinde sirasiyla 3.94 ve 2.01 kat artis TiO,-PEG ve PTX ise 0.91 ve 0.31 kat azalma
izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).

Fald Change

Sekil 28. RAD51 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

5.5.1.4.BRCA2 ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA o6rnekleri kullanilarak BRCA2 geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. BRCA2 geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG-PTX ve PTX
ekspresyon diizeyinde sirasiyla 3.05, 2.75 ve 5.43 kat artis TiO,-PEG ise 0.34 kat

azalma izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).
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Fold Change
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Sekil 29. BRCA?2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi
5.5.1.5.ERCC]I ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICsy dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak ERCC1 geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. ERCCI geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna goére TiO, ekspresyon diizeyinde sirasiyla
1.52 kat artis TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX ise 0.50, 0.66 ve 0.57 kat azalma
izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).

Fold Change

Group 4

Control Group Group 2 Group 3

Sekil 30. ERCC1 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtiriimasi
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5.5.1.6.ATR ekspresyon diizeyi

HelLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICs dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak ATR geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. ATR geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve
PTX ekspresyon diizeyinde 17.67, 2.05, 35.84 ve 5.40 kat artis izlendi. Farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).

5 -
O —— I
o - Group 2 Group 3

Control Group Group 1 roup 2 Group 3 Group 4

Sekil 31. ATR genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

5.5.1.7.CDKN1A ekspresyon diizeyi
HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in

ICsy dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak CDKNIA geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct
metoduyla analiz edilmistir. CDKNIA geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre
hattinda gruplar yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG, TiO,-
PEG-PTX ve PTX ekspresyon diizeyinde sirasiyla 1.24, 2.06, 1.71 ve 2.51 kat goriildii
(*p<0.0001).
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Sekil 32. CDKN1A genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

5.5.1.8.PRKDC ekspresyon diizeyi
HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in

ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrast izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak PRKDC geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct
metoduyla analiz edilmistir. PRKDC geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre
hattinda gruplar yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO; ve TiO,-PEG-PTX
ekspresyon diizeyinde sirasiyla 1.59 ve 2.08 kat artig, TiO,-PEG ve PTX ise 0.89 ve 0.83

kat azalma izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).

2
1.5
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Sekil 33. PRKDC genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi
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5.5.1.9.VEGFB ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICs dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak VEGFB geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct
metoduyla analiz edilmistir. VEGFB geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre
hattinda gruplar yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG-PTX
ve PTX ekspresyon diizeyinde sirasiyla 3.68, 2.13 ve 3.92 kat artis, TiO,-PEG ise 0.47

kat azalma izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).

Fold Change

0 >

Control Group

Sekil 34. VEGFB genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

5.5.1.10.PDGFB ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrast izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak PDGFB geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct
metoduyla analiz edilmistir. PDGFB geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre

hattinda gruplar yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG-PTX
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ve PTX ekspresyon diizeyinde sirasiyla 7.46, 12.91 ve 8.06 kat artis, TiO,-PEG ise 0.59

kat azalma izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).

Fold Change

Sekil 35. PDGFB genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

5.5.1.11.CASP2 ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA o6rnekleri kullanilarak CASP2 geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. CASP2 geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve
PTX ekspresyon diizeyinde sirasiyla 6.82, 2.37, 14.03 ve 3.84 kat artis izlendi.
Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Sekil 36. CASP2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

5.5.1.12.MYC ekspresyon diizeyi

HeLa servikal kanseri hiicre hatina TiO,, TiO,-PEG, TiO,-PEG-PTX ve PTX’in
ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen
cDNA ornekleri kullanilarak MYC geni ekspresyon diizeyleri delta delta Ct metoduyla
analiz edilmistir. MYC geni ekspresyon diizeyleri, HeLa kanser hiicre hattinda gruplar
yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore TiO,, TiO,-PEG-PTX ve PTX
ekspresyon diizeyinde sirasiyla 1.71, 2.53 ve 1.27 kat artig, TiO,-PEG ise 0.28 kat

azalma izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).
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Sekil 37. MYC genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi
Tp53, MDM?2, RADS51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB,
PDGFB, CASP2 ve MYC gen ekspresyon diizeyleri, konrol grubu ve diger gruplar
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arasinda kiyaslandiginda tim gruplarin 7p53, ATR, CDKNIA ve CASP2 genlerin
ekspresyon diizeyi artmigtir. MDM2 ve ERCCI genlerin ekspresyon diizeyleri ise
grupl’de artarken diger tiim gruplarda azalmistir. RAD5I ve PRKDCI genlerin
ekspresyon diizeyleri ise grup 1 ve grup 3’te artarken diger gruplarda azalmistir. BRCA2,
VEGFB, PDGFB ve MYC genlerin ekspresyon diizeyleri ise grup 1, grup 3 ve grup 4’te
artarken grup 2’de azalmistir. 7p53, MDM?2, RADS51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA,
PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC gen ekspresyon diizeyleri HeLa kanser
hiicre hattinda tiim gruplar yoniinden incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir iliski
tespit edildi (p<0,0001) (Sekil 36). Tiim gen ve gruplara ait Cty degerleri asagidaki
tabloda verilmistir (Tablo 11).

Tp53
MDM2
RADS1
BRCAZ2
ERCC1
ATR
CDKN1A
PRKDC
VEGFB
PDGFB
CASP2
MYC
GAPDH

Fold Change
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Sekil 38. Tp53, MDM2, RADS51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB,
PDGFB, CASP2, MYC ve GAPDH genlerinin kat degisimi degerlerinin karsilagtiriimasi.
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Ortalama Ct Degerleri

Numuneler

Genler Bos kontrol TiO; TiO,-PEG  TiO,-PEG-PTX PTX
Ips3 31.57 32.48 29.46 30.95 33.39
MDM?2 31.07 31.42 32.42 32.54 33.53
RADS1 29.98 29.61 28.57 30.43 34.12
BRCA?2 i i _ i -

ERCCI 30.46 31.47 29.65 32.52 33.72
ATR 35.08 32.46 32.42 31.29 37.90
CDKNIA 30.01 31.31 27.43 30.70 31.12
PRKDC 31.18 32.12 29.81 31.58 33.89
VEGFB 31.76 31.49 31.31 32.13 32.23
PDGFB 32.10 30.81 31.32 29.87 31.53
CASP2 34.50 33.34 31.51 32.15 35.61
MYC 31.31 32.15 31.62 31.43 33.41
GAPDH 26.17 27.78 24.63 27.63 28.61

Tablo 12. RT-PCR verilerinin kontrol ve test gruplarinda ortalama Ct degerleri.

-ACt

Kat degisimi (2*“") test 6rneginin normalize edilmis gen ifadesinin (27*") kontrol

. ws s . . . . . -ACt
6rneginin normalize edilmis gen ifadesine (2°¢

) boliinmesidir. Kat regiilasyonu, kat
degisiminin sonuglarini biyolojik olarak anlamli bir sekilde temsil eder. Birden fazla kat

degisimi degerleri pozitif veya yukar1 regiilasyonu gosterir ve kat regiilasyonu kat
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degisimine esittir. Birden az kat degisimi degerleri negatif veya asagi regiilasyonu

belirtir ve kat regiilasyonu kat degisiminin negatif tersidir (tablo 12, 13, 14, 15).

Tablo 12. Grup!’in kat regiilasyonu ve P degeri

Gen Kat regiilasyonu | P degeri
MDM?2 2.39 0.0000
RADS51 3.94 0.0000
BRCA2 3.05 0.0000
ATR 17.67 0.0000
VEGFB 3.68 0.0000
PDGFB 7.46 0.0000
CASP2 6.82 0.0000
Tablo 13. Grup2’in kat regiilasyonu ve P degeri
Gen Kat regiilasyonu | P degeri
ATR 2.05 0.0000
CDKNIAI 2.06 0.0000
CASP2 2.73 0.0000
MDM?2 -7.41 0.0000
BRCA2 -2.91 0.0001
VEGFB -2.13 0.0000
MYC -3.61 0.0000
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Tablo 14. Grup3’iin kat regiilasyonu ve P degeri

Gen Kat regiilasyonu | P degeri
Tp53 4.23 0.0000
RADS1 2.01 0.0000
BRCA2 2.75 0.0001
ATR 35.84 0.0000
PRKDC 2.08 0.0000
VEGFB 2.13 0.0000
PDGFB 12.91 0.0000
CASP2 14.03 0.0000
MYC 2.53 0.0000
Tablo 15. Grup4’iin kat regiilasyonu ve P degeri

Gen Kat regiilasyonu | P degeri
BRCA?2 543 0.000
ATR 5.40 0.000
CDKNIA4 2.51 0.000
VEGFB 3.92 0.000
PDGFB 8.06 0.000
CASP2 3.84 0.000
RADS1 -3.25 0.000
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6.TARTISMA

Gilintimiizde modern onkolojide hiicreye meydana gelen genetik hasar, kanserin birincil
nedeni olarak kabul edilir ve kanserin patogenezi, normal bir hiicrenin tiimor hiicresine
doniistim siireci olarak goriiliir (259). Kanser “gen hasar1 hastalig1” olarak kabul edilir
(260). Kanser hastalarinin tedaviye karsi hayatta kalmasina iliskin veriler, son 30 yildir
sadece% 14 artmistir (% 50'den% 64'e) Kanser, diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6liim
nedenidir. Genel olarak, kanser prevalansi aslinda artmistir; sadece 2019'de Amerika
Birlesik Devletleri'nde 1.735.350 yeni kanser vakast ve 609.640 kanser Oliimiiniin
gerceklesecegi tahmin edilmektedir (22). Bu nedenle kanser, tiim insan toplumlarinin
sagligimi etkileyen ciddi bir sorundur. Ne yazik ki, doku diizeyinde c¢esitli bir hastaliktir
ve bu ¢esitlilik, spesifik tan1 ve tedavisi i¢in biiyiik bir zorluktur (261, 262). Kanserin ii¢
etiyolojik nedeni vardir. Bunlar kimyasal karsinojenez (benzpiren, asbest ve 800'den
fazla kimyasal madde), fiziksel karsinogenez (iyonlastirici radyasyon, ultraviyole
radyasyon, vb.) ve biyolojik karsinogenezdir (viriisler, bakteriler, mantarlar) (263).
Bununla birlikte, klinik uygulamada, kanserin etiyolojik nedenini belirlemek ve her
durumda uygun etiyotropik kanser tedavisini recete etmek pratik olarak imkansizdir, bu
nedenle nedensel kanser tedavisi mevcut degildir (264). Cesitli malign tiimorler igin
tipik olan bir takim patolojik siireclerin, 6zellikle kanser hiicrelerinin aktivitesinden
kaynaklandigi kanitlanmistir. Kanser hiicrelerinin neden oldugu patolojik stiregler
inflamasyon (pro-enflamatuar sitokinlerin hiicre iiretimi, biiyiime faktorleri ve digerleri),
bagisiklik sisteminin bozulmasi (NK hiicrelerinin ihlali etkisi, sitotoksik lenfositler,
makrofajlar), timor hiicreleri tarafindan bagisiklik kagagi, hiicre bdliinmesinin otokrin

ve parakrin uyarimi, metastaz (istila faktorleri, hiicre iirlinleri, bozulmus hiicre ici
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etkilesimler ve digerleri), anjiyogenez (kan damarlarinin hiicreleri tarafindan biiyiime
faktorli tiretimi, endotel hiicre proliferasyonu, vb.) altinda tiimor hiicrelerinin kalici
olarak yeniden iiretilmesi.) ve oksidativ nitrosatif strestir (ROS ve azot tiirlerinin hiicre
tiretimi) (265-269). Sonug olarak, biiylime, hayatta kalma ve istila / motilite gibi normal
hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eden genlerin etkileri artar ve bu etkileri baskilayan
genler bastirilir (270). Genetik kod, hiicre ¢ekirdegindeki kromozomlarda paketlenmis
olan DNA formunda bulunur. Genlerin islevi protein yapmaktir. Bu islem iki agsamada
gergeklesir. DNA kodu, transkripsiyon islemi sirasinda mRNA'ya kopyalanir ve daha
sonra mRNA proteine ¢evrilir. Bir genin mRNA'ya kopyalanmasi1 ve daha sonra bir
hiicresel proteine cevrilmesi islemi karmasiktir ve ¢oklu kontrol seviyelerine tabidir.
Kanser, her biri normal hiicrelerde 6nemli bir islev saglayan iki sinif gen, onkogenler ve
timor baskilayict genler tarafindan yonlendirilir. Kanserde, proto-onkogenlerin
mutasyonlarinin aktive edilmesi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine, artmis sagkalim ve
yayllmaya neden olur (271). Kanser, biiyiime faktorii bagimsizligi, biiyiime
baskilayicilardan kaginma, hiicre 6liimiinii 6nleme, replikasyon potansiyeli, anjiyogenez

ve invazyon / metastazda alt1 temel degisiklik meydana gelir (272).

Diinya capinda olarak, servikal kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserlerden biri
olmaya devam etmekte, meme, kolorektal ve akciger kanserinden sonra dordiincii sirada
yer almaktadir. 2012 yilinda, yilda 265700 oOliimle yaklasik 527 600 yeni servikal
kanseri vakasi oldugu tahmin edilmektedir. Diisiik ve orta gelirli tilkelerde, kadinlarda
goriilme sikliginda en sik goriilen ikinci ve mortalite agisindan en sik goriilen {iglincii
kanser tilirli daha yaygindir. Yeni vakalarin ve Oliimlerin ¢ogu diisiik kaynak

bolgelerinde veya toplumun sosyoekonomik olarak daha zayif kesimlerinden insanlar
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arasinda meydana gelmektedir (273). Hemen hemen tiim servikal karsinom vakalari,
doniisiim bolgesinden ekto- veya endoservikal mukozadan kaynaklanir (274). Neredeyse
tim serviks kanseri vakalar1 HPV enfeksiyonu ile iliskilendirilebilir (275). HPV,
Amerika Birlesik Devletleri'nde hem erkekler hem de kadinlar arasinda en yaygin cinsel
yolla bulagan hastaliktir ve yilda yaklasik 14 milyon vaka teshis edilir (276). Servikal
HPV enfeksiyonlarinin ¢ogu gecicidir ve 6 ila 24 ay icinde viicuttan temizlenir (277).
HPV enfeksiyonunun kaliciligini veya hastaligin ilerlemesini belirleyen faktorler tam
olarak anlasilamamistir. Immiinokompetan bir konak¢ida, HPV enfeksiyonunun bir
kadinin invaziv serviks kanseri gelistirmesi igin yeterli olmadigi goriilmektedir (276).
Invaziv servikal kanserler lenfatik sistem tarafindan, hematojen olarak veya dogrudan
uzatma yoluyla yayilabilir. Dogrudan uzama en yaygin olarak uterus korpusu, vajina,
parametri, periton boslugu, mesane veya rektumu isgal eder; yumurtaliklar nadiren
etkilenir (278). Servikal kanseri ameliyattan dnce klinik olarak evrelendirilir ve evreleme
timor boyutu ve invazyon derinligi, c¢evre dokulara dogrudan yayilma ve uzak
metastazlara dayanir (279). Servikal kanseri evreleri evre I (en az gelismis hastalik) ile
evre IV (en ileri hastalik) arasindadir (280). HPV tipleri, onkojenik potansiyellerine
bagl olarak diisiik riskli veya yiiksek riskli suglar olarak kategorize edilir. Diisiik riskli
HPV suslar1 asemptomatik olabilir veya anogenital sigillere neden olabilirken, yiiksek
riskli suslar onkojeniktir (281). Prekanserdz lezyonlarin (servikal displazi) ve servikal
karsinomlarin% 99'undan fazlas1 yiiksek riskli HPV enfeksiyonundan kaynaklanir.
Yaklagik 401 anogenital bolgeyi enfekte eden 200'den fazla HPV susu tanimlanmistir.
Bu HPV suslarinin 18'1 yiiksek riskli genotipler olarak siiflandirilmistir (282). Hemen

hemen tiim servikal neoplaziler ve kanserler yiiksek riskli HPV genotiplerine
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atfedilebilir ve tiim servikal kanser vakalarinin yaklasik% 70' tip 16 ve 18'e atfedilebilir
(281). Tip 16, yasst epitel hiicreli karsinomlarin % 50'sinden ve tiim servikal
kanserlerin% 55-60"indan sorumluyken, tip 18, servikal adenokarsinomlarin yaklasik%
20'sine neden olur (283). Baz1 HPV tipleriyle enfeksiyon, aniis, vulva, vajina, penis ve
orofarenks kanserlerinin bir kismina da neden olur (284). Hemen hemen tiim servikal
kanserler ya epitel hiicreli karsinom veya adenokarsinomdur (277). Servikal
karsinogenezde gerekli oldugu bilinen 6nemli adimlar arasinda HPV enfeksiyonu, HPV
kalicilig1, displazi ilerlemesi ve invazyon bulunur. HPV enfeksiyonunun temizlenmesi
ve prekanseroz lezyonlarin gerilemesi dahil olmak iizere ters yonde adimlar
miimkiindiir. Regresyon ve klerens basamaklar1 oldukca yaygindir, bu da servikal HPV
enfeksiyonlarinin ¢ogunu gegici ve kendi kendini simirlar. HPV enfeksiyonlarinin
yaklasik % 67'sinin 12 ay i¢inde miidahale edilmeden ve % 90'dan fazlasinin 2 yil i¢inde
temizlenecegi gosterilmistir (285, 286). Servikal kanseri taramasi, Amerika Birlesik
Devletleri'nde insidans ve mortalitede iyi belgelenmis diisiislerle sonuglanmistir. Cogu
yeni serviks kanseri vakasi, hi¢cbir zaman veya nadiren taranmamis kadinlarda goriiliir
(287). Bu itibarla, Saglikli insanlar 2020 meme, servikal ve kolorektal kanserler icin
tarama oranlarin1t artirma hedeflerini igerir. Servikal kanseri i¢cin amac¢% 93 tarama
oranidir (288). Asilamanin serviks kanseri taramasi ihtiyacini tamamen ortadan
kaldirmayacagina dikkat etmek 6nemlidir, ¢iinkii serviks kanserine neden olan tiim HPV
tipleri su anda kullanimda olan asilara dahil degildir (289). Bu nedenle asilama, rutin
serviks kanseri taramasinin yerini tutmaz ve asilanan hastalar onerildigi gibi serviks

kanseri taramasindan ge¢melidir (290).
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Servikal kanseri tedavisi, kanser evresi ve hastanin komorbiditeleri, niiks riski ve
dogurganlik hedefleri tarafindan yonlendirilir (279). Tedavi se¢enekleri arasinda cerrahi
miidahale, kemoterapi, radyasyon tedavisi veya bir kombinasyon bulunur. Hastanin
kanser ve dogurganlik hedeflerine bagli olarak, cerrahi miidahale koni biyopsisi,
tachelektomi (serviksin ve vajinanin bolimlerinin ¢ikarilmasi) veya histerektomiyi
igerebilir (291). Histerektomi tipi hastalik evresine bagldir ve laparoskopik veya robotik
bir yaklagim kullanilarak yapilabilir. Mikroinvaziv servikal kanserler basit histerektomi
ile tedavi edilebilirken, daha ilerlemis hastalik lenf dokusunu ve degisken ol¢iide vajina,
parametri ve mesanenin kisimlarin1 kaldiran radikal histerektomi gerektirir (279).
Hastalik istilasina ve yayilmasina bagli olarak kemoterapi ve radyasyon da tedavi
rejiminin bir pargasi olabilir; evre IV serviks kanseri genellikle tedavi edilemez olarak
kabul edilir ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmak ve hastanin semptomlarini
hafifletmek i¢in kemoterapi ve radyasyon kullanilir (292). Hastalik niiksiiniin tedavisi
hastanin onceki tedavilerine ve tekrarlayan hastaligin derecesine baglidir. Lokalize
niikste, histerektomi bir segenektir ve eksenterasyonu, kadin iireme organlarini, alt idrar
yolunu ve rektosigmoidin bir kismini ¢ikartan cerrahi bir prosediirii igerebilir.
Eksenterasyon% 50 kiir oranina sahip olmasina ragmen, ayni zamanda% 3 ila% 5
mortalite orani tagir ve hastalarin yarisinda biiyilk komplikasyonlar gorilir (293).
Hedefe yonelik tedaviler, sitotoksik tedavilerle birlikte ilerlemis hastaligi olan hastalarin
sagkalimini iyilestirebilecek yeni bir varlik olarak ortaya ¢ikmistir (294). Kemoterapinin
terapotik etkileri hiicre boliinmesini keserek hiicre oliimiine yol acarak iiretilir. Bazi
kemoterapi ajanlar1 sadece boliinen ve hiicre dongiisiine spesifik olarak adlandirilan

hiicreleri etkileyebilir. Digerleri, dinlenme fazi da dahil olmak iizere herhangi bir fazdaki
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hiicreleri etkiler ve hiicre dongiisti spesifik degildir. Jinekolojik malignitede yaygin
olarak kullanilan kemoterapi ajanlar1 sunlar igerir: 1) Karboplatin ve cisplatin bunlar
DNA sentezini ve apoptoza yol agan hiicre replikasyonunu inhibe eden intra ve inter-
strand DNA capraz baglar1 olusturan Platin ajanlardir. 2) Paklitaksel - mitotik durmaya
neden olan ve hiicre oliimiine yol acan mikrotiibiilleri stabilize eden bir taksandir. 3)
Lipozomal Doksorubisin - DNA'y1 baglayan ve hiicre 6liimiine yol acan niikleik asit
sentezini inhibe eden bir antrasiklin. Doksorubisin, anormal tiimor vaskiilatiiriine niifuz
eden ve daha sonra ilac1t bu dokuya salan bir lipozom mikroskobik vezikiilde verilir. 5)
Gemsitabin - apoptoz ile sonuglanan DNA replikasyonu sirasinda sitidin yerine bir
niikleosid analogu olarak c¢alisan bir antimetabolittir (295). Tedavinin yan etkilerinin
coguna, ilaglarin boliiniirken normal dokularin hiicreleri iizerindeki etkisi neden olur.
Yan etkiler, tedavi sirasinda akut olarak ortaya ¢ikabilir veya aylar ila yillar sonra geg
ortaya ¢ikabilir. Kemoterapinin en biiyiik etkisi, sa¢ folikiilleri, GI yolunun mukozal
astar hiicreleri ve kemik iligi gibi yiiksek hiicreli ciroya sahip olan normal hiicrelerde
gortliir. Normal hiicreler genellikle uzun siireli hasar riskini en aza indirerek tedavi
dozlar1 arasindaki hasari onarabilir. Farkli kemoterapi ajanlar1 farkli yan etkilere neden
olur ve her bir hasta yan etkileri farkli derecelerde yasayacaktir (296). Tubulin, hiicre
sekli, mitoz, mayoz, salgi, hiicre i¢i tasima ve aksonal fonksiyonun korunmasi dahil
olmak {tizere hiicre fonksiyonunda ¢ok onemli, ¢esitli rollere sahip olan mikrotiibiillerin

temel alt birimidir.

Birka¢ antikanser ilact smifinin tiibiilin fonksiyonuna miidahale ettigi
bilinmektedir: 1) vinka alkaloidleri (vinkristin, vindesine, vinorelbin, vinblastin) tiibiilin

dimerlerine baglanir ve mikrotiibiillere birlesmesini Onler; 2) taksanlar (paklitaksel,
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dosetaksel) mikrotiibiillere baglanir ve sokiilmesini 6nler, bdylece normal mikrotiibiil
fonksiyonunu inhibe eder; 3) eribulin, taksana direngli hiicre hatlarinda aktif olan ve
meme kanserinde klinik olarak aktif gibi goriinen deniz siingerinden elde edilen bir
halifhondrin B tiirevidir (297, 298). Paklitaksel, taksan ilag ailesinin 6nemli bir tiyesidir
ve tim zamanlarin en basarili anti-kanser ilaglarindan biridir. Taksanlar aslen Taxus
cinsinden bitkilerden tanimlanmistir. Taksanlar, bir¢ok gelismis kanser tiiriiniin
semptomlarin1 hafifletmek icin essiz bir yetenek ve ayni zamanda kanserin Onceki
asamalariin ilk tedavisinde etkililik gostermistir (299). Paklitaksel, hiicre boliinmesi
tizerindeki etkisi ile terapotik degerine sahiptir. Mitotik ig, kromozomlara sikistirilmis
DNA molekiillerinin iki kizi hiicre arasinda boliindiigii siire¢ olan mitoz sirasinda
kromozomlarin hareketlerinden sorumludur (300). Mitotik ig kromozom, sentromer ve
mikrotiibiillden olusur. Mikrotiibiiller, a- ve b-tubulin olmak iizere iki proteinin
polimerleridir. i¢i bos filamentler olusturmak igin mikrotiibiil silindirinin uzun eksenine
tamamen paralel olarak hizalanirlar (301). Mikrotiibiiller dinamik kararsizlik ile
tanimlanir, yani uglar1 polimerizasyon ve depolimerizasyon arasinda dinamik olarak
degisir. GTP'ye bagh tiibiilin dimerleri, polimerizasyon fazinda mikrotiibiiliin ucuna
ilave edilir, ancak P-tubulin'e bagli GTP, GDP'ye hidrolize edilebilir ve bdylece
depolimerizasyon fazini baglatabilir. Mikrotiibiille etkilesen ajanlar iki gruba ayrilabilir:
Birinci grup tiibiilin polimerizasyon inhibitorleri ve ikinci grup mikrotiibiil stabilize
edici ajanlardir (301). Mikrotiibiil stabilize edici ajanlar, mikrotiibiilleri normal
destabilize etme kosullar1 altinda stabilize eder. Paklitaksel ve benzer bilesikler,
kovalent olmayan bir etkilesim yoluyla polimer c¢ekirdegindeki polimerlestirilmis

mikrotiibiillere baglanir. Bdylece, GDP'ye bagli b-tubulin protofilamentlerini
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(depolimerizasyona egilimli) daha stabil GTP'ye bagli yapilarinkine benzer bir
konformasyona dogru diizlestirerek stabilize ederler (302). Mitozun ilerlemesi bozulur

ve boylece apoptoz veya hiicre dongiisiiniin G-fazina donme tetiklenir (303).

Okaryotik hiicreler hiicre déngiilerini iki ana periyotta bolerler. En uzun dénem
interfaz, G1 faz1 (hiicrelerin biiyiimeye veya durgun bir duruma girmeye karar verdigi,
GO0), S faz1 (DNA sentezinin olustugu yer) ve G2 (hiicrelerin mitoz i¢in hazirlandig1)
olan dort farkli fazdan olusur. ikinci ve daha kisa siire, hiicrelerin genetik materyali
boldigl ve sitokinezin meydana geldigi mitoz veya M fazidir. Hareketsiz bir hiicrenin
boliinmesi i¢in mitojenik sinyaller, S fazinin baglangicinda yer alan genlerin
ekspresyonundan sorumlu olan E2F transkripsiyon faktorlerinin salinmasinda birlesen
bir dizi olay1 tetiklemek i¢in gereklidir. Memeli hiicre dongiisiinde, farkli fazlardan gegis
siklinler, sikline bagl kinazlar (CDK'ler), CDK inhibitorleri (CKI) ve proteinlerin
retinoblastom ailesi tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir (304). Hiicre dongiisii
ilerlemesi, siklinler veya CKl'lerle iligkili oldugunda CDK'larin senkronize acik veya
kapali durumu ile saglanir. CDK ve CKl'lerin aksine, siklin seviyeleri sentez ve
bozunmaya bagli olarak dalgalanir, boylece CDK'lar1 dongiisel olarak aktive eder.
20'den fazla CDK tanimlanmistir ancak bunlar arasinda CDK1, 2, 4 ve 6, hiicre dongiisii
ilerlemesinin diizenleyicileri olarak dnemli roller oynamaktadir (305). Ostrojen ve insan
epidermal biiylime faktorii gibi bliylime faktorleri, D-tipi siklinlerin ekspresyonunu
tesvik eder, boylece ¢evresel endikasyonlar1 hiicre dongiisii makineleri ile dogrudan
baglar. Transkripsiyonel indiiksiyondan sonra siklin D proteinleri etkilesir ve G1 fazi
sirasinda ilerlemeyi tesvik eden CDK4 ve CDK6'y1 aktive eder. Siklin D bunu, Serine /

Threonine olarak fosforile kinaz olarak pRb, p107 ve pl130 iceren cep proteinlerini
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kismen etkisiz hale getiren karsilik gelen siklin partneri CDK4 veya CDKG6 ile bir
kompleks iginde hareket ederek yapar. Retinoblastom proteini (pRb), hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini negatif olarak diizenleyen bir tiimor baskilayici proteindir. PRb
fosforilatlanmadiginda, transaktivasyon alanlarini bloke ederek ve histon deasetilazin
toplanmasiyla E2F transkripsiyon faktorlerini bastirir. Siklin DCDK4 / 6 kompleksi
pRb'yi C-terminal bolgesinde fosforile ettiginde, merkezi cep alani ile molekiiller arasi
bir entegrasyon meydana gelir ve histon deasetilazin baglanmasini engeller, boylece
aktif transkripsiyonel baskiy1 serbest birakir (306). E2F'ler daha sonra G1 / S faz gegisi
icin 6nemli olan DNA polimeraz a ve E ve A siklinleri gibi genleri kopyalamaya baglar.
Siklin E-CDK2 kompleksleri aktif hale gelir ve pRb'yi hiperfosforile etmeye devam eder
ve E2F'lerin ve dimerik partnerlerinin hiicre dongiisii ilerlemesini garanti eden genlerin
ekspresyonunu tamamen aktive etmesine izin veren pozitif bir geri besleme dongiisii
olusturur (307). Kisitlama noktas1 olarak adlandirilan bu noktadan sonra, hiicre
dongilistinlin sonraki asamalar artik digsal faktorlere yanit vermemektedir. Daha sonra
siklin A, hiicreyi S fazina siirerek CDK2'yi aktive eder. Son olarak, siklin B1 ve B2,
DNA replikasyonuna, sentrozom ve kromozom fonksiyonuna ve sitokinez i¢in gerekli
yapilarin organizasyonuna katilan ¢esitli proteinleri fosforile ederek G2 boyunca
ilerlemeyi ve M fazma girisi saglamak i¢in CDKI1'i aktive eder (308). Kiimiilatif
kanitlar, gen transkripsiyonunda, DNA hasar onariminda, hiicre farklilagmasinda ve son
yillarda metabolik siireglerin kontroliinde kanonik olmayan siklin ve CDK rollerini

gostermistir (309).
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6.1.7TP53

TP53, 17q13.1 numarali kromozomda bulunan bir timér baskilayict gendir (310).
TP53 geni, 393 amino asitten olusan tetramerik ¢ift 6zgiilliik transkripsiyon faktorii
p53'i kodlar. Normal kosullar altinda p53'in diisiik bazal seviyesini korumak igin
MDM2-aracili ubikitinasyonu takiben proteazomal degradasyon igeren diizenleyici
mekanizma kullanilir. Bununla birlikte, p53'tiin DNA hasar1 gibi ¢esitli hiicresel stresler
altinda aktivasyonu, hiicrelerin genomik biitiinliiglinii korumak i¢in hiicre dongiisii
durmasi, apoptoz ve diger yollarda yer alan genlerin bir gercekligini diizenlemek igin
gereklidir. Bu kritik fonksiyonlarla p53, “genomun koruyucusu” olarak tanmnir (311).
P53 kat1 tiimorlerin% 50'sinden fazlasinda mutasyona ugramistir ve negatif prognozu
yonlendiren bir faktor oldugu belirlenmistir. Mutasyona ugramis p53 gen formu,
kontrolsiiz hiicre biiylimesine yol agan apoptozu indiikleyemez, bdylece tiimor
olusumunu destekler. Cesitli stres kosullar1 altinda ve fizyolojik siiregler sirasinda, p53
cogalma Onleyici islevini yerine getirmek i¢in aktif hale gelir (224). P53 genindeki
mutasyonlar, hematopoietik malignitelerde% 10 ve yumurtalik serdz karsinomunda
yaklasik% 100 gibi degisen insidans oranlarinda da olsa rapor edilmistir (312). P53'lin
fonksiyonel aktivitesinin kaybinin, protein yapisindaki konformasyonel farkliliklar
nedeniyle gen mutasyonlarmi ve timor olusumunu indiikledigi bilinmektedir.
Genotoksik stresler, neoplastik hiicre olusumu ve tiimor invazivligi, degistirilmis p53

proteininin asir1 ekspresyonuna neden olur (313).

Bizim caligmamizda, tiim gruplarda 7p53 geninin ekspresyonun arttigi tespit
edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 4 (TiO,-PEG-PTX) (ICs50=14.9£3,24 pg/ml) en az

ise grup 2 (TiO,-PEG)’de (ICs50=71.424+2,41 pg/ml) anlamli derecede artilmistir
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(p<0.0001). Hiicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda TiO,—PEG dozunun TiO,-
PEG-PTX’in bes kati1 olmasina ragmen TiO,-PEG-PTX nanotasiyici temelli ilacin daha

fazla hiicrelere etki ederek 7p53 ekspresyonunu etkinlestirdigi belirlenmistir.

6.2.MDM2

Murin ¢ift minute 2 olarak bilinen MDM2'nin p53 tiimor siipresdr geninin negatif
bir regiilatorii oldugu bilinmektedir. MDM?2 geni, faregiller hiicre ¢izgilerinde
cogaltilmis onkogen olarak {i¢ genden biri (MDM]1, 2 ve 3) olarak tanimlandi. MDM?2
ekspresyonu, kendiliginden transforme edilmis bir fare BALB/c hiicre ¢izgisinde (3T3-
DM) 50 kattan daha fazla olacak sekilde disar1 atilmistir (314). MDM?2 geninin
amplifikasyonu, eslik eden p53 mutasyonu olmadan tiim insan kanserlerinin yaklasik%
7'sinde meydana gelir. MDM2, p53 geninin negatif regiilatoriidiir ve p53 transkripsiyon
aktivitesini ve ¢ekirdekten sitoplazmaya translokasyonu inhibe ederek etki eder. Strese
tabi tutulmamis normal hiicrelerde p53, 5 ila 30 dakikalik bir yarilanma 6mriine sahip
oldukca kararsiz bir proteindir ve niikleer ve sitoplazmik proteazomlar tarafindan
bozunmaya yol acan p53'i monoubikuitinatlar siirekli olarak igerir. Normal hiicresel
kosullar altinda, ¢ekirdekte MDM?2 eksprese edilir, ancak sitoplazmaya yerlestigi ve bazi
hedeflerinin proteazom tarafindan bozunmasina aracilik ettigi bulunur (315).
Tiimorlerin% 17'sinden fazlasi, glinlimiiz kemoterapotiklerinde kotii prognoz ve tedavi
basarisizligina yol acan MDM?2 gen amplifikasyonu sergiler. MDM?2, p53'in hiicresel
seviyelerini, p53'in N-terminal transaktivasyon alanmi dogrudan baglayarak ve
gizleyerek veya p53'lin proteazomal degradasyonunu arttirarak iki ayr1 mekanizma
yoluyla kontrol eder (316). MDM2, p53'e dogru bir E3 ubikitin ligaz1 olarak islev goriir

ve E1, E2 ve E3 proteinlerini i¢eren karmasik bir dizi adim yoluyla bozulmasini tesvik
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eder. Iyonlastirict 15mlama, UV 1sinlamasi ve diger DNA'ya zarar veren ajanlar, p53'e
bagl bir sekilde MDM?2 ekspresyonunu indiikleyebilir. MDM2 p53 aktivitesini inhibe
ederek p53 fonksiyonunu siki bir sekilde diizenleyen negatif bir geri besleme dongiisii

olusturur (315).

Bizim calismamizda MDM?2 ekspresyonunun grupl’de (TiO;) (ICs0=5,27+0,61
pg/ml) anlamhi bir sekilde arttig1 (p<0.0001) ve diger gruplarda azaldigi tespit edilmistir.
MDM?2 geninin en fazla ekspresyon diizeyinde azalmasi ise grup2’de (TiO,-PEG)

(ICs50=71.42+3.24 pg/ml) oldugu belirlenmistir.
6.3.RADS51

RADS1, genomik biitiinliik, hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptoz ve tiimor
olusumu gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynar. Birden fazla tiimor tipi, yiiksek
miktarda Rad51 igerir, timor olusumunun baglamasinda veya ilerlemesinde bir rol
onerir. Rad51'in, HR biyokimyasal reaksiyonundaki dogrudan roliine ek olarak,
Rad51'in hasar algilama ve hiicre dongiisii kontrol noktasi sinyallesme yollarindan
olusan karmasik bir aga katildig1 agiktir. Bu, uygun bir onarim kalib1 ile ilk eslestirmeye
ve etkilesime ve hiicre boliinmesinden 6nce onarilan {iriinlerin nihai ¢ozliniirliigline izin
vermek i¢in uygun hiicre dongiisii kontrol noktalarinin baglatilmasini saglar (317).
Rad51, HR aracili DSB onariminin merkezindedir. Rad51, tek sarmalli DNA {izerinde
niikleo-protein filamentleri olusturur ve DNA dupleksleri arasindaki homolog ¢iftlesme
ve sarmal degisimine aracilik eder. Rad51, hiicre dongiisiiniin S veya S / G2 fazinda en
yliksek ekspresyona sahip ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilir. Rad51 ayrica replikasyon

sirasinda ortaya ¢ikan DNA kirilmalarinin onariminda rol oynar. S fazi sirasindaki
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Rad51 aktivitesi ve DNA'ya zarar veren bir ajana maruz kalmanin ardindan aktivasyon,
yaygin dagmik Rad51 proteininin ¢ekirdekteki ayr1 odaklara yeniden lokalizasyonu ile
karakterizedir (318). HR reaksiyonunun merkeziyetine ek olarak Rad51, DNA hasar
sensorleri, rekombinasyon proteinleri, tiimor baskilayicilari, hiicre dongiisii ve apoptotik
regiilatorler ile (DNA hasari, substrat ve hiicre dongiisii fazina bagl olarak) ¢ok sayida
dinamik kompleks i¢inde birlesir. Belirli hasarlara veya hiicre dongiisii sinyallerine yanit
olarak hangi Rad51 igeren komplekslerin olustugu hala bilinmemektedir. Etkilesimler,
DNA hasarmi takiben ayri1 odaklarin niikleer ko-lokalizasyonu veya biyokimyasal
etkilesimler ile tanimlanmistir. Rad51 iceren niikleer odaklarin kesin rolii heniiz net
olarak tamimlanmamustir, ancak bunlarin kirikk DNA uglarinin belirtegleri ve onarim
stireci olduguna dair gii¢lii kanitlar vardir. Tiimor hiicreleri Rad51'1 asir1 eksprese eder,
ve primer timdr orneklerinin taranmasi ayni zamanda yiiksek diizeyde wild tip Rad51
proteini tanimlamistir. Yiiksek seviyelerde Rad51, apoptoz sirasinda kaspaz-3 ile normal
boliinmesinin  bozulmasin1 yansitabilir, ¢iinkii malign hiicreler normalde DNA
hasarindan sonra indiiklenen apoptotik sinyalleri baypas etme veya anti-apoptotik BCL-
2 ailesi tliyelerinden birini eksprese etme egilimindedir. Alternatif olarak, yiiksek Rad51
seviyeleri, malign hiicrelerin S faz1 sirasinda Rad51'in yiiksek proliferatif kapasitesini ve

normal aktivitesini basit¢e yansitabilir (319).

Bizim calismamizda Rad51 ekspresyonunun grupl’de (TiO;) (ICs0=5,27+0,61
pg/ml) anlamli bir sekilde arttig1 (p<<0.0001) ve diger gruplarda azaldig: tespit edilmistir.
RADS51 geninin en fazla ekspresyon diizeyinde azalmasi ise grup4’de (PTX)

(ICs50=4.78+0.95 pg/ml) oldugu belirlenmistir.
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6.4.BRCA2

BRCA2, HR yoluyla transkripsiyon ve DSB'lerin onariminda énemli roller oynamaktadir
(320). BRCA2, timdr baskilayict gen olarak siniflandirilir. BRCA2 geni sadece timor
olusumunda degil, ayn1 zamanda kanser ilerlemesinde de 6nemli roller oynar. BRCA2
genindeki mutasyonlar, etkilenen hiicrelerin, hasar gormiis DNA ile basa ¢ikmak i¢in
NHEJ gibi alternatif hataya egilimli DNA onarim yollari takip etmesine izin verir.
BRCA?2 geni, diger anahtar kanser genleri 7P53, PTEN, BRIPI, PALBI vb. ve kansere
neden olabilecek diger ¢esitli gevresel faktorlerle etkilesime girer (321). Genin islevi,
DNA rekombinasyonu ve onarim islemleri ile sinirlidir. BRCA2, DSB'lerin onarimi ve
tutuklanan replikasyon c¢atallarinin RADS51'in  aktivitesini diizenler. DNA hasari
bolgesinde, katalitik RADS51 BRCA2 tarafindan toplanir. Birkac hiicresel rol arasinda
BRCAZ2, hiicre dongiisii diizenlemesinde G2 / M kontrol noktasini aktive eder ve ayrica

kromatin yeniden sekillenmesinde rol oynar (322).

Bizim calismamizda, TiO,, TiO,-PEG-PTX ve PTX gruplarda BRCA2 geninin
ekspresyonun arttig1r ve TiO,-PEG grupta BRCA2 geninin ekspresyonun azaldigi tespit
edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 4’te (PTX) (ICs50=4.78+0.95 pg/ml) anlamli

derecede artilmistir (p<<0.0001).

6.5.ERCC1

ERCCI, molekiiler klonlama ile tanimlanan ilk insan DNA onarim genidir.
ERCCI, 19q13.32'de insan kromozomu iizerinde bulunur ve yaklasik 15 kilobazlik 10
ekzon igerir. ERCC1, DNA degisikliklerinin onariminda rol oynayan oOnemli bir
proteindir. Alternatif birlestirme isleminden kaynaklanan doért ERCC1 transkript

izoformu acgiklanmistir. Niikleotid eksizyon onarimi (NER), sarmal bozucu kovalent
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eklentilere neden olan kimyasallardan zarar géren DNA'min onarimi i¢in 6nemli bir
mekanizmadir (229). ERCCl1-kseroderma pigmentosum (XPF), hem cogalan hem de
¢ogalmayan hiicrelerde hasar goérmiis DNA'nin onarimi igin yapiya Ozgii bir
endoniikleazdir. Insan ERCC1 proteini, 297 amino aside ve 32.500 Da'lik bir molekiiler
kiitleye sahipken, ERCC4 kodlu XPF proteini, 104.000 Da'lik bir molekiiler kiitleye
sahip 916 amino asit i¢erir. ERCC1 — XPF, DNA hasar onariminda aktif bir endoniikleaz
olusturmak i¢in bir kompleks olarak islev goriir. Aktif niikleaz alan kalintilar1 XPF'de
bulunur, ancak tek basina XPF bir niikleaz degildir. ERCCI, kritik bir DNA baglama alt
birimi olarak gorev yapan bir ortak olarak gereklidir (229). ERCC1 — XPF, NER
sirasinda olusan agik “kabarcik” ara maddesinin 5 on tarafinda hasarlit DNA zincirinde
kesiler yapar (226). Bu siire¢te ERCC1 — XPF, NER'deki insizyon islemi i¢in gerekli
diger protein faktorleri ile isbirligi i¢inde hareket eder. ERCC1 — XPF eksikligi olan
hiicreler, x-1sinlar1 ve y-1sinlar1 tarafindan iiretilen iyonizasyon radyasyonu da dahil
olmak {izere normalden DSB neden olan ajanlardan daha duyarhidir (323). DNA
interstrand capraz baglar1 (ICL) onarilmast zordur c¢ilinkii DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunu engellerler. ERCC1 ve XPF-eksikligi hiicreleri, cisplatin, psoralen ve
mitomisin C gibi ICL'ler olusturabilen ajanlara kars1 son derece hassastir (324). ERCC1
— XPF proteininin shRNA araciliyla indirgenmesi baskilama, gégiis, prostat, yumurtalik
ve diger kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan cisplatin tiirevleri gibi DNA
capraz baglama ajanlar tarafindan hiicreleri 6ldiirmeye karsi hassaslagtirir (325, 326).
Bu nedenle, ERCC1-XPF inhibisyonunun kemoterapi ile birlikte bir kombinasyonu bazi
kanserlerin  tedavisinde etkili olabilir. Bu nedenle, ERCC1 ve XPF'nin

immiinohistokimyasal tanimlanmasinda kullanilabilecek antikorlarin tanimlanmasi
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onemlidir (326). ERCCI-XPF kompleksinin iglevini bozmak ig¢in gesitli yaklagimlar
onerilmigstir. Bunlar, ERCC1 ve XPF'nin XPF niikleaz aktivitesinin inhibisyonunun ve

ERCC1-XPF'nin DNA'ya baglanmasinin inhibisyonunun bozulmasini igerir (327).

Bizim g¢aligmamizda ERCCI ekspresyonunun grupl’de (TiO;) (ICs0=5,27+0,61
pug/ml) anlamhi bir sekilde arttig1 (p<<0.0001) ve diger gruplarda azaldigi tespit edilmistir.
ERCCI geninin en fazla ekspresyon diizeyinde azalmasi ise grup2’de (TiO,-PEG)

(ICs50=71.42+3.24 pg/ml) oldugu belirlenmistir.

6.6.ATR

ATR, DNA hasar yanit sistemi i¢inde onemli bir proteindir, ana rolii, onkogenlerin
aktivasyonu ve G1 kontrol noktasi kontroliiniin bozulmasi nedeniyle kanserde yiikselen
bir replikasyon stres sensorii (SS) olarak ortaya ¢ikmaktadir. ATR, dsDNA igindeki
ssDNA bdliimlerini tanir. RS'in yan1 sira ssDNA, rezeke edilen DSB ve NER ara
bilesiklerinden ortaya ¢ikabilir. ATR, DDR'ye dahil olan ATM ve DNA-PK / PRKDC
ile birlikte fosfatidilinositol 3-kinaz benzeri kinaz (PIKK) ailesine ait bir proteindir.
ATR ve ATM, DNA hasarina yanit olarak DNA replikasyonu, rekombinasyon ve
onarim; ve hiicre dongiisii diizenlemesinde yer alan proteinleri fosforile eder (328).
ATR, replikasyon proteini A (RPA) kapli ssDNA catlaklar1 tarafindan aktive edilir
(329). ATR, kontrol noktas1 sinyallemesinde énemli bir rol oynar. Aktif ATR, CHK1'in
hem Ser317 hem de Ser345'te CHK1'in hasar yerine lokalizasyonu i¢in gerekli olan
baska bir protein, claspin tarafindan kolaylastirilan bir asamada fosforile olmasini saglar.
Sonunda S-faz ilerlemesinin durdurulmasina ve hiicre dongiisii tutuklanmasi yol acar
(330). Hiicre dongiisii kontrol noktasi aktivasyonundaki ve DNA replikasyonunun

diizenlenmesindeki roliine ek olarak, ATR'nin DNA onariminda rolii vardir. ATR'nin
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homolog rekombinasyon onarimi (HRR) siirecine dahil oldugu bulunmustur. HRR,

sadece S fazinda meydana gelen yiiksek kaliteli bir DSB onarim yoludur.

ATR'nin HRR'de yer alan ¢esitli proteinlerle iliskili veya fosforile oldugu bulunmustur;

BRCA1, PALB2, RADS1, H2AX ve RecQ sarmallari, BLM ve WRN (170, 331).

Bizim c¢alismamizda ATR ekspresyonunun grupl ve 3’te (TiO,-PEG-PTX)
(IC50=14.90£2.73 pg/ml) anlamli bir sekilde arttig1 (p<0.0001) ve diger gruplarda
azaldig1 tespit edilmistir. ATR geninin en fazla ekspresyon diizeyinde azalmasi ise

grup4’te (PTX) (ICs50=4.78+0.95 pg/ml) oldugu belirlenmistir.
6.7.CDKNIA

P21 kodlayan insan CDKNIA geni, 6p21.2 pozisyonunda kromozom 6 iizerinde
bulunur. Hiicresel strese yanit olarak p53, memeli tiirleri arasinda korunan yollarda p21
ve MDM2 gibi spesifik asag1 akim genlerini hedefler (332). P21'in aktivasyonu, hiicre
dongiisii ile ilgili genlerin asag regiilasyonunun merkezi olan dimerizasyon partneri, RB
benzeri, E2F ve multi-vulval sinif B (DREAM) kompleksinin stabilizasyonuna yol agar.
Genom geneli biyoinformatige dayanan calismalar, p53 tarafindan tetiklenen G2 / M
hiicre dongiisii durdurmasi igin birincil mekanizma gibi goriinen 210 genin p53-p21-
DREAM CDE / CHR yolagimi asag1 regiile ettigini tespit edilmistir (333). P21, giiclii bir
evrensel CDK inhibitorii (CKI) olarak kabul edilir (334). P21, siklin -CDK2, CDKI ve -
CDK4 / 6 komplekslerinin aktivitesi ile fiziksel olarak etkilesir ve bunu inhibe eder,
bdylece G1 ve S fazlar sirasinda hiicre dongiisii ilerlemesinin bir regiilatorii olarak islev
goriir. Bliylimenin durdurulmasina ek olarak, p21, cesitli memeli hiicreleri ve dokulari

icin gosterildigi gibi p53'e bagl ve bagimsiz yollar yoluyla hiicresel yaslanmaya aracilik
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edebilir (334). Aslinda, p21 ilk olarak normal insan diploid yaslanan fibroblastlarinda
asir1 ifade edilen bir gen olarak tanimlanmustir. Erken bulgular da p21'in yaslanmaya
ROS tabanli bir mekanizma ile aracilik ettigini ileri siirdi. p21, hem normal
fibroblastlarda hem de p53-negatif kanser hiicrelerinde hiicre i¢ci ROS seviyelerini
arttirir. p21 ayrica Cdk4 ve Cdk6 kompleksleri i¢in bir birlestirme faktdrii olarak islev
goriir. Insan diploid fibroblastlar1 hakkinda, p21'in Cdkl'in zayif bir inhibitorii oldugunu
gosteren bir in vitro rapor da vardir (335). p21, patoloji ve kanser hiicresi biyolojisi dahil
olmak iizere coklu biyolojik disiplinlerle ilgili en 6nemli proteinlerden biri haline
gelmistir. P21'in anahtar olumlu etkileri ve fonksiyonlariin hiicre dongiisii regiilasyonu,
DNA onarimi, apoptozun modiilasyonu, yaslanmanin uyarilmasi ve kodlama geni
CDKNIA transkripsiyonunun p53 bagimsiz regiilasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur

(336).

Bizim ¢alismamizda, tiim gruplarda CDKN1A geninin ekspresyonun arttig1 tespit
edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 4 (PTX) (ICs50=4.78+0.95 pg/ml) en az ise grup 1
(TiOy)’de (IC5p=5.27+0.612 pg/ml) anlamli derecede artilmistir (p<<0.0001).
6.8.PRKDC

DNA-PK, fosfatidilinositol 3-kinazlarla iligkili kinazlar (PIKK) ailesinin bir
tiyesidir. ATM ve ATR ile birlikte DNA-PK'nin DDR iizerinde ana rolii vardir. DNA-
PK, bir katalitik alt birimden (DNA / PKcs) ve diizenleyici bir heterodimer Ku'dan
(Ku70 / Ku80) olusur. DNA / PKcs hemen hemen tim memeli hiicrelerinde eksprese
edilir ve farkli fonksiyonel alanlara sahip 469-kDa proteinidir (337). DNA-PK'nin en
¢ok taniman rolii DSB'lerin onarimindadir. DNA-PK kinaz NEHJ onariminda anahtar bir

role sahiptir. Kisaca, Ku70 ve Ku80 alt birimleri, monomerik DNA-PKc'lerin

107



toplanmasiyla kirilmig DNA uglarmi tanir ve baglanir, bu da aktif heterodimer DNA-
PK'nin olusumuna yol acar. DNA-PKcs, sinaptik bir kompleks olusturarak DNA
terminleri boyunca dimerlesir. Bu, Ku heterodimerlerinin kirtkk DNA uglarinin
baglandigi DNA dupleksine translokasyonuna yol agar. DNA-PKcs, onarim proteininin
hasar yerine yliklenmesini kolaylastiran bir iskele proteini gibi davranir ve katalitik
aktivitesi sayesinde, onarimin yiiriitiilmesini destekleyen bir dizi substrati fosforile eder
(338). NHEJ, hiicre dongiisiiniin G1 fazindaki yaygin onarim yoludur, daha hizlidir ve
birkag saat gerektiren HR'ye kiyasla 30 dakika i¢cinde tamamlanabilir (339). Hiicre
dongiisi. boyunca RADS51'den daha yiikksek DNA-PKes / Ku igerigi NHEJ'
destekleyebilir. Ayni zamanda BRCA1, S / G2 fazlarindaki NHEJ'nin DNA-PKcs oto
fosforilasyonuna miidahale etmesini 6nler (340). NHEJ'deki roliine ek olarak DNA-PK,

ikinci biiyiik DNA ¢ift zincirli kirik onarim yolunda, HR’da da rol oynar (337).

Bizim c¢alismamizda, TiO, ve TiO,-PEG-PTX gruplarda CDKNIA geninin
ekspresyonun arttig1 ve TiO,-PEG ve PTX gruplarda CDKN1A geninin ekspresyonun
azaldig tespit edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO,-PEG-PTX) (ICs50=4.78+0.95

pg/ml) anlamli derecede artilmigtir (p<0.0001).
6.9.VEGFB

VEGFB geni 11ql3.1 kromozomu {iizerinde bulunur. VEGFB, VEGFB¢
(transkriptlerin% 80'inden fazlasi) ve VEGFBjgs'nin iki izoformu vardir (341).
VEGFB'nin doku ekspresyon analizi, bu biiyime faktoriiniin kalp ve iskelet kasinda
yliksek oranda eksprese edildigini ve diger dokularin ¢ogunda sinirli ekspresyonu

gozlemlemistir. VEGFB'in genetik ekspresyonu oldukga stabildir ve biiyiime faktorleri,
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hipoksi veya hormonlar tarafindan diizenlenmez (342). VEGF ailesinin diger iiyelerinin
aksine, VEGFB karakteristik olmayan bir sekilde anjiyogenezi tesvik etmez. VEGFB'nin
onemi, oOzellikle patolojik kosullar altinda ilgili bir fonksiyon olan hiicre hayatta
kalmasinda tanimlanmistir (343). Son ¢alismalar, anjiyogenezi indiiklemek igin
VEGFB'nin VEGFA'ya duyarli hiicrelerde belirgin bir rol oynadigini gostermistir (344).
VEGFB ekspresyonu bir¢ok farkli tiimor tipinde bulunabilir ve ekspresyonunun ¢oklu
kanserlerde arttigi bulunmustur (237). Ilging bir sekilde, diisiik VEGFB'li bir kanser
hiicre hattinda VEGFB fonksiyonunun kazanilmasinin, dolagimdaki tiimér hiicreleri ve
metastazlarinda bir artisla sonuglandigini bulmustur. Artmis VEGFB fonksiyonu,
perivaskiiler hiicrelerin azalmasina ve vaskiiler sizinti, inflamasyon, hipoksi ve M2

benzeri makrofajlarin artmasina neden olmustur (238).

Bizim ¢alismamizda, TiO,, TiO,-PEG-PTX ve PTX gruplarda VEGFB geninin
ekspresyonun arttig1 ve TiO,-PEG grupta VEGFB geninin ekspresyonun azaldigi tespit
edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 4 (PTX) (ICs50=4.78+0.95ug/ml) anlamli derecede
artilmigtir ve grup 2 (TiO2-PEG) (ICs0=71.4243.24pug/ml) analmali derecede azalmistir

(p<0.0001).
6.10.PDGF

PDGF, insan trombositlerinden izole edilen proanjiyojenik bir faktordiir. PDGF'ler
giiclii hiicre mitojenik ajanlar ve biiylime kemokinleridir; ayni zamanda normal ve
patolojik vaskiiler gelisim i¢in onemli diizenleyicilerdir (345). Vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii olarak islev goren PDGF, insan malignitelerinin gelismesinde ve

ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Son bulgular PDGF'lerin malign hiicreleri, vaskiiler
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hiicreleri ve stromal hiicreleri hedefleyerek tiimor biiylimesini ve metastazini
diizenledigini gostermektedir (345). PDGF, otokrin ve parakrin davranislariyla kanser
hiicresi ¢ogalmasini uyarir. PDGF sinyal yolu, SRC tirozin kinaz alt familyasi,
fosfolipaz C ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-K) dahil olmak iizere ¢esitli substrat
protein sinyal molekiilleri icerir. Bu sinyal molekiilleri sitoplazmik kompleks
sinyallesme aglarina aracilik eder ve hiicre zar1 serin treonin kalintilarinda rol oynar, bu
da g¢esitli gen regiilasyonu ve protein fosforilasyonuyla sonuclanir, bdylece kanser
hiicresi biiylimesini ve boliinmesini destekler (346). PDGF'nin, insan meningiomlarinin
ve mezotelyoma hiicresinin PI3-K yolu yoluyla ¢ogalmasini tesvik ettigi kanitlanmistir.
PDGF reseptorii sinyali, tiimor hiicrelerinin biiyiimesinin otokrin uyarilmasi, tiimor
stroma fibroblastlarinin toplanmasi ve timor anjiyogenezinin uyarilmasi dahil olmak
tizere kat1 tiimorlerde farkl siireglere katilir (347). PDGF, dogrudan veya dolayli olarak
tiimor anjiyogenezini indiikleyen ve tiimdr metastazini dnemli olgiide etkileyen hiicre
dist matris proteinleri liretmek i¢in bag dokusunu tesvik edebilir. PDGF, timor
gelisimindeki tiimor biiylimesini diizenler ve PDGF'nin hiicre ekspresyonunu
indiikleyebilen cevresel faktorler tiimor biiylimesini uyarir. Ayrica PDGF aracili tiimor
anjiyogenezi, timor biiyiimesi icin beslenme saglar (348). Anjiyogenez, kanserin
invazyonunu ve metastazini destekleyen ileri kanserin belirtilerinden biridir. HepG2
hiicreleri tizerindeki PDGF-BB ekspresyonu hipoksi altinda onemli 6lgiide artmistir.
Hipoksinin neden oldugu karaciger kanseri hiicresi PDGF-BB, hematopoietik kok

hiicrelerde VEGF-A ekspresyonunu uyarir ve anjiyogenezi tesvik eder (349).
Bizim ¢alismamizda, TiO,, TiO,-PEG-PTX ve PTX gruplarda PDGFB geninin
ekspresyonun arttig1 ve TiO,-PEG grupta PDGFB geninin ekspresyonun azaldig: tespit
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edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO,-PEG-PTX) (ICs50=14.90+2.73png/ml)
anlamli derecede artilmistir ve grup 2 (TiO,-PEG) (ICsp=71.424+3.24pg/ml) analmali

derecede azalmistir (p<<0.0001).

6.11.CASP-2

Kaspaz proteaz ailesinin iiyeleri, apoptozun baglatilmasi ve uygulanmasinda
onemli roller oynamaktadir. Bu kaspazlar iki gruba ayrilir: baslatici kaspazlar (kaspaz-2,
-8, -9 ve -10) ve uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7). Fonksiyonel olarak, kaspaz-2,
metabolik dengesizlik, DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi, mitotik afet ve
digerleri tarafindan indiiklenen hiicre Olimiiniin diizenlenmesinde rol oynamustir.
Kaspaz-2 hem baglatict hem de uygulayici kaspazlarin ozelliklerini sergilemede
benzersizdir. Prokaspaz-2'nin ¢esitli proteinlerle etkilesime girdigi ve 'PIDDosome' adi
verilen bir kompleksin bir parcasini olusturdugu gosterilmistir. Bu kompleks PIDD,
RAIDD ve prokaspaz-2'den olusur ve fizyolojik kosullar altinda bulunur. Artan PIDD
ekspresyonu p53 aracili apoptozu tesvik eder. PIDDozom i¢inde PIDD varligi, p53 ve /
veya pS3 ile iligkili proteinlerin kaspaz-2 aktivasyonunda bir roliinii gosterir, bu da
PIDD ve kaspaz-2 montajinin DNA hasarina yanit olarak ortaya ¢ikmasinin muhtemel
oldugunu gosterir (350). Kaspaz-2 ayrica hiicre dongiisii diizenleyicisi olarak kabul
edilir. DNA-PKcs-PIDDozom kompleksi icindeki artmis kaspaz-2 aktivitesi, G2
hiicrelerinin M fazina ilerlemesini geciktirdigi goriilmektedir. Kaspaz-2 eksik hiicrelerde
ve diisiik reglile DNA-PK igeren hiicrelerde G2 / M kontrol noktasinin kismi kayb1 da
gozlenmistir. Kaspaz-2'nin tiimor baskilayict fonksiyonuna benzer sekilde, hiicre
dongiistinde diizenleyici rolii p53 tizerindeki etkisine bagli olabilir, ¢linkii kaspaz-2-null

fareler p53 kaybindan dolay1r p21 ekspresyonunu azaltir (351). DNA-PK-PIDDozom
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kompleksindeki varligi nedeniyle NHEJ'de kaspaz-2'nin bir fonksiyonu Onerilmistir. HR
onarimi hiicre dongiisiiniin ge¢ S ve G2 fazlarinda ¢alistigindan, kaspaz-2'nin G2 kontrol
noktasmin diizenlenmesindeki rolii muhtemelen NHEJ'ye dahil edilmesinden ayrilir

(352).

Bizim c¢aligmamizda, TiO, ve TiO,-PEG-PTX  gruplarda CASP2 geninin
ekspresyonun arttigt ve TiO,-PEG ve PTX gruplarda CASP2 geninin ekspresyonun
azaldigr tespit edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO,-PEG-PTX)
(IC50=14.90£2.73pug/ml) anlamhi derecede artilmistir ve grup 2 (TiO,-PEG)

(ICs50=71.42+3.24pg/ml) analmali derecede azalmistir (p<0.0001).

6.12.MYC

MYC, hedef DNA sekanslarina baglanabilen bir transkripsiyon faktoriidiir.
Kromatine baglandiktan sonra, MYC protein kodlamasini transkripsiyonel olarak
diizenleyebilir, ayrica RNA Pol I, RNA Pol II ve RNA Pol III tarafindan iiretilen
kodlamayan RNA'lar1 kontrol eder. MYC, ¢ogunlukla proliferasyon, hiicre biiylimesi,
metabolik yeniden programlama ve RNA biyogenezinde rol oynayan ayri gen gruplarini
diizenler (353). Kanserli olmayan hiicrelerde siki bir sekilde diizenlenen, MY C'nin artik
en sik deregiilasyona ugramis onkogenlerden biri oldugu bilinmektedir. Siklikla
hematopoietik kanserlerde yer degistirir ve bir pan-kanser kopya-sayisi analizinde insan
kanserlerinde en fazla g¢ogalan tiglincii gen olarak bulunmustur. Bir¢ok ¢esidin
transgenik murin dokularinda diizensiz MYC ekspresyonu, bu dokulardaki timdr
olusumunu tetikleyebilir, bu da MY C'nin in vivo doniisiim aktivitesini gosterir ve bunun

bir insan onkojeni oldugu fikrini destekler (354). Onkojenik potansiyeli nedeniyle, MYC
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proto-onkogen normal hiicrelerde transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyelerde
sik1 bir sekilde diizenlenir. Transkripsiyonel olarak, miRNA'lar tarafindan diizenlenir.
Translasyondan sonra, MYC protein yarilanma Omri ve transkripsiyonel aktivite
kinazlar, ubikitin ligazlar1 ve asetiltransferazlar tarafindan kontrol edilir. Proto-
onkojenin aktivasyonu her zaman biiylime faktorleri tarafindan stimiilasyona baglidir
(355). Aksine, kanserde MYC kopya sayisii arttiran MYC amplifikasyonlari, MYC'yi
olduk¢a aktif arttiricilar ile eslestiren translokasyonlar veya MYC lokusundaki viral
insersiyon olaylar1 MY C'yi biiylime faktorii sinyaline bagimliligindan koparir. MYC’nin
arttiricilariin aktivitesindeki degisiklikler de MYC ekspresyonunu normalde gerekli
uyaranlardan ayirabilir, bu da kanser riskini ve ilerlemesini etkiler (356). Kanserli
olmayan hiicrelerde, kontrol noktalar1 diizensiz MYC ekspresyonuna kars1 daha fazla
koruma saglar. Bu nedenle, deneysel transgenik modellerde, akut diizensiz MYC
ekspresyonu hiicre proliferasyonunu indiiklemez; daha ziyade p53, ARF, BIM ve PTEN
araciligiyla hiicre biiylimesinin durmasma veya Olmesine neden olabilecek kontrol
noktalarinin aktivasyonu ile sonuglanir. Ornegin, MYC giidiimlii bir lenfoma modelinde,
transkripsiyon faktorii FOXO3A'nin artan niikleer lokalizasyonu biiyiimeyi baskilamak
icin ARF'yi aktive edebilir. Ayrica, ARF MYC'yi baglayabilir ve dogrudan
transkripsiyonel aktivitesini inhibe edebilir. Bu kontrol noktalarinin kaybu,
transformasyonu desteklemek i¢in MYC ile sinerjiklesir. Bu nedenle, FOXO3A'y1
fosforile edebilen ve inhibe edebilen AKT, neoplastik transformasyonda MYC ile
isbirligi yapar (357).

Bizim g¢alismamizda, TiO,, TiO,-PEG-PTX ve PTX gruplarda MYC geninin
ekspresyonun arttig1 ve TiO,-PEG grupta MYC geninin ekspresyonun azaldigi tespit
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edilmistir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO,-PEG-PTX) (ICs50=14.90+2.73ng/ml)

anlamli derecede artilmistir (p<0.0001).

Sonug olarak TiO, nanopartikiiliiniin tiim genlerin ekspresyonunu artirdig tespit
edildi. TiO,-PEG-PTX’in MDM?2 ve ERCCI genlerinin ekspresyonunu azaltirken diger
tiim genlerin ekspresyonunu artirdigi belirlendi. PTX ise 7p53, BRCA2, ATR, CDKNIA,
PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin ekspresyonunu artirirken MDM?2,

RADS1 ve ERCCI azalttig1 saptandi.
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Sekil 39. Tp53, MDM?2, RAD51, BRCA2, ERCCI, ATR, CDKNIA, PRKDC, VEGFB,
PDGFB, CASP2, MYC ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin karsilastiriimasi.

Sonug olarak TiO,-PEG-PTX nanopartikiil temelli ilacin kanser tedavisinde farkli
mekanizmalar iizerine olan etkileri hem in vitro hem de in vivo daha genis
arastirtlmalidir. Ayrica saglikli dokular {izerine olan toksiteyi azaltmak ve kanser dokusu
izerine olan sitotoksisiteyi artirmak amagli, ekspresyonu artan bir protein ile TiO,-PEG-
PTX isaretlenerek hedefli hale getirilebilir ve bu sekilde tedavi etkinligi daha fazla

artirilabilir.
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