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ÖZET 

Nanotaşıyıcı Sistemlere Yüklenmiş Paklitaksel’in İnsan Servikal Kanser Hücreleri 
Üzerine Sitotoksik Etki ve Bazı Genlerin Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi 

Manhal TULIMAT 

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Yavuz SİLİĞ 

2020, 165 sayfa 

 

Servikal kanser, kadınlarda yaygın olarak görülen malign bir tümördür. Servikal 

kanser tedavisinde Paklitaksel (PTX) ilacı yaygın olarak kullanılmaktır. Fakat PTX’in 

tüm vücut sistemi etkilediği için istenmeyen birçok yan etkisi vardır. Ayrıca yarı ömrü 

kısadır. Bu gibi dezavantajların üstesinden gelmek ve tedavi etkinliği artırmak amacıyla, 

bu çalışmada ilk olarak titanyum dioksit (TiO2) nanopartikülleri sentezlendi. Daha sonra 

TiO2 toksitesini azaltmak ve biyouyumlu hale getirmek için polietilen glikol (PEG) ile 

modifiye edildi. Son olarak sentezlenen nano taşıyıcı sisteme PTX ilacı ile modifiye 

edildi.  Sentezlenen TiO2-PEG-PTX ilacı ve TiO2, TiO2-PEG ve PTX ilaçları servikal 

kanser hücre hattına (HeLa) uygulayıp sitotoksik doz MTT yöntemiyle belirlendi.  

HeLa hücrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca TiO2, TiO2-PEG, TiO2-PEG-PTX, ve 

PTX ilaçlarının farklı konsantrasyonları (0,5-50µg/ml) uygulandı ve IC50 değerleri 

hesaplandı. Bu moleküller arasında en aktif 72 saat sonrası TiO2 ve PTX olduğunu tespit 

edildi. TiO2-PEG-PTX nanotaşıyıcı temelli ilacın IC50 7.81±1.11 olduğu saptandı. Daha 

sonra HeLa hücrelerine her bir molekülün 48 saat inkübasyon sonrası IC50 dozlarını 

uygulandı ve hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. RNA örneklerinden cDNA sentezi 

yapıldı ve bu örneklerde Tp53, MDM2, RAD51, BRCA2, ERCC1, ATR, CDKN1A, 

PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin ekspresyon düzeylerini RT-PCR 

analiz yöntemiyle belirlendi.  

Sonuç olarak TiO2 nanopartikülünün tüm genlerin ekspresyonunu artırdığı tespit 

edildi. TiO2-PEG-PTX’in MDM2 ve ERCC1 genlerinin ekspresyonunu azaltırken diğer 

tüm genlerin ekspresyonunu artırdığı belirlendi. PTX ise Tp53, BRCA2, ATR, CDKN1A, 
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PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin ekspresyonunu artırırken MDM2, 

RAD51 ve ERCC1 azalttığı saptandı. 

Anahtar kelimeler: Servikal kanser, gen ekspresyonu, paklitaksel,  nanopartikül, 

nanotaşıyıcılar, Tp53, MDM2, RAD51, BRCA2, ERCC1, ATR, CDKN1A, PRKDC, 

VEGFB, PDGFB, CASP2, MYC 
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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 SİLİĞ 

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 (TiO2) 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 TiO2-PEG-PTX drug and TiO2, TiO2-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 µg / ml) of TiO2, TiO2-PEG, TiO2-PEG-PTX, and PTX 

drugs were applied to HeLa cells for 24, 48 and 72 hours and IC50 values were 

calculated. Among these molecules, TiO2 and PTX were found to be the most active 

after 72 hours. The TiO2-PEG-PTX nanocarrier-based drug was found to be IC50 7.81 ± 

1.11. Then IC50 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 Tp53, 
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MDM2, RAD51, BRCA2, ERCC1, ATR, CDKN1A, PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 

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

As a result, it was found that TiO2 nanoparticle increased the expression of all genes. It 

was determined that TiO2-PEG-PTX reduces the expression of MDM2 and ERCC1 

genes while increasing the expression of all other genes. PTX increased expression of 

Tp53, BRCA2, ATR, CDKN1A, PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 and MYC genes, 

while decreasing MDM2, RAD51 and ERCC1. 

Keywords: Cervical cancer, gene expression, paclitaxel, nanoparticle, nanocarriers, 

Tp53, MDM2, RAD51, BRCA2, ERCC1, ATR, CDKN1A, PRKDC, VEGFB, PDGFB, 

CASP2, MYC 
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1.Giriş  

Kanser Yunanca'daki 'carcinos' yani yengeç kelimesinden gelir ve ilk defa Hipokrat 

(M.Ö. 460-370) tarafından kullanılmıştır.  Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ve 

vücudun doğal hücre ölümü mekanizmasından kaçma kabiliyeti olan ve adım adım 

ilerleyen karmaşık bir hastalıkdır (1). Kanser istatistikleri, kanserle ilişkili ölüm 

oranlarının oldukça arttığını göstermiştir ve bu oranların 2020 yılında % 50 oranında 

olabileceği tahmin edilmektedir. Erkeklerde kanser insidansı kadınlara göre daha 

fazladır. Kadınlarda en sık görülen kanser,  meme kanseri iken erkeklerde sık görülen 

kanser ise akciğer kanseridir. Servikal kanser ise, yılda yaklaşık 500.000 kişiyi 

etkileyen, kadınlarda 4. en sık görülen kanser türüdür. Servikal kanserde maligniteyi 

etkileyen birçok faktör vardır bunlar: erken cinsel ilişki (yirmi yaşından önce), çoklu 

cinsel partner, genç yaşta gebelik, daha fazla doğum sayısı, viral enfeksiyonlar, kötü 

sosyo-ekonomik durum sayılabilir (2). Servikal kanseri, epitelde servikal intraepitelyal 

neoplazi adı verilen bir dizi değişiklikle gelişir. Kanser hücrelerinin biyolojik ve genetik 

özellikleri geri dönüşümsüz olarak değişir ve bu oluşan anormal hücreler diğer anatomik 

bölgelere metastaz yapma potansiyeline sahiptir (3). Servikal kanserlerinin yaklaşık 

%90'ı, organize tarama ve insan papilloma virüsü (4) aşılama programlarından yoksun 

düşük ve orta gelirli ülkelerde görülür. Yüksek gelirli ülkelerde servikal kanseri 

insidansı ve mortalite, resmi tarama programlarının başlatılmasından bu yana son 30 

yıldır yarıya inmiştir. Servikal kanser  tedavisi, teşhis ve hastalığın derecesine bağlıdır. 

Ayrıca, radikal histerektomi veya kemoradyasyon veya her ikisinin bir kombinasyonunu 

içerebilir (5). HPV dünyada cinsel yolla bulaşan en önemli hastalıklardan birisidir. HPV, 

tiplkeri çok geniş bir yelpazeye sahiptir.  Bazı tipleri, oral, genital veya anal papillomları 
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(siğiller) estetik olarak rahatsız edici olabilir; bazıları hayatı tehdit edici kanserlere 

neden olabilir; diğerleri ise tamamen asemptomatik olabilir ve kendine özgüdür. Human 

papilloma virüsünün (HPV) 16 ve HPV 18 gibi yüksek riskli tipleri, virüsle enfekte 

olmuş kişilerin kansere yakalanma ihtimalinin artmasına neden olur (6). Kanser 

hücrelerinin geleneksel kemoterapötik ajanlarla seçici olarak tedavi edilmesi yan 

etkilerinden dolayı çok zordur. Bu ajanlar öncelikle çeşitli hücresel mekanizmalarla, 

hücre döngüsünün durdurulması, apoptozun indüklenmesi ve kanser hücrelerinin 

çoğalmasının önlenmesi ve metabolik yeniden programlamaya müdahale edilmesi gibi 

bazı özelliklere sahiptir (7). Aktif antikanser ilaçlarının cilt, dalak, karaciğer ve diğer 

birçok organlar ve kanserli olmayan hücreler üzerindeki etkisinden dolayı artan toksisite 

vakaları gözlenmiştir. Bu problemlerin üstesinden gelmek için, kanser hücresini 

hedefleyen nanoparçacık temelli kemoterapötik ajanlar , özellikle kanser hücrelerini 

hedefleme kabiliyetleri ve düşük toksisiteleri nedeniyle giderek daha fazla tercih 

edilmektedir (8). Nanopartiküller (NP’ler) kansere karşı mücadelede daha yeni bir 

yaklaşımdır. NP'ler, tümör hücrelerinin infiltre edilmesinde ve ortadan kaldırılmasında  

etkili olmaları nedeniyle popüler olmayı başarmıştır. NP'ler , arzu edilen terapötik bir 

ilacı içerecek şekilde kolayca modifiye edilir, vücutta genellikle çok az toksik etkiye 

sahiptir, oldukça stabildir ve ilgilenilen bölgeye iletilmesinde oldukça etkilidir (9). 

Titanyum diyoksit (TiO2) NP'leri, çok sayıda tüketici ve sanayi ürünü olarak üretilen ve 

en yaygın kullanılan nanomalzemeler arasındadır. Dünyada TiO2 NP'nin üretim 

miktarının yaklaşık 3,000 ton / yıl olduğu tahmin edilmektedir (10). Son yıllarda, TiO2 

NP'ler, yüksek kimyasal stabilite, yüksek foto-reaktivite, düşük toksisite ve iyi 

biyouyumluluk nedeniyle biyolojik uygulamadaki rollerinden dolayı yoğun ilgi 
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görmüştür. TiO2 NP'lerinin umut verici biyolojik uygulamaları arasında kanser tedavisi, 

ilaç dağıtımı, hücre görüntüleme ve biyosensör bulunmaktadır (11). Ancak, son 

araştırmalar TiO2 NP'lere maruz kalan sıçanların iltihaplanma, akciğer hasarı ve akciğer 

tümörleri geliştirdiğini ortaya koymuştır. Polietilen glikol (12) toksik ve immünojenik 

değildir, uygun farmakokinetiğe ve doku dağılımına sahiptir. NP'lerin yüzeyini PEG ile 

değiştirmek biyouyumluluklarını arttırır. PEG ile kaplama nanomalzemelerin in-vivo 

dolaşım süresini arttırır, böylelikle retiküloendotel sistemi yoluyla klirensi azaltır (13). 

Paklitaksel (PTX), meme kanseri, servikal kanseri, yumurtalık kanseri, küçük hücreli 

olmayan akciğer kanseri ve diğer kanserlerin klinik tedavisi için kullanılan bir taksan 

anti-tümör ilacı sınıfına aittir. PTX, suda zayıf çözünürlüğe ve oral biyoyararlanıma 

sahiptir. Genellikle intravenöz infüzyon yoluyla uygulanır (14). PTX, mikrotübülün 

dinamiklerini seçici olarak bozan, böylece hücre ölümüne yol açan mitotik tutuklanmaya 

neden olan bir mikrotübül stabilize edici ilaçtır (15). 

Bu çalışmada;  nanotaşıyıcı sistemlere yüklenmiş paklitaksel’in insan servikal kanser 

hücreleri üzerine sitotoksik etkisi ve bazı genlerin ekspresyon profillerinin incelenmesi 

amaçlanmıştır. 
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Bu nedenle kanser tüm insan toplumlarının sağlığını etkileyen ciddi bir sorundur. 

Kanser, çevresel faktörler tarafından uyarılan ve klinik olarak kötü prognozlu hücrelerin 

kontrolsüz büyümesine neden olan multijenik ve multisellüler bir hastalıktır. Tıbbi 

olarak kanser iki tiptedir: iyi huylu ve malign tümörlerdir (18). İyi huylu tümör, 

kontrolsüz hücre çoğalmasının gerçekleşmediği kanserli olmayan bir tümördür. Bu tür 

bir tümör vücuda zararsızdır. İyi huylu tümör hücreleri daha hızlı çoğaldığında ve hücre 

kütlesinde artışa yol açtığında malign tümörlere dönüştürülür. Malign tümörde, tümör 

hücreleri kan yoluyla vücudun diğer bölgelerine yayılır. Bu işleme metastaz denir ve 

yakın dokuya zarar verdiğinde anjiyogenez olarak adlandırılır (19, 20). Yapılan 

çalışmalarda 200'den fazla kanser türünün olduğu bildirilmiştir  (21). Tüm türler 

arasında, 2018'de küresel olarak % 18.4'lük ölüm oranı ile akciğer kanseri, % 9.2 ile 

kolorektal kanser, % 8.2 ile mide kanseri, % 8.2 ile karaciğer kanseri, % 56.6 ile göğüs 

kanseri, % 5.3 ile yemek borusu kanseri, % 4.5 ile pankreas, % 3.8 ile prostat, % 3.3 ile 

serviks uteri, % 3.2 ile lösemi ve% 29.3 ile diğer kanser türleridir (cilt, orofarinks, testis, 

anüs, vajina vb.) (22). Kanser, doku seviyesinde çeşitli bir hastalıktır ve bu çeşitlilik 

tedavinin etkinliği (23), ve ardından spesifik teşhisi için büyük bir zorluktur (24). 

Erkeklerde en fazla görülen kanser türleri: prostat, akciğer ve bronş, kolon, rektum ve 

idrar kesesidir. Kadınlarda ise, meme, akciğer ve bronş, kolon ve rektum, uterus korpusu 

ve tiroidtir. Bu veriler prostat ve meme kanserinin sırasıyla erkek ve kadınlarda kanserin 

büyük bir bölümünü oluşturduğunu göstermektedir (25). Kanser oluşumundan sorumlu 

tütün, obezite, enfeksiyon, diyet, kirlilik, genetik, alkol ve iyonlaştırıcı radyasyon gibi 

çeşitli faktörler vardır (26, 27). Kanser, genlerdeki art arda bir mutasyon dizisi ile oluşur, 

böylece bu mutasyonlar hücre fonksiyonlarını değiştirir. Kimyasal bileşikler ve gen 
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569.847 yeni servikal kanseri vakası teşhis edilmiştir ve bu malignite nedeniyle dünya 

çapında 311 365 ölüm meydana gelmiştir, ancak insidans ve mortalite coğrafi bölgelere 

göre geniş ölçüde değişebilmektedir. Yüksek gelirli ülkelerde, servikal kanseri insidansı 

ve mortalite, insidansı daha düşüktür (46). Servikal kanser, daha az gelişmiş ülkelerde, 

muhtemelen taramaların azalması ve HPV aşılarının yüksek maliyeti nedeniyle, orantısız 

şekilde daha yüksek oranlarda ortaya çıkmaktadır (47). HPV enfeksiyonu, servikal 

kanseri vakalarının çoğuyla ilişkilidir, HPV-16 ve 18, en fazla kanserojen alt tip olarak 

tanımlanır ve sırasıyla vakaların % 50'sinden ve % 10'undan sorumludur (47, 48). Bu iki 

HPV türden biri ile yapılan enfeksiyon, enfekte olmayan bir bireye kıyasla sırasıyla 

kanser riskinde 435 kat ve 248 kat artışa neden olur (49). Yüksek riskli HPV 

genotiplerine sahip kalıcı viral enfeksiyon, etken ajandır ve dünya çapında servikal 

kanseri olan hastaların % 99.7'sinde tespit edilebilmektedir (44). HPV enfeksiyonu 

cinsel yolla bulaşır ve kadınların aşağı yukarı % 80'i yaşamlarının bir döneminde, çoğu 

45 yaşındayken enfekte olur (50). HPV enfeksiyonu genellikle ergenlik döneminde ve 

erken yetişkinlikte görülür (51), ve enfeksiyon asemptomatik olduğundan, servikste 

değişikliklerin ortaya çıkması 10-15 yıl sürebilir (4). Servikal kanserinin risk faktörleri 

hem davranışsal hem de enfeksiyöz katkıda bulunanları içerir. Davranışsal katkıda 

bulunanlar cinsel aktivite ve yaşam tarzı faktörlerini içerir. Cinsel olarak aktif kişilerde, 

servikal kansere HPV virüsü neden olur. HPV genetik olarak bulaşmaz ve diyetin 

servikal kanserini önlemede rolü yoktur.  İlk cinsel ilişki yaşı, servikal kanseri riskini 

artırır (52), ilk cinsel ilişki daha genç yaşta veya menarşın yakınında enfeksiyon riskini 

arttırır (53).  
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18 yaşından önceki cinsel ilişki, 21 yaşından büyük ilk cinsel ilişki yaşı ile 

karşılaştırıldığında servikal kanseri riskinde iki kat artışa yol açabilir. Bir partnere 

kıyasla, iki partnere risk yaklaşık ikiye katlanır ve altı veya daha fazla partner üç katına 

çıkartmaktadır (54). Sigara içmek servikal kanseri riskini arttırır. Tütün yan ürünleri, 

servikal hücrelerinin DNA’sını tahrip eder; bu, servikal kanserinin ilerlemesine katkıda 

bulunabilir ve sigara içmeyenlerle karşılaştırıldığında servikal kanseri riskini potansiyel 

olarak ikiye katlar (55). Ayrıca, sigara içenler, HPV enfeksiyonlarına karşı savaşmak 

için zayıf bir bağışıklık sistemine sahip olabilir ve HPV enfeksiyonundan servikal 

maligniteye ilerleme olasılığını artırabilir (56). Oral kontraseptiflerin 5 yıldan uzun 

süredir kullanılması servikal kanseri riskini artırmaktadır. Her 5 yıllık oral kontraseptif 

kullanımı için risk 1.9 kat artmaktadır (57). Servikal kanseri, HPV'nin en karsenojen 

türlerini önlemek için etkili tarama ve aşılama nedeniyle çok önlenebilir bir hastalıktır 

(45). Kilit önleme girişimleri, önerilen aşılama serisinin tamamlanmasını, standardize 

edilmiş taramayı ve ilişkili risklerden kaçınmayı teşvik eden faktörlere ilişkin eğitimi 

içerir (58). Erken evre servikal kanseri genellikle asemptomatik olsa da, en sık görülen 

semptomlar özellikle cinsel ilişki sonrasında düzensiz veya ağır vajinal kanamadır. Bazı 

kadınlar, sulu, mukoid veya cüruflu ve kötü kokulu olabilen vajinal akıntı ile ortaya 

çıkabilir. İlerlemiş hastalık için, hastalar alt ekstremitelerin arka tarafı boyunca 

yayılabilen pelvik veya bel ağrısı ile ortaya çıkabilir.  

2.2.1.Servikal kanser evreleri 

Çoğu kanser türünün I-IV  evre vardır. Bununla birlikte, 0 ile IV arasında evre olan 

servikal kanseri de dahil olmak üzere bazı kanser türleri vardır. Evre 0: Serviksin iç 

astarında anormal hücreler bulunduğunda; Evre 0 ayrıca in situ karsinom olarak da 
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önlenmesi, pre-kanserden invaziv kansere kadar olan ilerlemenin engellenmesi ile 

servikal kanseri ve buna bağlı ölümlerin görülme sıklığını ve prevalansını azaltmak için 

pre-kanser taraması ve tedavisidir. Önlemler arasında 1) danışmanlık ve bilgi paylaşımı; 

2) genellikle asemptomatik olan pre-kanseröz lezyonları belirlemek için 30-49 yaş arası 

tüm kadınları taramak; HPV aşısı verilmiş kadınlar için bile, riskli yaşa geldiklerinde 

taramaya ve tedaviye devam etmek önemlidir. Servikal kanserinin üçüncül olarak 

önlenmesi için, servikal kansere bağlı ölümlerin sayısını azaltmak ve invaziv servikal 

kanserinin tedavisidir (61). 

2.3.HeLa hücreleri 

1 Şubat 1951'de Henrietta Lacks adlı 30 yaşında bir kadın, adet dönemleri arasında 

lekelenme semptomları nedeniyle Baltimore, Maryland'deki Johns Hopkins Kadın 

Hastalıkları Kliniğine başvurmuştur. Son adet dönemi 4 Ocak 1951'de gerçekleşmiştir 

(62). Genel muayenesinin sonuçları dikkat çekici olmamasına rağmen, serviksin 

muayenesinde yüksek, pürüzsüz, parlak ve mor yaklaşık 2.54 cm bir lezyonun tespit 

edilmiştir. Lezyon serviks ile sınırlanmış ve tedavi eden doktor tarafından görülen 

serviksin diğer karsinomlarından farklı olduğu tespit edilmiştir (63). Cinsel yolla bulaşan 

hastalıklar için yapılan test sonuçları negatif  olup, serviks biyopsisi yapılmıştır. 

Biyopsiden dört doku parçası patoloji bölümüne gönderilmiş ve “epidermoid karsinom, 

serviks uteri, spinal hücre tipi” stroma'nın kesin istilası teşhisi konmuştur. Tedavi 

kanserin yayılmasını engelleyememiştir. 8 Ağustos 1951'de ciddi karın ağrısı geçirmiş 

ve Johns Hopkins Hastanesine yatırılmıştır. Acısı giderek daha şiddetli ve inatçı 

olmuştur. Henrietta Lacks, 4 Ekim 1951'de sabah saat 12: 15'te ölmüştür (62). Henrietta 

Lacks'in servikal biyopsisi, klinik değerlendirme için patoloji bölümüne ve araştırma 
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amaçlı olarak Johns Hopkins Hastanesi Cerrahi Bölümündeki Doku Kültürü 

Laboratuvarı'na doku sağlamıştır. (63). Laboratuarda bir araştırmacı, Henrietta Lacks'in 

biyopsi numunesinden elde edilen hücreleri silindir tüpü tekniğini kullanarak kültüre 

koymuş; hücreler sağlam bir şekilde büymüş, önceki örneklerin sonuçlarının aksine, 

doku kültüründe ölümsüzleştirilen ilk insan kanser hücre hattı haline gelmiştir. Hücreler, 

Henrietta Lacks'in adı ve soyadı ilk 2 harfinden alınarak “HeLa” adlandırılmıştır. 

Kültürde normal servikal epitel veya servikal karsinomu büyütmek için önceki çabaların 

zor olduğu; ancak, Henrietta'yı etkileyen agresif adenokarsinomdan hücreler yetiştirme 

çabaları başarılı olmuştur (64). Yirmi yıl sonra, Lacks'in cerrahi biyopsisi ve 

otopsisindeki histopatoloji slaydlarının yeniden incelenmesi, hastanın serviksin çok 

agresif bir adenokarsinoması bulunduğunu tespit ederek, ilk teşhiste bir revizyona yol 

açmıştır. Servikal karsinom maligndi ve hastada hızlı bir klinik bozulma tespit edilmişti 

(65). Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, HeLa hücrelerinin HPV-18 DNA içerdiği ve 

HPV18-pozitif HeLa hücrelerinin mikroRNA ekspresyonundaki değişikliklerle 

bağlantılı olduğu gösterilmiştir (66, 67). HeLa kültür  edilen ilk insan hücre hattıydı ve o 

zamandan beri biyolojik araştırmalarda en yaygın kullanılan hücre hattı haline gelmiştir 

(68, 69). Son yıllarda, HeLa hücrelerinde mikroarray tabanlı gen ekspresyon profili, 

omik yaklaşımlara öncülük etmek  (70-72), çevresel (73) ve genetik bozulmalara verilen 

yanıtları araştırmak için kullanılmıştır (74). HeLa'daki RNA izolasyonları, mitoz, 

sitokinez, endositoz ve diğer hücresel işlemlerde yer alan genlerin keşfedilmesine ve 

fonksiyonel sınıflandırmasına yol açmıştır (70, 75-77). Normal bir hücre 46 kromozom 

içerirken, HeLa hücreleri 76 ila 80 kromozom içerir. HeLa hücreleri, kanserli halleri göz 

önüne alınsa bile, alışılmadık derecede hızlı büyür. Gerçekten de, HeLa hücreleri kolay 
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ve hızlı bir şekilde büyür, hücresel sayımı sadece 24 saat içinde ikiye katlar, bu da büyük 

ölçekli testler için idealdir. HeLa hücreleri ölümsüzdür, bu da tekrar tekrar bölünecekleri 

anlamına gelir. Bu performans, her bölünmeden sonra telomerleri yeniden oluşturan, 

hücresel yaşlanmayı önleyen ve hücrelerin kalıcı bölünmelerini sağlayan aşırı aktif bir 

telomeraz ifadesiyle açıklanabilir (78). Tüm bu özelliklerle HeLa hücreleri, hastalıkların 

etki mekanizmasını veya terapötik olarak aktif ilaç moleküllerini incelemeye istekli 

yaşam bilimcileri için giderek artan popüler hücresel modeller haline gelmiştir. DNA 

hasarı onarımı gibi hücre sinyal olaylarını açığa çıkartmak için de kullanılmıştır (79).   

2.4.Kemoterapi  

19. Yüzyılın başlarından beri ortaya çıkan kanser tedavisi örnekleri arasında radikal, 

süper radikal ve ultra radikal cerrahi yer alır (80). Radikal cerrahi kullanımı, lokal 

cerrahi ile birlikte sistemik adjuvan tedavinin benzer sonuçlar verdiğini doğruladıktan 

hemen sonra kullanımı azalmıştır (81). Sistemik adjuvan tedaviler radyasyon ve 

sitostatik ilaçların uygulanmasını içerir ve kanser yayılması ve metastazı tedavisi için 

gereklidir. Azot hardal, malign tümörleri tedavi etmek için kullanılan ilk sitotoksik 

ajanlardır (82). 1970'lerin sonunda, bleomisin, vinblastin ve sisplatin, kemoterapide 

kullanılan yeni ilaçlardan olmuştur; ancak, günde ~ 12 kez kusma gibi ciddi yan etkilere 

neden olmuşlardır. Antiemetik ilaçlar mevcut olmadığından, hastaların agresif 

kemoterapinin yan etkilerini tolere etmesi beklenmiştir (83). Sürekli çabaların ardından, 

kanser hücrelerinin veya dokusunun büyümesini kontrol etmek için çeşitli doğal, yarı 

sentetik ve sentetik bileşikler geliştirilmiştir (84, 85). Bu anti-kanser ajanları genel 

olarak alkilleyici ajanlar (örneğin siklofosfamid), antimetabolitler (örneğin metotreksat), 

antibiyotikler (örneğin, doksorubisin), antimikrotubüller (örneğin paklitaksel), doğal 
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ürünler (örneğin kolşisinler ve podofyilotoksik) ve hormonlar (örneğin 

aminoglutildimid) olarak sınıflandırılır (86). Ne yazık ki bu ilaçlar saç dökülmesi, 

şiddetli ağrı, bulantı, kusma, kemik iliği toksisitesi, anemi ve kısırlık gibi ciddi yan 

etkilereneden olabilmektedir . Bu yan etkiler, temel olarak kanser önleyici ajanların 

kanser hücresine spesipik olmamasından kaynaklanmaktadır (87). Kanser hücresinin 

özgüllüğü toksisiteyi azaltmak için önemli bir özelliktir, ancak kanser hücreleri normal 

hücrelere çok benzer olduğu için elde edilmesi zordur (88). Anti-kanser ilaçları temel 

olarak çeşitli etki alanlarını bloke ederek ve çeşitli enzimlerin salımını engelleyerek 

hücre bölünmesini durdurur. Günümüzde, uygulanan kemoterapötik ilaçlara birçok 

strateji adapte edilmiştir. Kemoterapötik ilaçlar, küratif amaçlı veya yaşamı uzatmak için 

kullanılabilmektedir. 1) Kombine kemoterapi, radyasyon tedavisi, cerrahi ve / veya 

hipertermi gibi kanseri tedavi etmek için bir seferde birden fazla tedavinin 

uygulanabileceği bir çeşit tedavi stratejisidir Kombine kemoterapide, farklı ilaçlar farklı 

etki mekanizmalarına ve yan etkilerine sahiptir. Kombine kemoterapinin en önemli 

avantajı, herhangi bir ilaca direnç gelişme şansını en aza indirmektir. Ayrıca, ilaçlar 

minimum yan etki ve toksisite ile düşük dozda uygulanabilir. Bununla birlikte, 2) 

indüksiyon kemoterapisi, kanser ilacı ile kanserin ilk kez tedavisi için kullanılır (89). 3) 

Konsolidasyon kemoterapisi genel olarak hastalıksız süreyi uzatmak ve genel sağkalımı 

artırmak için remisyondan sonra verilir (90). 4)  Neoadjuvan kemoterapi cerrahi gibi 

lokal bir tedaviden önce kullanılır ve primer tümörü küçültmek için kullanılır. Ayrıca, 

yüksek mikrometastatik hastalık riskinin gözlendiği bir durumda da kullanılır. Bu terapi, 

az miktarda kanser olduğuna dair kanıt bulunduğu ve tekrarlama riski varlığında 

kullanılabilir (60). Kemoterapi ile tedavi edilen kanser hastaları, iştahsızlık, halsizlik, 
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bulantı ve enerji alımında azalma gibi bazı yaşam kalitesi özelliklerinin olumsuz yönde 

kötüleştiğini bildirmiştir (91). Sistemik kemoterapi genellikle spesifiklikten yoksundur 

ve alopesi, anemi ve duyusal bozukluklar, özellikle uyaranın moleküler özelliklerinin 

algılanmasına dayanan kemosensör sistemler gibi rahatsız edici yan etkilere neden 

olabilir.  Sitotoksik kemoterapinin uygulanması sırasında kemosensör sistemler diğer 

duyusal sistemlerden daha fazla değişikliğe maruz kalır (91). Bu fizyolojik 

değişikliklerin yanı sıra, tat ve koku almada zorluk  ve  bilinç  de değişim meydana 

gelebilmektedir (92).  

2.5.Tübülin ve antitübülin ajanları 

Tübülin, α ve β-heterodimerden oluşan küresel bir proteindir (93). Bu tübülin dimerleri, 

içi boş bir çekirdeğin etrafına düzenli bir heliks kafes içine monte edilmiş gibi 12 ve 17 

doğrusal protofilamentten oluşan mikrotübüller oluşturmak üzere polimerleşir (94). 

Mikrotübüller, çapı 25 nm olan ve uzunluğu 200 nm ila 25 μm arasında değişen üçüncü 

ana hücre iskeleti bileşenidir. Tübülin üretiminden sorumlu olan genler, mRNA'yı 

salmak için transkripsiyona uğrar. Bu mRNA, α-tübülin ve β-tübülin üretmek için çeviri 

işlemine tabi tutulur. Bu α-tübülin, N bölgesinde (değişmeyen bölge) GTP'ye (guanin 

trifosfat) ve β-tübülin ise, E bölgesinde (değişebilir bölge) GTP'ye bağlanır; α ve β-

heterodimer (tübülin heterodimer) oluşturmak için GDP'ye hidrolize edilmiştir. Doğrusal 

protofilamentler oluşturmak için bu heterodimerlerin çoklu birimleri birbirine 

bağlanmıştır. Bu lineer protofilamentler, mikrotübüller oluşturmak için kendilerini 

paralel bir şekilde birleştirir. Mikrotübüller, alternatif polimerizasyon ve 

depolimerizasyon döngüsünün gerçekleştiği dinamik denge durumunda bulunur (şekil 6) 

(95-97).  
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amacıyla hiçbir mikrotübül yapı bulunamaz. Bu stabilize ve destabilize edici ajanlar 

ayrıca bağlanma alanlarına göre sınıflandırılır. Tübüline bağlanan ilaçların hücre 

bölünmesinin inhibisyonuna neden olduğu çeşitli bağlama alanları vardır. Temel olarak 

üç ana bağlanma bölgesi, yani kolşisin bağlanma alanı, vinka bağlanma alanı ve taksol 

bağlanma alanı bildirmiştir; kolşisin ve vinca bağlanma alanları polimerizasyon 

inhibitörü adı altında ve taksol bağlanma alanı ise depolimerizasyon inhibitörleri adı 

altında tanımlanmıştır (104, 105). Tübülin stabilize edici maddeler, mikrotübllerin 

tübüllere depolimerleşmesini önler, bu da sürekli polimerizasyon ile mikrotübül polimer 

kütlesinde artışa neden olur. Ayrıca depolimerize edici inhibitörler olarak da 

adlandırılırlar. Bunlar esas olarak kolşisin ve vinka bağlanma bölgesinden farklı 

davranan taksol bağlanma bölgesine bağlanır. Bu ajanlar, polimerizasyon reaksiyonunu 

uyaran mikrotübül lümenin iç yüzeyinin β-tübüline bağlanır (106). Bu bağlanma bölgesi, 

taksol bağlama alanı olarak bilinir. Taksol bağlanma alanını bağlayarak ve engelleyerek 

mikrotübülinin polimerizasyonunu artıran çeşitli tübülin stabilize edici ajanlar vardır. Bu 

tübülin stabilize edici ajanlar, esas olarak hücre ölümüne ve apoptoza yol açan hücre 

döngüsünün G2 / M fazına saldırır. Çeşitli doğal, yarı sentetik ve sentetik tübülin 

stabilize edici ajanların bulunduğu bildirilmiştir. Wall, 1971'de Taxus brevifolia Nutt 

kök kabuğundan paklitaksel izole eden ilk kişi olmuştur. Temel olarak meme, 

yumurtalık, prostat kanseri, Kaposi sarkomu ve küçük hücre olmayan akciğer 

kanserlerini tedavi etmek için kullanılır (107). Taksol adı ile satılmaktadır. Bitkideki 

düşük düşük konsantrasyonu nedeniyle Taxus baccata'dan (porsuk ağacı) izole edilen 

doğal bir ürün olan Baccatin III'ün yarı sentetik modifikasyonları yoluyla ticari olarak 

sentezlenir (şekil 7).  



 

Şekil 7. Tü

Taksan ail

türünün te

hastalıklard

yayılmış t

kaynaklanm

edici bir il

109). 1992

kanseri ted

meme kan

güçlü bir a

aktivite se

kanseri, m

oligodendr

olarak tüb

montajların

kemoterap

übüline kolş

lesinin bir ü

edavisi için

da PTX'in b

tümörlerde 

mıştır. Mik

laçtır, böyle

2'de Ameri

davisi için b

nseri, ileri y

antineoplast

ergilediğind

mide kans

roglioma ve

bülin prote

nı teşvik 

ötik bir aja

şisin, vinka 

üyesi olan p

n en fayda

başarısı, gen

etkinlik ve 

krotübül din

ece hücre öl

ika Birleşik

başlangıçta 

yumurtalık 

tik aktivite 

den, özofagu

seri, baş 

e testis kan

einlerinin β

ederek, bö

an olarak g

1

ve taksol ba

paklitaksel 

alı ve etki

niş bir antit

 benzersiz 

namiklerini 

lümüne yol 

k Devletler

PTX ticaril

kanseri, mi

sergilemek

us kanseri, 

ve boyun 

nseri tedavis

β alt ünite

öylece mik

görev yapar.

9 

ağlanma böl

(PTX), birç

ili antineop

tümör aktiv

bir etki m

seçici olar

açan mitot

i Gıda ve 

leşmesine i

ikrositik ak

ktedir. Ayrıc

mesane ka

kanseri, 

sinde sıklık

esine bağla

krotübüllerin

. Bu etki, G

lgeleri 

çok gelişmi

plastik ajan

vitesi yelpaz

mekanizması 

rak bozan, 

tik tutuklam

İlaç İdares

zin vermişt

kciğer malig

ca, PTX gü

anseri, pros

endometria

kla kullanılı

anarak, pol

n oluşumu

G2 / M faz

 

iş ve refrak

nlardan bir

zesi, hem ka

tekil özell

mikrotübü

maya neden 

si (FDA) y

tir. Günümü

gn neoplazm

üçlü bir ant

stat kanseri

al maligni

ır (110). PT

imerizasyon

unu stabiliz

zında şiddet

kter kanser 

isidir. Bu 

atı hem de 

liklerinden 

l stabilize 

olur (108, 

yumurtalık 

üzde, PTX 

mına karşı 

ineoplazik 

i, servikal 

te, beyin 

TX, seçici 

nlarını ve 

ze ederek 

tli mitotik 



20 
 

durgunluğa neden olan disfonksiyonel bir mitotik iğ oluşmasına neden olur ve sonuçta 

apoptoz yoluyla hücre ölümünü sonuçlanır (111). PTX, tümör anjiyojenezini 

sınırlandırır, apoptoza ve hücresel büyümenin inhibisyonuna yol açan genlerin ve 

sitokinlerin ekspresyonunu uyarır (112). Hem anti-proliferatif hem de sitotoksik 

özelliklerin kombinasyonu, PTX'in antitümör etkinliğine katkıda bulunur (113). PTX, 

plazma proteinlerinin % 90'dan fazlasına bağlanır. Eliminasyonun ana yolları hepatik 

metabolizma ve ardından biliyer atılımdır. Karaciğerde, PTX metabolizmasına sitokrom 

P450 aracılık eder ve dozun % 10'undan azı idrarla bozulmadan atılır (114). Albümine 

bağlı, polglumaks, polimerik-miçel, emülsiyonlar, nanosfer, nanopartiküller ve 

lipozomlarla paklitaksel formüle etmek için farklı stratejiler geliştirilmiştir.  

2.6.Nanopartiküller  

Nanomateryallerin varlığı, dispersiyon etkilerinin incelenmesi için submikron 

büyüklüğündeki altın nanopartikülünün (115) Faraday tarafından geliştirildiği 1850'lere 

dayanır (116). Nanosistemler son otuz yılda çeşitli aşamalarda gelişmiştir. Dökme 

malzemeler daha küçük bir ölçeğe, neredeyse moleküler seviyeye indirildiğinde, yeni 

özellikler sergilemeye başlar. Nano ölçekte “molekül” ve “mikron” arasındaki boyut, 

yüzey özellikleri, daha yüksek yüzey serbest enerjisi ve kimyasal reaktivite nedeniyle 

radikal bir değişime uğrar. Artan yüzey/hacim oranı, bu nanopartikülat sistemlerinin 

toksisitesinin yanı sıra etkinliğini de yeniden tanımlamaktadır. Dolayısıyla, geleneksel 

sistemlere kıyasla, nanosistemler, işlevsel yönleri üzerinde özgünlük, seçicilik ve kontrol 

sağlama potansiyeli olan farklı fiziksel, kimyasal ve biyolojik özelliklere sahiptir. Bu, 

ilaç dağıtma, tanı, görüntüleme, biyo-mühendislik, kozmetik, tıbbi cihazlar ve 

teranostiks alanlarında ileri düzeyde yeni uygulamalara yol açmıştır (117). 
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Nanoteknoloji, biyoteknoloji, ilaç, malzeme, polimer, kimyasal ve yaşam bilimlerinden 

oluşan disiplinlerarası bir alandır. İlaç dağıtımında keşfedilen nanosistemler bir aktif 

molekül ve bir taşıyıcı cihaz olmak üzere iki temel bileşenden oluşur. Bunlardan en 

azından herhangi biri bir nano boyutta olmalıdır. Aktif kısım, terapötik bir ilaç veya gen 

olabilir ve / veya tamamlayıcı etkiler için fonksiyonel grup olabilir. Nanoplatformlar 

ilacın yüklemesi ve güvenli bir şekilde salınması için taşıyıcı görevi görür. Biyomedikal 

ve farmasötik uygulamalar için çeşitli nanopartikülat sistemleri mevcuttur. 

Dendrimerler, kuantum noktaları, karbon nanotüpler, fullerenler, silika, metal oksitler, 

soy metaller, nanokristaller, lipitler ve polimerler gibi farklı malzemelerden çok sayıda 

nanopartikülat sistemi ortaya çıkmıştır (118). 

Nano ölçekte, yüzey serbest enerjisinde muazzam bir artışla önemli bir boyut 

azalması olur ve bu da kararsız olan  agregalar oluşturur. Dolayısıyla, her zaman 

stabilize edici maddelere ihtiyaç vardır. Aktif hedefleme için, fizyolojik reseptör 

fonksiyonel gruplarıyla uyumlu olacak bir ligand kullanılması esastır (119). Biyolojik 

etkinlik, toksisite, in vitro / in-vivo kinetik ve hedefleme kabiliyeti gibi NP'lerin bazı 

özellikleri büyüklüklerinden, dağılımlarından ve şekillerinden etkilenir. Ayrıca, bunların 

etkileri ilaç yükleme, salıverme kinetiği ve sistemlerin kararlılığı üzerinde gözlenir 

(120). Parçacıkların morfolojisi ve nano boyutu biyolojik akibetlerinin belirlenmesinde 

kritik öneme sahiptir. Tipik olarak, 10 nm'den daha küçük bir boyuta sahip NP'ler hızla 

temizlenir. Bununla birlikte, ortadan kaldırılmak için maksimum nanosistem boyutu 

hedeflenen hücresel işlevsellik ile tanımlanır. Partikül büyüklüğü 150-200 nm'yi aşan 

nano taşıyıcılar, kan dolaşımından hızlı bir şekilde çıkarılması gerekir; ve karaciğer ve 

dalakta birikmesi ile kompleman sistemi aktivasyonunu uyarma eğilimindedir (121). 
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NP'ler inorganik NP'ler ve organik NP'ler olarak sınıflandırılır. İnorganik NP'ler metal 

ve metal oksitleri içerir (122) . Bazı metal oksit nanoparçacıklarına örnek olarak gümüş 

(123), demir oksit (Fe3O4), titanyum dioksit (TiO2), bakır oksit (CuO) ve çinko oksit 

(ZnO) verilebilir. Organik NP'ler poli-ε-lisin, kuaterner amonyum bileşikleri, katyonik 

kuaterner polielektrolitler, N-halamin bileşikleri, lipozomlar ve kitosan içermektedir 

(124). İnorganik nanosistemlerin, bir dizi aktif molekül ve görüntüleme ajanı için üstün 

taşıyıcı olmalarını fiziksel, optoelektrik, elektromanyetik ve yapısal özellikleri ile daha 

iyi kontrol edilebilir. Kuantum hapsi ve kolay morfolojik değişiklikler, ayarlanabilir 

optik özelliklerle birlikte, terapötik, görüntüleme ve theranostik uygulamalarla çok 

fonksiyonlu ilaç dağıtımı için inorganik nanoplatformları çok yönlü sistemler yapar. 

Biyouyumlu altın NP'leri ve birinci sınıf antimikrobiyal nanokristal gümüş, kullanılan 

metal NP'lerdir. Kozmetik, teşhis, kataliz, immünolojik analizler ve detoksifikasyon 

uygulamaları için ZnO, TiO2, silika ve süperparamanyetik demir oksit NP’leri gibi metal 

oksit NP'leri araştırılmıştır (125). İnorganik nanosistemler, reaktif oksijen türlerini (126) 

ve serbest radikalleri üretmek için daha büyük partiküllerden daha yüksek reaktiviteye 

sahip üstün yüzey alanı sunarak oksidatif stres, inflamasyon, mutasyonlar ve protein / 

membran denatürasyonuna yol açar. Bu yüzden, bu nanosistemlerin terapötik faydaları, 

muhtemel riskleri ile birlikte değerlendirilmelidir (127). NP'ler kimyasal veya fiziksel 

yollarla üretilebilir. Bu teknikler arasında, NP'lerin kimyasal sentezi, faydalı materyaller 

yapımında büyük potansiyeli olan hızla büyüyen bir alandır (128). Herhangi bir NP 

çeşidini sentezlemek için kullanılan tüm farklı yöntemler, “Yukarıdan Aşağı” (büyük 

madde parçalarının parçalanmasını) ve “Aşağıdan Yukarı” (moleküler ölçeğinden veya 

nano ölçekte) olarak adlandırılan iki genel grupta sınıflandırılabilir. Yukarıdan aşağıya 
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yöntemi, küre frezeleme ve öğütme gibi mekanik kuvvet kullanımı ile ilişkilidir. 

Aşağıdan yukarı yöntemi ise, kristalizasyon, doğrudan üretim veya diğer benzer 

teknikler kullanarak doğru boyutta parçacıklar üretmektir. Her iki yöntem 

nanoteknolojide çok önemli rol oynamaktadır (129). Yaygın olarak kullanılanların 

arasında 1) Kopresipitasyon yöntemleri, 2) Mikroemülsiyon tekniği, 3) Solvotermal / 

hidrotermal yöntemler ve 3) sol-gel yöntemi yer alır. Sol-gel yöntemi, bir öncül 

çözeltinin kimyasal yollarla inorganik bir katıya dönüştürülmesini içerir. Genel olarak, 

prekürsör (metal alkoksit veya inorganik tuz) hidroliz, yoğunlaşma, kurutma ve sonra 

ısıl işlem, katı oksit veya diğer bileşikler haline gelir (130, 131). NP’ler süspansiyonda 

yüzey yüküne sahiptir. Elektrik alanı uygulandığı anda, elektrik alanı ve yüklü parçacık 

arasındaki etkileşim nedeniyle bir parçacık hareket etmeye başlar. Hız ve hareket yönü, 

elektrik alanın, yükün ve süspanse edici ortamın bir fonksiyonudur. Kesme 

düzlemindeki parçacığın elektrik potansiyeli ile orantılı hıza zeta potansiyeli denir. 

Böylece, bir elektrik alanı altında, partikül hareketinin optik ölçümü, zeta potansiyelini 

belirlemek için kullanılabilir. Bir NP, sonuç yüzey yüküne sahip olduğunda, yük, 

nanopartikülün yüzeyine yakın zıt yüklü iyonların artan konsantrasyonuyla taranır. İyon 

tabakası nanoparçacık ile birlikte hareket eder ve yüzey yükü tabakası ve zıt yüklü 

iyonları olan elektriksel bir çift tabaka oluşur. Negatif zeta potansiyeli olan partikül, 

pozitif yüklü yüzeylere bağlanır ve bunun tersi de geçerlidir. Zeta potansiyelinin 

büyüklüğü partikül stabilitesi hakkında bilgi sağlar. Yüksek büyüklük, artan elektrostatik 

itme nedeniyle artan stabiliteyi temsil eder. Parçacıklar, 0-5 mV aralığında toplanma 

eğilimindedir. Minimal olarak stabil parçacıklar 5-20 mV aralığındadır. Orta derecede 
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stabil parçacıklar 20–40 mV aralığındadır. Oldukça stabil parçacıklar ise 40 mV 

aralığındadır (132). 

Nano boyuta getirilmiş partiküllerin yüksek yüzey serbest enerjisinden 

kaynaklanan dengesizlik sorunlarının üstesinden gelinmesi için yüksek reaktif 

yüzeylerinin uyumlu yardımcı maddeler ya da kombinasyonları ile kaplanması gerekir. 

Yüzey mühendisliği araçları, in vivo ilaç salma kinetiğinin kontrol edilmesinde ve ayrıca 

seçilen kısmın aktif ve pasif ilaç hedeflemesinin tanımlanmasında yararlıdır. 

Nanosistemlerin peptidler, polimerler, ligandlar, enzimler, antikorlar, nükleik asitler 

veya markörlerle yüzey etiketlemesi, programlanmış ilaç iletimi ve teşhisi için gereklidir 

(133). Polietilen glikol ve türevleri yaygın olarak çeşitli nanosistemlerin yüzey 

dekorasyonunda inaktif polimerler olarak kullanılır, çünkü fizyolojik sistem bileşenleri 

ile herhangi bir etkileşimi sınırlar ve hedeflenen ilaç sunumu için "gizli" doğasını 

gösterir.  Geniş güvenlik profili ve PEG sınıflandırması nedeniyle, ilaç dağıtımı için 

PEGilasyon yaygın olarak incelenmiştir (134). PEG, tekrarlanan birimlerden (-

CH2CH2O-) oluşan doğrusal bir polimerdir ve NP'lerin modifikasyonu için en çok 

kullanılan polimerdir. Bu polimer, çok sayıda organik polar ve apolar çözücünün yanı 

sıra suda da iyi çözünür. Yüklenmemiş hidrofilik kalıntıları ve yüksek yüzey 

hareketliliği, sulu sistemlerde yüzeyi sabitleyen yüksek sterik dışlanmaya yol açar. Bu 

nedenle PEG, partiküllerin sterik stabilizasyonla toplanma eğilimini azaltır (135).  

2.6.1.TiO2 nanopartiküller 

Titanyum dioksitin (TiO2) geniş bir uygulama aralığı vardır (136). TiO2 beyaz, yanmaz 

ve kokusuz bir tozdur. TiO2 yaygın olarak beyaz bir pigment olarak kullanılan, zayıf 
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çözünür bir partiküldür (137). TiO2 benzersiz fiziksel ve kimyasal özelliklerinden dolayı 

geniş bir uygulama alanına sahiptir. TiO2, tekstil ürünlerinde, kağıtlarda, yiyeceklerde ve 

ilaçlarda kullanılır. Titanyum, yüksek biyouyumluluk, vücut sıvısı etkilerine karşı 

direnç, büyük çekme dayanımı, esneklik ve yüksek korozyon direnci gibi üstün 

özellikleri nedeniyle biyomedikal uygulamalar için en çok kullanılan implant 

malzemelerinden biridir (136). TiO2 NP'leri, yıllık 10.000 ton üretim kapasitesine sahip 

en çok üretilen nanomalzemeler haline gelmiştir (138). TiO2 NP'ler, yüksek stabiliteleri 

ve antikorozif ve foto-katalitik özellikleri nedeniyle beyaz bir boya maddesi, kişisel cilt 

bakım ürünü, su arıtma maddesi ve bakteri yok edici madde olarak yaygın şekilde 

kullanılmaktadır (139). Araştırmalar, TiO2 NP'lerinin tüketici ürünlerinde kullanılan ilk 

beş NP tipi arasında olduğunu göstermiştir, çünkü parlaklıkları ve yüksek refraksiyon 

endeksleri TiO2 NP'lerinin beyaz görünmesini sağlar. Nanotıp alanında, TiO2 NP'leri, 

ileri görüntüleme ve nanoterapötiklerde faydalı araçlar olarak araştırılmaktadır (140). 

Örneğin, TiO2 NP'leri fotodinamik tedavide kullanım için potansiyel ışığa 

duyarlılaştırıcılar olarak değerlendirilmektedir (141). TiO2 NP'leri, cildi ultraviyole 

(142) radyasyonundan korumak için geniş UV spektrum zayıflatma özelliklerinden 

dolayı güneşten koruyucu olarak kullanılabilir ve NP'lerin insan derisine nüfuz 

etmediğine inanılır (143, 144). TiO2 NP'lerinin kullanımının artması, partiküllerin çevre 

ve insan sağlığı üzerindeki olası maruziyetleri ve müteakip etkileri ile ilgili endişelere 

yol açmıştır (145). Ayrıca, TiO2 NP'leri UV ışığına maruz kaldıklarında katalitik hale 

gelirler ve kimyasal olarak katalitik aktiviteleri yoluyla tahribat için su arıtımında 

kullanılırlar (137). Kaplanmamış TiO2 NP'leri, diğer çözünmeyen nanomalzemeler gibi, 

sulu ortamlarda topaklanma eğilimindedir. TiO2 NP'ler, TiO2 NP'lerin doğal ve 
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mühendislik ortamlarında reaktivitesini, davranışını, kaderini ve risk sonuçlarını 

etkileyecek şekilde bir araya gelme eğilimindedir (146). NP'lerin ortamlardaki 

stabilitesini azaltan iki tür toplama vardır: homoaggregasyon ve heteroaggregasyon. 

Aynı özelliklere sahip partikülleri içeren agregat, homoaggregasyon olarak adlandırılır. 

Heteroaggregasyon, farklı fiziksel veya kimyasal özelliklere sahip partiküllerin 

eklenmesiyle mümkün olabilir (147). NP'ler ve diğer doğal kolloidler arasındaki 

homoaggregasyon ve daha da önemlisi heteroagregasyon, TiO2 NP'lerinin akibetini 

etkiler (148). TiO2 NP'leri, yüksek yüzey alanı-hacmi ve spesifik ortamda yüzey 

değişimi nedeniyle toplanma eğilimindedir. TiO2 NP'lerin büyük partiküllerdeki 

agregatları, birincil boyutlarından on veya yüz kat daha büyüktür. NP hareketliliği ve 

toksisitesinin agregat boyutuna bağlı olduğu ve genel olarak boyut azaldıkça arttığı 

gösterilmiştir. NP agregatı yanlış temsil sonuçlarına yol açabilir ve hücresel alım ve 

partiküllerin toksisite profilini değiştirerek deneysel tekrarlanabilirliği engelleyebilir 

(149). Birleştirilmiş TiO2 NP'lerinin in vivo ve in vitro çalışmaları, bu partiküllerin 

oksidatif stresi uyardığını ve ROS tarafından indüklenen apoptozun hücre içi TiO2 NP 

kaynaklı organ hasarında anahtar faktörler olarak kabul edildiğini göstermiştir (150-

153). Oksidatif stres, genel olarak memelilerde lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve 

DNA'ya zarar veren TiO2 NP genotoksisitesinde yer alan ana mekanizmalardan biri 

olarak önerilmiştir (154). Lipid peroksidasyonu, hücre zarında değişikliklere neden 

olarak hayati hücresel fonksiyonları bozabilir. TiO2 NP kaynaklı oksidatif  DNA hasarı, 

OH radikalinin oluşumuna bağlanmıştır (155). TiO2 maruziyetinden sonraki oksidatif 

stres hepatik malondialdehit seviyelerinde azalmaya ve indirgenmiş glutatyon 

seviyelerinde yükselmeye yol açabilir (156). TiO2 NP'lerinin akibeti, uygulanabilirliği 
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ve etkisi, NP'leri bir agregasyon karşısında dengelemek için kullanılan stratejiye 

bağlıdır. NP'lerin istikrarını neyin etkileyebileceğini araştırmak zorunludur. TiO2 

NP'lerin bu zararlı biyolojik etkilerini azaltmak için, PEG, agregatlar oluşumunu en aza 

indirmek için TiO2 NP'lere konjuge edilmiştir (153). PEG, hidrofiliklik, su ve organik 

çözücülerde çözünürlük ve toksisite eksikliği gibi birtakım önemli fizikokimyasal ve 

biyolojik özelliklere sahiptir. PEG toksik ve immünojenik değildir ve olumlu 

farmakokinetiğe ve doku dağılımına sahiptir (157). TiO2 NP'lerin yüzeyini PEG ile 

değiştirmek (PEGilasyon), sadece aglomerasyona engel olmakla kalmaz, aynı zamanda 

protein adsorpsiyonuna dirençli NP'ler sağlar ve bunların biyouyumluluklarını arttırır 

(158). PEG ayrıca in vivo dolaşım süresini de arttırır, böylece retiküloendotel sistemi 

yoluyla klirensi azaltır (159). PEG-TiO2 NP'lerin sitotoksik etkileri daha az şiddetlidir 

veya TiO2 agregatları tarafından üretilenlere kıyasla herhangi bir sitotoksik etki 

oluşturmaz. Ayrıca, TiO2 NP'lerin PEG ile modifikasyonu, sitotoksisitelerini azaltmıştır, 

ayrıca bazı çalışmalara göre stres ve toksisite ile ilişkili genlerin indüklenmesini 

azaltmıştır (13). 

2.7.İnorganik fosfat 

İnorganik Fosfat enerji metabolizması gibi çeşitli hücresel işlemlerde, enerji aktarma 

mekanizması tarafından ATP formunda veya metabolik yolların ara maddeleri için 

substrat olarak serbest formunda kritik bir rol oynar. ATP'nin bir kurucusu olarak Pi, 

hücresel sinyalleşme olaylarının ara maddelerinin fosforilasyon ve fosforilasyon 

mekanizmalarına da katılmaktadır. Pi, fosfolipidlerin ve DNA ve RNA'nın 

nükleotidlerinin temel bir bileşenidir (160). Tümörler, protein sentezi ve hızlandırılmış 

çoğalma ile ilişkili artan fosfor taleplerine sahiptir (161).   
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2.8.Glutatyon 

GSH olarak bilinen tripeptit, γ-l-glutamil-l-sisteinil-glisin, hücrelerde sentezlenen en 

önemli düşük moleküler ağırlıklı antioksidandır. Glutamata ardışık sistein ilavesi ve 

ardından glisin ilavesi ile sentezlenir. Sisteinin sülfhidril grubu, genellikle GSH'nin en 

önemli işlevleri olarak kabul edilen redüksiyon ve konjugasyon reaksiyonlarında rol 

oynar. Bu reaksiyonlar, peroksitlerin ve birçok ksenobiyotik bileşiğin uzaklaştırılması 

için araçlar sağlar; ancak, GSH ayrıca hücre döngüsünün düzenlenmesinde de rol oynar. 

GSH, hücrelerin oksidatif hasardan ve ksenobiyotik elektrofiliklerin toksisitesinden 

korunmasında ve redoks homeostazının korunmasında kritik rol oynar (162). Tümör 

hücrelerinde yükselmiş GSH seviyeleri, bazı kemoterapötik ilaçlara direnç göstererek, 

kemik iliği, meme, kolon, gırtlak ve akciğer kanserlerinde bu hücreleri koruyabilir (163). 

Ayrıca yüksek GSH, hem melanomda hem de karaciğer kanserinde metastazı arttırır 

(164).  

2.9.Gen ekspresyon  

Gen ekspresyonu, bir genden gelen bilgilerin, fonksiyonel bir gen ürününün sentezinde 

kullanıldığı işlemdir. Bu ürünler genellikle proteinlerdir, ancak rRNA genleri veya 

tRNA genleri gibi protein olmayan kodlayan genlerde, ürün yapısal veya housekeeping 

amaçlı bir RNA'dır (165). Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile 

gen ekspresyonunu incelerken, bilim adamları genlere özgü transkript yoğunluğunu 

ölçerek belirli bir genin veya gen profillerinin ekspresyonunda genellikle değişiklikleri - 

artar veya azalır – şeklinde tanımlamışlardır. Araştırma, bir genin belirlenmiş koşullar 

altında, ilgilenilen bir bileşik veya ilaçla tedaviye verdiği yanıtı izler (şekil8) (166).   
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qPCR, reaksiyonun başlangıcında, hedef sekans ile niceliksel bir ilişki kullanarak, 

herhangi bir döngüde amplife edilmiş ürünlerin hemen tespit edilmesini sağlar. Gerçek 

zamanlı saptama, floresans sinyalinin doğrudan DNA konsantrasyonuyla orantılı olduğu 

amplifikasyon faz sırasında yapılmalıdır. İki farklı temel tipte kimyasal strateji, bu tür 

floresan sinyal oluşumunu sağlar. Bir tanesi çift sarmallı birbirine geçen boyaya (SYBR-

Yeşil) dayanmaktadır, diğeri ise farklı boya etiketli prob sistemlerinin bir bolluğunu 

kullanabilir (167). Kantitatif RT-PCR deneyleri için gerekli minimum bilgi sekiz 

bölümden oluşmaktadır. Bu sekiz bölüm şunları içermektedir: 

1. Deneysel tasarım 

2. Örnek özellikleri 

3. Nükleik asit ekstraksiyonu ve kalite değerlendirmesi 

4. Reverse transcription 

5. Hedef bilgisi 

6. Primer ve prob detayları 

7. qPCR protokolü optimizasyonu ve validasyon detayları  

8. Veri analizi (168, 169).  

RT-PCR'de, DNA miktarı her döngüden sonra floresan boyalarla ölçülür ve üretilen 

PCR ürün moleküllerinin (amplikonlar) sayısına doğrudan orantılı olarak artan 

floresan sinyal verir. Reaksiyonun amplifikasyon fazında toplanan veriler, 

amplifikasyon hedefinin başlangıç miktarı hakkında nicel bilgi verir. Reaksiyon 

boyunca flüoresanstaki değişim, termal döngü flüoresan boya tarama kabiliyeti ile 

birleştiren bir cihazla ölçülür. Döngü sayısına karşı floresans çizilerek, RT-PCR 
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1. Denatürasyon: Yüksek sıcaklıkta inkübasyon, çift sarmallı DNA'yı tek 

sarmallarda “eritmek” ve tek sarmallı DNA'da sekonder yapıyı gevşetmek için 

kullanılır. DNA polimerazın dayanabileceği en yüksek sıcaklık tipik olarak 

kullanılır (genellikle 95 ° C). Templat GC içeriği yüksekse, denatürasyon süresi 

artabilir. 

2. Annealing: anealing sırasında, tamamlayıcı diziler hibridize etme şansına 

sahiptir, bu nedenle primerlerin (primerin Tm'sinin 5°C altında) hesaplanan 

erime sıcaklığına (170) dayanan uygun bir sıcaklık kullanılır. 

3. Uzatma: 70-72 °C'de, DNA polimeraz aktivitesi optimumdur ve primer uzatma, 

saniyede 100 baz oranına kadar meydana gelir. RT-PCR'deki bir amplikon küçük 

olduğunda, bu adım genellikle sıcaklık olarak 60 °C kullanılarak annealing 

aşaması ile birleştirilir. 

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

transkriptaz, dNTP'ler, magnezyum klorür ve kalıplardır. 

2.10.Primerler 

DNA polimeraz, yeni DNA iplikçiklerinin sentezini başlatamaz. DNA polimeraz 

çalışması için serbest bir 3ˊ-OH grubunun varlığını gerektirir. Bu nedenle, serbest 3ˊ-OH 

grubunu doyurmak için bir primer gerekir. Bu primer bir RNA oligonükleotiddir. 

Organizma içindeki kalıp DNA’yı kopyalayan bir RNA polimeraz (primaz) ile 5ˊ-3ˊ 

arasında bir yönde sentezlenir. DNA polimeraz başlangıçta primerin 3-hidroksil grubuna 

bir deoksiribonükleotit ekler ve daha sonra büyüyen iplikçinin 3 ucuna 

deoksiribonükleotitler eklemeye devam eder. Bu nedenle primer, DNA sentezi için bir 
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temel oluşturmaya ve hazırlamaya yarar. Laboratuarda, bilim insanları, tek iplikçikli bir 

DNA molekülündeki dizilere bağlanan spesifik dizilerle DNA primerleri tasarlayabilir 

ve sentezleyebilir. Bu DNA primerleri, DNA parçalarını veya DNA sekansını 

kopyalamak için PCR'yi gerçekleştirmek için yaygın olarak kullanılır (171). 

2.10.1.Hücre döngüsünün Primerleri 

Hücre döngüsü, hücresel bileşenlerin iki katına çıktığı ve daha sonra doğru şekilde 

iki hücrelere ayrıldığı olaylar dizisidir. Ökaryotlarda, DNA replikasyonu belirgen bir 

sentez  fazıyla sınırlandırılır ve kromozom ayrılması mitoz fazında meydana gelir. İki 

Gap fazı, G1 ve G2 olarak bilinen S fazını ve mitoz fazını ayırır. Bunlar hücrelerin 

büyüdüğü aldığı, büyüme sinyallerini bütünleştirdiği, çoğaltılmış bir genom organize 

ettiği ve kromozom ayrımı için hazırlandığı dönemlerdir. Hücre döngüsü ilerlemesini 

sağlayan proteinler, sikline bağımlı kinazlardır (CDK'lar). CDK'lar, DNA sentezini ve 

mitotik ilerlemeyi desteklemek için ana substratları fosforile eden serin / treonin protein 

kinazlarıdır. CDK katalitik alt birimleri, ubikuitin bağımlı proteolizinde sıkı bir şekilde 

düzenlenmiş olan konik siklin alt birimleri ile bağlanıncaya kadar aktivite gösterir (172). 

CDK aktivitesi, küçük inhibe edici proteinlerin, ve siklin bağımlı inhibitör proteinin 

(173) bağlanmasıyla negatif olarak düzenlenebilir. Ayrıca, CDK aktivitesi, substratlara 

fosfat transferini bloke eden tirozin fosforilasyonuyla da inhibe edilebilir. Ökaryotik 

hücre döngüsü üç kontrol noktasında korunur: G1/S sınırında, G2/M sınırında ve 

metafaz/anafaz sınırında (şekil 11) (174).  



 

Şekil 11. H

2.10.1.1.Tp

Yaba

üzere hücr

çoğu kans

Koruyucus

kanserinde

geninin k

durdurmas

TP53 gen

anormallik

mutasyonu

küçük bir 

yükselir. B

MDM4'e b

terminaller

indükleme

Hücre döngü

Tp53 primer 

ani tip p53 

re homeosta

serde görül

su” veya “Ö

e sıklıkla de

kanonik fo

sında yer al

n mutasyon

kler ortaya 

u TP53 DN

miktarda 

Bazal koşul

bağlanarak g

ri vasıtasıy

k için MDM

üsü 

proteini, hü

zında yer al

lür. Bu ne

Ölüm Yıldız

elesyona uğ

onksiyonları

an p21 gen

nunun tipin

çıkar.  Tek

NA bağlanm

p53 protein

lar altında, 

gerçekleşir 

yla p53'e b

M2'nin E3 li

3

ücre döngüs

lan birçok fo

edenle, TP

zı” olarak ad

ğrayan krom

ı, transkrip

ninin transak

ne ve konu

k noktalı m

ma alanında

ni bulunmas

P53 protein

(179, 180). 

ağlanır ve 

igaz aktivite

5 

ü, DNA on

fonksiyona s

P53 (tümör 

dlandırılmış

mozom 17'n

psiyonel ak

ktivasyonun

umuna bağ

mutasyonlar

a bulunur (

sına rağmen

ninin inakti

MDM2 ve

p53 protei

esini aktive 

 

narımı ve ap

sahiptir, oys

proteini 5

ştır (175, 17

nin kısa ko

ktivitesine 

nu desteklem

ğlı olarak 

rın, % 95't

178). Norm

n, stres za

ivasyonu es

 MDM4'ün 

ininin prote

eder (181, 

poptoz da da

sa mutant p5

53) geni “

76). TP53 g

olunda bulun

ve hücre 

mesine daya

belirgin fo

ten fazla k

mal hücreler

amanlarında 

sas olarak M

herodrodim

easomal bo

182).  WT p

ahil olmak 

53 proteini 

“Genomun 

geni, insan 

nur. TP53 

döngüsü 

anır (177). 

onksiyonel 

kanserojen 

rin sadece 

seviyeler 

MDM2 ve 

merleri, N-

ozulmasını 

p53'ün ana 



 

kanonik i

tarafından 

aracılığıyla

doğrudan 

indükleyeb

hücreli len

bağlanabili

aktivasyon

R2 genleri

ve 13) (123

Şekil 12. P

Şekil 13. H

şlevleri, bü

hücre sik

a gerçekleş

p53 düze

bilir. PUMA

nfoma 2 (1

ir. Bax, m

nu ile apopto

nin ifadeler

3).  

P53 yolunun

Hücre döngü

üyüme durm

klüsünün du

ir. p21 hem

ensiz apop

A proteini, B

85) veya B

mitokondride

ozise neden 

rinin indükl

n şeması 

üsünün durd

3

ması, apop

urdurulması

m G1/S he

ptoz modü

Bcl-2 ile iliş

B hücreli le

e sitokrom 

olur (184). 

enmesi yolu

durulmasınd

6 

ptoz ve DN

ı, p21 gibi

m de G2/M

ülatörü (18

şkili X prot

nfoma-ekstr

c salınım

DNA tamir

uyla p53 ka

da P53'ün ro

NA onarım

i transkrips

M fazlarını 

84)  gen

teinini (Bax

ra büyük p

mını teşvik 

r genleri, GA

anonik yolun

 

olü 

mını içerir. 

siyonel hed

baskılar (1

ninin ekspr

x'ı) indüklem

proteinine (B

eder ve k

ADD45, XP

nda da artar

 

WT p53 

def genler 

183). p53, 

resyonunu 

mek için B 

Bcl-xL'ye) 

kaspazların 

PC ve p53-

r (şekil 12 



37 
 

Mutant TP53, terapötik bir hedef olabilir. Tedavi 3 hedefe göre sınıflandırılabilir: 1) 

genomik mutasyonla kaybedilen normal p53 fonksiyonunun restorasyonu (186); 2) p53 

eksikliği olan hücrelere doğrudan saldırı (187) ve 3) normal p53 fonksiyonunun 

arttırılması (188).  

2.10.1.2.MDM2  

İnsanlarda, MDM2 (mouse double minute 2) geni 12q14.3-q15 kromozomunda 

bulunur ve 491 amino asit proteinini ifade eder (189). Belirgin MDM2 amplifikasyonu 

olmayan bazı kanserlerde, artan gen ekspresyonu ile MDM2 protein seviyeleri yükselir. 

(190-192). MDM2 proteini, p53 tümör baskılayıcı proteini negatif olarak düzenler (193). 

P53'ün düzenlenmesi öncelikle bir düzenleyici sistem içerisinde protein stabilite 

düzeyinde gerçekleşir. p53, MDM2 tarafından poliubikuitinenir edilir ve daha sonra 26S 

proteazomu tarafından degrede edilir (194). Bu sistemin temel bir bileşeni, p53 

turnoverinin MDM2 tarafından düzenlendiği ve MDM2'nin ekspresyonun, p53'ün 

transkripsiyonel kontrolü altında olduğu p53/MDM2 geri besleme döngüsüdür (195). 

Normal hücrelerde, p53, MDM2 geninin ekspresyonu aktive eder. Hücre stresi sırasında, 

MDM2 ve p53 fosforile edilir ve MDM2 p53'ten ayrılıp proteinlere bağlanır (196-198). 

MDM2, p53'ü üç bağlantılı etkiyle inhibe eder. İlk olarak MDM2, p53 transaktivasyon 

domain alanına bağlanır. Bu bağlanma, p53'ün bazal transkripsiyon faktörlerine 

erişimini sterik olarak bloke eder. İkinci olarak, MDM2'nin E3 ubikuitin ligaz aktivitesi, 

p53'ün mono-ubikitilasyona aktive eder, p53-MDM2 kompleksinin çekirdekten 

sitoplazmaya yer değiştirmesini teşvik eder. Üçüncüsü, sitoplazmada en kısa sürede, 

MDM2 p53'ün poliubikuitine eder ve 26S proteazomu tarafından degrede olmasına 

neden olur (şekil 13) (181).  
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destekleyebilir. RAD 51 eksik olan hücreler’de telomer korumasında homolog 

rekombinasyonunun rolü ile tutarlı olarak telomeraz varlığında telomer kapama ve 

telomer kıslamlasının ortanan kalkmasıyla sonuçlanır (205). 

2.10.1.4.BRCA2 

İnsan BRCA2 (breast cancer 2) geni 17q21.31 kromozomunda bulunur (206). 

BRCA2, çeşitli işlevleri yerine getirmek için çoklu proteinlerle etkileşime girer. 

BRCA2, hücre döngüsü kontrolü, DNA hasarı onarımı, transkripsiyon düzenlemesi, 

genom bütünlüğünün korunması, replikasyon, rekombinasyon ve kromatin hiyerarşik 

kontrolü gibi birçok hücresel fonksiyonları gerçekleitirir (207).  BRCA2, gen 

transkripsiyonunun bir modülatörü olarak görev yapar.  BRCA2, çeşitli hücresel 

işlemlerde yer alan genlerin transkripsiyonunu düzenleyen diğer proteinlerle birçok 

kompleks oluşturur. BRCA2'in C-ucu, birçok transkripsiyon faktörünün aktivasyon 

alanının ortak bir özelliği olan asidik amino asitler bakımından zengindir (208). DNA 

hasarına yanıt olarak BRCA2'in ATM ve ATR tarafından fosforilasyonu, P53 aracılı 

sinyallemenin aktivasyonu için çok önemlidir.  Böylece, P53 aracılı p21 

transkripsiyonunu arttırır (209). BRCA2'in HR aracılı DNA DSBinin onarımındaki rolü 

iyi çalışılmış ve tanımlanmıştır. BRCA2'nin MutS Protein Homolog 2 (MSH2), MutS 

Protein Homolog 3 (MSH3) ve MutS Protein Homolog 6 (MSH6) ile etkileşime girdiği 

bilinmektedir. Bu MSH proteinleri, uyumsuz DNA lezyonlarının tamirinde rol oynar 

(208). BRCA1 farklı roller oynayarak apoptozis ile ilişkilendirilmiştir (170). Birçok 

çalışma, BRCA2'nin apoptozun yukarı regülasyonundaki rolünü de göstermiştir. Yabanıl 

tip-BRCA2'nin ektopik ekspresyonu, stresle aktive olan protein kinaz c-Jun NH2 

terminal kinazın upregulasysonuna yol açar. Aynı zamanda Fas/Fas ligandına bağlı 
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apoptozu tetikler. BRCA2 ile kolaylaştırılmış apoptoz, BRCA2'nin C-terminal 

bölgesinin kaspaz 3-aracılı kesimini içerir (210). 

2.10.2.DNA tamirinin primerleri 

DNA hasarı, çevresel faktörler ve hücre içindeki normal metabolik işlemler 

nedeniyle oluşur. Günde hücre başına 10000 ila 1000000 moleküler lezyon hızında 

meydana gelir. Bu modifikasyonlar, normal olmayan kimyasal bağlar veya eklentiler 

oluşturarak molekülün düzenli sarmal yapısını bozar (211). DNA hasarı, endojen 

hücresel süreç ve eksojen ajan nedeniyle oluşabilir. Endojen hücresel işlemler, azot 

bazlarının oksidasyonunu ve reaktif oksijen türlerinin DNA iplikçiklerinde kırılmaların 

oluşmasını içerir.  Ekzojen ajanlara bağlı hasar, pirimidin dimerleri oluşturan C ve T 

bazları arasında çapraz bağlanma yoluyla doğrudan DNA hasarına neden olan UV 

radyasyonları ve radikaller oluşturarak dolaylı hasarlara bağlı olarak ortaya çıkar (212). 

Çoğu kanserojen DNA hasarı oluşturarak ve mutasyonlara neden olur. Kanserin temel 

nedeni hasarlı veya hatalı genlerdir. Genler DNA ile kodlanmıştır, böylece DNA'ya zarar 

veren herhangi bir şey kanser riskini artırabilir. Kanserlerin çoğu, bir insanın yaşamı 

boyunca biriken DNA hasarından kaynaklanmaktadır.  DNA onarımı, DNA hasarının 

ters çevrilmesini veya hasarlı elementlerin çıkarılmasını içeren iki temel mekanizma ile 

gerçekleşebilir (213). DNA onarım mekanizmalarının ortak yolu, a) lezyon tespiti b) 

hasarlı DNA uzaklaştırılması: nükleazlar, glikosilazlar vb c) onarım / resentez: DNA 

ligaz, DNA polimeraz d) diğer hücresel süreçler üzerindeki etkiler: onarımın 

gerçekleşmesi için daha fazla zaman tanımak amacıyla çoğaltma ve / veya hücre 

bölünmesi ile gerçekleşir (199).  
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2.10.2.1.CDKN1A 

İnsan CDKN1A (Sikline Bağımlı Kinaz İnhibitörü 1A) geni 6p21.2 kromozomunda 

bulunur. CDKN1A geni tarafından kodlanan p21, sikline bağımlı kinaz inhibitörlerinin 

kurucu üyesidir (214). p21, genomik stabilite sağlayan ve sıklıkla insan kanserinde 

önemli hücre döngüsü düzenleyicisidir (215, 216). p21, birçok temel biyolojik işlemde 

yer alan bir dizi protein ile etkileşime girebilir (216). Basitçe bir hücre döngüsü 

inhibitörü, yaşlanma indükleyicisi ve tümör baskılayıcı olmak yerine, şimdi çok daha 

karmaşık ve daha geniş bir regülatör olarak kabul edilmektedir (217). Apoptoz, 

farklılaşma, DNA onarımı, transkripsiyon ve hücre göçünde önemli rol oynamaktadır 

(59). p21, G2/M geçişi ve mitotik ilerleme için önemlidir, kaybı mitoz kusurlarına ve 

muhtemelen genomik kararsızlığa neden olarak mitoz süresini uzatır (218). p21 in vivo 

olarak kromozomal bütünlüğünü korur (219). Proliferasyonun diğer tüm hücresel 

işlemlerle dengelenmesi ve koordine edilmesinde yer almaktadır. Genel olarak, p21 

uygun hücre bölünmesini sağlayan hücre döngüsü kontrol noktalarının önemli bir 

düzenleyicisidir. p21, hücre proliferasyonunu Cdks'ye bağlanma ve hücre nükleer 

çoğaltma antijenini doğrudan, veya dolaylı olarak transkripsiyon seviyesinde önler. 

P53'e ek olarak, birçok onkogen, tümör baskılayıcı, enflamatuar sitokin ve besin p21 

transkripsiyonunu başlatabilir (220). c-Myc 'nin p21 gen ekspresyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiştir. c-Myc ayrıca hücre nükleer çoğaltma antijenini ile p21 etkileşiminin 

bozulmasına yol açan etkileşime girebilir ve DNA sentezi inhibisyonunda bir azalmaya 

neden olur (221). Bu nedenle p21'in koruyucu fonksiyonu, yüksek c-Myc seviyelerine 

sahip tümör hücrelerinde devre dışı bırakılır (222).  Zararlı çevresel uyaranlara cevap 

olarak, p21 kontrole katılır ve hücre döngüsünün geçici olarak durması başlatılır. p21 ve 
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artan ekspresyonunun zaman periyodu, hücre döngüsünün baskılanması veya genomik 

stabiliteyi koruyan yanlış replike edilmiş DNA'nın onarımı arasındaki dengeye katkıda 

bulunur (223). p21 sıklıkla insan kanserinde düzenlenmez. p21, hücre döngüsünü 

düzenleyerek ve genomik stabiliteyi koruyarak bir tümör baskılayıcı olarak kabul 

edilmiştir (59). p21, fonksiyonel p53 kaybı veya hiperaktif c-Myc onkogen nedeniyle 

insan kanserinde sıklıkla azalır. (224).  

2.10.2.2.ERCC1 

ERCC1 (Eksizyon onarımı çapraz tamamlayıcı grup 1) 19q13.32'de insan 

kromozomunda bulunur. İnsan ERCC1 geni, moleküler klonlama ile ilk insan DNA 

tamir geni keşefedildi (225). İnsan ERCC1 ve ERCC4 genleri, DNA onarımı ve 

kromozom stabilitesinin korunmasında yer alan bir nükleaz oluşturmak için birleşik 

proteinleri kodlar. ERCC1 - ERCC4, hasarlı DNA 5ˋ tarafındaki insizyon yapar (226). 

ERCC1, genom bütünlüğünün yanı sıra, nükleotid eksizyon onarım sisteminine önemli 

bir hücresel bileşenidir. En önemli NER proteinleri şunlardır: XPC, RNAP, CSA ve 

CSB, TFIIH, ERCC1, ERCC4, XPG, DNA polimeraz ve DNA ligaz.  Genel olarak, 

NER, çeşitli DNA hasarlarını tanır ve hasarlı noktayı içeren DNA oligonükleotit 

bölümlerini keserek onarır (227). ERCC1, içsel nükleaz aktivitesinden yoksundur, ancak 

ERCC1/XPF endonükleaz tarafından gerçekleştirilen değiştirilmiş DNA sekanslarının 

ayrılması için vazgeçilmezdir. ERCC1 ve XPF genellikle çekirdekte bir dimer olarak 

bulunur ve moleküler stabilite açısından karşılıklı olarak esastır, bu nedenle, ERCC1 

arızalı hücrelerin XPF eksikliği de vardır ve bunun tersi de geçerlidir (228).  ERCC1-

XPF dimer, gruplar arası çapraz bağlantıların doğrudan onarımında işlevlere sahiptir ve 
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önlemek için G2 / M hücre döngüsü kontrol noktasının başlıca aracıdır. Bu ATR'ye 

bağımlı G2/M hücre döngüsü durdurmasına, Cdc25A'nın parçalanması ve Cdc25C 

fosfatazın serin 216 üzerinde CHK1 ile fosforilasyonu iki mekanizma ile aracılık eder 

(231).  

2.10.2.4.CDKN1A 

CDKN1A (sikline bağlı kinaz inhibitör) 6p21.2'de insan kromozomunda bulunur. 

Bu gen, DNA'ya bağımlı protein kinazın (DNA-PK) katalitik alt birimini kodlar. DSB 

onarımı, hücre sağkalımı ve DNA bütünlüğü için önemlidir. Üç farklı DSB onarım yolu 

var; mikrohomoloji aracılı uç birleştirme (MMEJ), HR ve NHEJ baskındır (232). NHEJ, 

1) DSB'nin her bir ucunda Ku'nun tanınması ve bağlanması; 2) DNA-PK’ının kırılma 

noktalarında birleştirilmesi ve köprülenmesi; 3) DNA uçlarının DNA-dependent protein 

kinaz  katalytik subunit (DNA-PKcs) ile fosforilasyonu; 4) uçların DNA ligaz IV / 

XRCC4 kompleksi ile ligasyonu; 5) kompleks ayrışma birkaç aşamaya ayrılabilir. Bu 

faktörlerden, DNA-PKcs hızla kırılma noktalarında toplanır. DNA-PKcs, ATM ve ATR 

de içeren fosfatidilinositol-3 kinazların (PIKK) Ser / Thr protein kinaz ailesine aittir. İki 

birim DNA-PKcs, DNA-PK kompleksi oluşturmak için iki birim Ku ile toplar. DNA-

PKcs'lerin Ku'ya ve çift sarmallı DNA'ya bağlanması kinaz aktivitesini aktive eder; ve 

Ku heterodimerlerinin diğer enzimlerin bağlanmasına izin vermek için kırılmaya doğru 

translokasyonu teşvik eder. Kırılmanın her iki tarafında DNA-PK varlığı, sinapsta iki uç 

arasında köprü oluşumuna izin verir ve uygunsuz birleşme şansını azaltır. Onarımın 

doğru olması için DNA-PK'nın katalitik aktivitesi gereklidir. DNA-PK'nin NHEJ'nin her 

aktörünü fosforile ettiği gösterilmiştir. DNA kırılması DNA-PK tarafından stabilize 

edildikten ve uçlar işlendikten sonra ligasyon meydana gelebilir (223). Ligasyon 
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işleminden sonra tamir tamamlanır. Disfonksiyonel NHEJ, genetik stabilitesinde ciddi 

sorunlara neden olabilir.  Yetersiz NHEJ, iki farklı kromozomun iki ucunun 

ligasyonundan sorumlu olabilir. Bu veriler G1/S fazında NHEJ tarafından hızlı onarımın 

önemini göstermiştir. Ayrıca, NHEJ defekti olan hücreler, DNA'ya zarar veren ajanlara 

karşı daha hassastır ve DSB'lerin veya mutasyonların birikmesi, DNA bütünlüğü için 

dramatik olabilir (233).  

2.10.3.Anjiyogenez primerleri 

Anjiyogenez, vücutta üretilen belirli biyomoleküller tarafından kontrol edilen 

normal ve kompleks bir işlemdir. Yeni kan damarlarının oluşumu, endotel hücrelerinin 

tomurcuklanması yoluyla önceden var olan kan hücrelerinden gelir ve böylece damar 

ağacını genişletir (234). Anjiyogeneze yönelik adımlar, proteaz üretimini, endotel hücre 

göçünü ve çoğalmasını, vasküler tüp oluşumunu, yeni oluşturulmuş tüplerin 

anastomozunu, yeni bir bazal zarın sentezini ve perisitlerin ve düz kas hücrelerinin 

birleşmesine içerir.  Büyümesi veya lokal olarak metastaz yapması için, tümör 

dokusunun kan damarları tarafından sağlanacak oksijen ve besin maddelerine ihtiyacı 

vardır (235). Oksijen hücre büyümesinde anahtar olduğundan, hipoksik tümör hücreleri 

bölünmez. Büyüyen kanserlerde, endotel hücreleri, anti-anjiyojenik faktörlerin üretimi 

azaldığında endotel hücre büyümesini ve hareketliliğini aktive edebilen prostaglandin E1 

ve E2 ve Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi birçok proteinin salgılanması 

nedeniyle kuvvetle aktiftir (236).  
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2.10.3.1.VEGFB 

VEGFB (vasküler endotelyal büyüme faktörü B) geni, 11q13.1 kromozomunda 

bulunur. Bu gen, trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF)/VEGF ailesinin bir üyesini 

kodlar. VEGF ailesi üyeleri kan damarlarının oluşumunu düzenler ve endotel hücre 

fizyolojisinde yer alır. Bu üye VEGFR-1 için bir liganddır. VEGFB ekspresyonu birçok 

farklı tümör tipinde bulunabilir ve ekspresyonunun çoklu kanserlerde arttığı 

bulunmuştur (237). Düşük bir VEGFB ile kanser hücresi hattında VEGFB 

fonksiyonunun kazanımı, dolaşımdaki tümör hücrelerinde ve metastazlarında artışa 

neden olur (238). Artırmış VEGFB fonksiyonu, perivasküler hücreler azalışı ve vasküler 

sızıntı, inflamasyonma, hipoksi ve M2 benzeri makrofajlara artışı neden olur.  

2.10.3.2.PDGF-B 

PDGF-B (Platelet Kökenli Büyüme Faktörü B) geni, 22q13.1 kromozomunda 

bulunur. PDGF-B mitojenik, diferensiyason, kemotaktik ve anjiyojenik özelliklere 

sahiptir ve yara iyileşmesinde rol oynar. PDGF-B birçok patolojiyle ilişkilendirilmiştir 

(239). Özellikle, PDGF-B çeşitli yaygın iyi huylu tümörlerde ve malignitelerde yer 

almıştır (240, 241). Tüm koşullarda anjiyojenez, çoğu durumda, tümör perfüzyonunu 

engelleyen sapkın ve sızdıran kan damarları oluşturur. Bu nedenle vasküler olgunlaşma, 

normalde perisitlerin yeni üretilen damarlara alınmasıyla gerçekleştirilen optimal tümör 

perfüzyonunu sağlamak için çok önemli bir prosedürdür (242). Vasküler olgunlaşmada 

oynanan PDGF-B / PDGF reseptör sinyallemesinin önemli rolü genetik olarak iyi 

tanımlanmıştır. Damar büyümesi sırasında, endotel hücreleri PDGF-B’yi salgılar. 

PDGF-B sadece perisitlerin hareketliliğini güçlendirmekle kalmaz aynı zamanda perisit 

alımını teşvik etmek için kemotaksis benzeri bir gradyan üretir (243). Son zamanlarda, 
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PDGF-B sinyalini tümörlerde vasküler yeniden şekillendirme ile ilişkilendirdiği ve 

tümörlerde transgenik PDGF-B ekspresyonunun perisit yoğunluğunu artırabileceğini 

gösterdiği bildirilmiştir (244).  

2.10.4.Apoptoz primerleri 

Apoptozis, hücrenin programlanmış hücre ölümü için doğal mekanizmasıdır. 

Özellikle uzun ömürlü memelilerde, homeostazın yanı sıra gelişiminde kritik bir rol 

oynadığı için çok önemlidir (245). Gereksiz veya istenmeyen hücrelerin yok edilmesine 

ve oldukça düzenli bir işlem görev yapar. Apoptotik yol, hem hücre içi hem de hücre 

dışı sinyallerle aktive edilir. Apoptoza yol açan sinyal tipi ile ilişkili olan içsel ve dışsal 

yollar iki farklı yol vardır. Ayrıca sırasıyla mitokondriyal ve ölüm reseptörü yolları 

olarak da adlandırılırlar (246). Hücre içi sinyaller, DNA hasarı, büyüme faktörü ve 

sitokin yoksunluğunu içerirken, en yaygın hücre dışı sinyaller, bağışıklık sisteminden 

sitotoksik T hücreleri tarafından zarar görmüş veya enfekte olmuş hücrelere yanıt olarak 

üretilen ölüme neden olan sinyallerdir. Yollar öldürücü kaskadlarında birleşir (247). 

Apoptozis sinyali bildirildiği anda, hücre içinde değişiklikler meydana gelmeye başlar. 

Bu değişiklikler, hücre iskeleti ve nükleer proteinler gibi hücresel bileşenleri parçalayan 

kaspazların aktivasyonunu içerir. Kaspaz aktivitesinin sonucu olarak, apoptotik hücreler 

büzülmeye başlar ve makrofaj tepkisine işaret eden plazma zarı değişikliklerine uğrar 

(245). Apoptoz, hedef proteinleri parçalayan bir sistein protein sınıfı olan kaspazlar 

tarafından gerçekleştirilir. Kaspaz proteaz aktivitesi, yüzlerce çeşitli proteini parçaladığı 

ve başarılı apoptoz için çok önemlidir. Dört adet başlatıcı kaspaz (kaspaz-2, -8, -9, 10) 

ve üç uygulayıcı kaspaz (kaspaz-3, -6, -7) vardır (247). Uygulayıcı kaspazları, sonunda 

hücrenin ölümüne yol açan hedef proteinleri ayırır. Apoptozun düzensizliği çok çeşitli 
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2.10.4.2.c-MYC 

c-MYC geni, 8q24.21 kromozomunda bulunur. MYC transkripsiyon faktörü ailesi 

c-, L- ve N-MYC'den oluşur. MYC familyası proteinleri çoğalma, farklılaşma, yapışma 

ve hayatta kalma dahil olmak üzere çoklu hücresel süreçleri düzenleyen güçlü 

transkripsiyon faktörleri olarak işlev görür (252). Çeşitli araştırmalar MYC'nin 

genomdaki regüle edilmiş genlerin çoğuna bağlanan bir ana transkripsiyonel regülatör 

işlevi gördüğünü göstermiştir.  MYC proteinlerinin ekspresyonu, normal dokularda 

transkripsiyonel, translasyonel ve translasyon sonrası seviyelerde sıkı bir şekilde, 

yaklaşık 20 dakikalık bir yarı ömürle düzenlenir (253). MYC amplifikasyonu, MYC'nin 

hastalık durumlarında deregüle edilmesi birincil yöntem olarak kabul edilir.  Bununla 

birlikte, MYC'nin posttranlaslasyonunun düzenlemesi, MYC'nin stabilize ve 

etkinleştirildiği amplifikasyondan bağımsız olarak, önemli bir mekanizma olarak ortaya 

çıkmıştır. Araştırma, MYC stabilite ve fonksiyonunun düzenlenmesi için kritik olan 

birbirine bağlı iki fosforilasyon bölgesini belirlemiştir. Büyüme uyarıcı sinyallerin 

downstream, RAS / MEK / ERK kaskadı veya CDK'ler aktivasyonu, MYC'nin serin 

62'de (S62) fosforilasyonuna yol açar (254). Bu modifikasyon, trans’tan cis 

konformasyonuna MYC'de prolin 63'ün izomerleştirilmesini destekler. Bu olaylar MYC 

DNA bağlanmasını arttırır ve gen regülasyonunu hedefler. S62'nin fosforilasyonu ayrıca, 

MYC’de treonin 58'de (pT58-MYC) glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) aracılı 

fosforilasyon için MYC'yi bilgilendirir, ve böylece MYC turnover başlar. Çift fosforile 

edilmiş MYC (pS62 / pT58-MYC) daha sonra ikinci izomerizasyona girerek Proline 63 

MYC'yi trans konformasyonuna döndürür.  Bu ikinci izomerizasyon olayı, MYC'nin 

trans-spesifik fosfataz Protein Fosfataz 2A (PP2A) ile birleştirilmesine yol açar. Bu 



51 
 

birleştirme, S62 reziduyu defosfore eder ve ubikuitin aracılı proteosomal bozunması ile 

MYC'yi hedefler (255).  MYC'nin çok kısa bir yarı ömre sahip olduğu göz önüne 

alındığında, bu fosforilasyon ve izomerizasyon durumlarının dengesi, MYC proteininin 

kontrollü aktivitesi ve hızlı bir şekilde geri dönüşünü sağlar.  Bu şekilde, normal 

hücrelerde gen hedeflerinin kalıcı ifadesini önlerken hücresel sinyallere hızlandırılmış 

bir tepki verir. Yüksek bir kanser oranının, hücrenin hayatta kalmasını, çoğalmasını ve 

istila ediciliğini arttırmak için MYC aktivitesini artıracak mekanizmalar geliştirdiği iyi 

bilinmektedir (252).  Hastalık durumlarında, anormal MYC ekspresyonunun hem yüksek 

hem de düşük afiniteli konsensüs sekanslarına MYC bağlanmasıyla promotor istilasına, 

çok sayıda hedef genin ekspresyonunu değiştiren, yol açtığını göstermiştir (256). 

Amplifiye veya yüksek Myc ekspresyonu, hemen hemen her insan kanser hattında, 

çeşitli derecelerde gözlemlendiği gibi tümör oluşumunu tetikleyebilir (126).  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1.Kullanılan Cihazlar 

 Hassas Terazi (Denver Instrument Company, USA) 

 Laminar flow kabin (Steril-Vbh) 

 Maestro Nanodrop (Green Bioresearch, USA) 

 Manyetik karıştırıcı (BIBBY Stuart, UK) 

 Masaüstü mikro santrifüj (Msc Micro Centaur, UK) 

 Mikropipetler -2 µl, 10 μl, 20 μl, 200 μl ve 1000 μl- (Gilson, USA) 

 pH metre (Metle Toledo MP 2200, UK) 

 Isıtıcılı manyetik karıştırıcı 

 Mikroskoba bağlı fotoğraf sistemi 

 RT-PCR Cihazı/Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany) 

 Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems, USA) 

 Vorteks (Clifton Cyclone, UK) 

 Karbondioksitli İnkübatör (Nüve, Turkiye) 

 Prop-sonikatör (Fisher sonic 300, USA) 

 UV-VIS spektrometre (Hitachi, Japan) 

 Otoklav (Nüve- Turkiye) 

 Zeta Potansiyel Cihazı  

 Aspiratör 

 UV Lambası 

 Su Banyosu  
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 İnvert Mikroskop (BestScope BS-2090, China) 

 Dijital Pipetör 

 Mikroplate Okuyucu (Biotech epoch, Germany) 

 4°C Buzdolabı 

 -80°C Derin Dondurucu  

3.2.Kullanılan plastik malzemeler 

 0,2 ml ve 2,0 ml mikro santrifüj tüpleri (Axygen) 

 0,5–10 μl, 1–200 μl, 100–1000 μl mikropipet uçları (Axygen) 

 100 μl PCR tüpleri (Qiagen) 

 15 ml ve 50 ml konik uçlu falkon tüpleri (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 

 Eğimli boyun şişeleri 

 Eldiven 

 Büyük pastör pipeti 

 Küçük pastör pipeti 

 Hemocytometer  
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3.3.Kullanılan 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) 

 RT² qPCR Primer Assay (Qiagen, Germany) 

 RT² SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany) 

 HeLa sevical kanseri hücre hattı 

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

 TiO2 nanoparticle (Sigma, USA) 

 PEG-maleic acid anhydride (Merck, Germany) 

 PTX (Sigma, USA) 

 Propidium iyodit (Merck, Germany) 

 Aquaguard 

 Ultra saf su 

 Distile su  

 Dulbecco`s Modified Eagle Media (DMEM) (Biological industries, USA) 

 Fetal bovine serum (FBS) (Biological industries, USA) 

 Tripsin (Biological industries, USA) 

 Penisillin (Sigma, USA) 

 L-Glutamin (Sigma, USA) 

3.3.Kullanılan Besiyerleri 

DMEM 

 % 10 fetal sığır serum 

 % 1 L-glutamin 

 100 µg/ml Penisilin – streptomisin 

 450 ml steril DMEM içerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml 

Penisilinstreptomisin ve 5 ml amfoterisin B ilave edilerek kullanıma hazır hale 

getirildi (257).  
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3.4.Kullanılan tampon ve çözeltiler 

Tris-EDTA tamponu (TE): 10 mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 8.0  

 0.0605 gTris 

 0.0146 g EDTA  

 0.0605 g Tris 25 ml DNAse free su içerisinde çözündürüldü.  

 Hazırlanan Tris solüsyonu içerisine 0.0146 EDTA g eklendi. HCl ile pH 8'e 

ayarlandı. Son hacim DNAse free su ile 50 ml tamamlandı. Bu çözelti primerler 

çözmek için kullanıldı. 

0.1 M Sodyum fosfat tamponu 

 3.371 g Na2HPO4 ve 0.165 g NaH2PO4 tartılıp bir miktar dH2O’da çözüldü ve 

100 ml’ye tamamlandı. pH 8’e ayarlanıp son hacim dH2O ile 200 ml’ye 

tamamlandı. 

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

 0.0049 g DTNB tartılıp 25 mL dH2O eklenip ısıtma ile çözündü. 

% 5 Trikloroasetik asit (TCA) 

  10 g TCA tartılıp 200 mL dH2O eklenip çözündü. 

0.2 M Tris tamponu  

 4.85 g tris HCl tartılıp 150 mL dH2O eklenip pH 7.3’ye ayarlaıp 200 mL’ye 

tamamalndı. 
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6.6 mM NADH  

 0.234 g NADH tartılıp 50 mL Tris tamponu ile çözündü.  

30 mM Na pyruvat 

 0.165 g Na pyruvat 50 mL Tris tamponu ile çözündü. 

Fosfat bufferd saline (PBS) 

 4.94 g PBS tartılıp 500 ml dH2O ile çözündü. 

5 mg/mL MTT çözelti 

 g MTT tartılıp 200 mL PBS ile çözündü. 

3.5.HeLa servikal Kanseri Hücre Hattı 

Bu çalışması kapsamında insan servikal kanser hücre hatlarından 31 yaşında servikal 

kanserli bir hastadan elde edilmiş HeLa epiteliyal servikal adenokarsinom hücre hattı 

kullanılmıştır. 

3.6.Kullanılan Besiyeri 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

 % 10 fetal sığır serum 

 % 1 L-glutamin 

 100 μg/ml Penisilin – streptomisin 

 450 ml steril DMEM içerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin ve 5 ml Penisilin-

streptomisin ilave edilerek hazırlandı. 
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3.7.İnsan Serviks Kanser Hücrelerinin Canlandırılması ve Çoğaltılması 

1. -80ºC’de buzdolabı içerisinde stok olarak dondurulmuş HeLa hücreleri, sıcaklığı 

37ºC ye ayarlanmış su banyosunda hızla çözdürüldü.  

2. Çözdürülen hücreler 15 ml'lik santrifüj tüplerine alınıp ve 5 ml DMEM besiyeri 

ilave edilerek 2000 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi.  

3. Süpernatantın uzaklaştırılıp, peletin üzerine 1 ml DMEM eklenerek 25 cm2’lik 

flaska aktarıldı.  

4. 5 ml DMEM eklenerek, 37 ºC’de ve %5 CO2 içeren inkübatörde kültüre edildi. 

5. Hücreler uygun inkübe koşullarında kültüre edildikten sonra morfolojik 

özellikler ışık mikroskobu ile izlendi. 

6.  Hücrelerin iki günde bir besi ortamı değiştirildi. Hücreler haftada iki kez 

pasajlandı. Pasajlama işleminde besiyerinin dökülmesini takiben hücreler 2 ml 

PBS ile yıkandı ve hücre kültürü flaskına yapışık olarak yaşayan hücreler 

kalkması için 2 ml Tripsin-EDTA eklenerk 2-3 dakika inkübatörde bekletildi. 

7. Hücreler kalktıktan sonra üzerine eklenen tripsin nötrleştirme için aynı hacim 

DMEM eklendi ve bulunan hacim 2 flaska ayrıldı. 

8. Büyüyen HeLa hücreleri 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1*105 

hücre/kuyu olacak şekilde ekim yapıldı ve hücrelerin zemine tutunması için 24 

saat boyunca inkübe edildi. 

3.8.TiO2 nanopartiküllerinin ve PEG-TiO2’nin sentezi 

TiO2 nanopartikülü sol jel yöntemi kullanılarak elde edildi. Bunun için 108 ml 

titanyum fosfit (TiP), 252.5 ml isopropanol içerisine eklendi ve karışım 500 rpm de 5 

dakika manyetik karıştırıcıda karıştırıldı. Karıştırma işleminden sonra 2 ml hidroklorik 
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asit (HCl) 25.5 ml n-propanol karışımı büret ile ekleme oranı 1ml/min olacak şekilde 

alkoksit çözeltisi üzerine eklendi. Bu durumda molar oran HCl/TIP 0.54 olarak 

ayarlandı. Karışım 30 dk karıştırıldı. Karıştırma işlemi bitiminde 25.33 ml su ve 160.3 

ml isopropanol karışımı büret ile ekleme oranı 1ml/min. olacak şekilde alkoksit çözeltisi 

üzerine eklendi. Bu durumda molar oran H2O/TIP4 oldu. Karışım 24 saat oda 

sıcaklığında karıştırıldı ve sonunda jel ürün elde edildi. Jel, çözücü ve sudan ayrılmak 

üzere santrifüjlendi ve gece boyunca oda sıcaklığında bekletildi. Daha sonra 400ºC de 1 

saat kül fırınında bekletildi. Bu işlemler sonucu da TiO2 nanopartikülü elde edildi.  

PEG-TiO2’nin sentezinde ise öncelikle 100 mg/ml PEG-maleik asit anhidrit suda 

çözüldü ve pH‘ı 0.1 M NaOH ile 4’e ayarlandı. Karboksil gruplarını aktive etmek için 

0.8 mol/l derişiminde olan 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 0.6 ml hacimde eklendi ve 

solüsyon oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. Sonrasında 0.3 ml 0.2 M 4-amino-

salisilik asit (ASA) solüsyonu eklendi ve solüsyon 40 ºC’de 16 saat inkübe edildi. 

Tepkimeye girmeyen ASA ve diğer küçük moleküller 5 kez santrifüj işlemine tabi 

tutuldu ve tepkimeye giren PEGMA-ASA çözücüsünün değişimi 25 οC’de; 20 hPa 3 

dakika ve 5 hPa 35 dakikada gerçekleştirildi. PEGMA-ASA’nın konsantrasyonu dimetil 

formamit (DMF) ile 50 mg/ml’ye ayarlandı. Asidik TiO2 çözeltisi organik titanyum 

bileşiğinin hidrolize dayalı termal sentez yoluyla hazırlandı ve bu işlemin sonrasında 

peptizasyon yapıldı. Klorotitanyum triizopropoksidin hidrolizinden sonra nitrik asit ile 

peptizasyon 80 ºC’de gerçekleştirildi. Tepkiyen maddenin (reaktantın) %20 ‘lik katı 

içeriği (ağırlık/hacim) 1.5 M HNO3 ile ayarlandı. Sonrasında 30 dk 200 kHz 

ultrasonifikasyona tabi tutuldu ve zeta potansiyel cihazı ile partikül boyut dağılımına 

bakılıdı. TiO2 solüsyonu (0.75 ml) 10 ml DMF eklendikten sonra 5 ml 50 mg/ml 
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PEGMA-ASA’nin içerisine eklendi ve karıştırıldı. 130 ºC’de 16 saat inkübe edildi ve 

tepkime 600 rpm de hızlı bir şekilde karıştırılarak solüsyon elde edildi. Tepkime sona 

erdiğinde oda sıcaklığında soğutulan ve reaksiyona giren PEG-TiO2 çözücüsünün 

değişimi 40 ºC’de 5 hPa 10 dakikada gerçekleştirildi. PEG-TiO2 sulu solüsyonunun 

konsantrasyonu su ile 10 mg/ml’ye ayarlandı ve PEG-TiO2 sulu solüsyonu 5 kere 

santrifüj edilerek tekrar zeta potansiyel değerine bakıldı. 

3.9.PEG-TiO2 Nanotaşıyıcı sisteme PTX ilaçın yüklenmesi 

PEG-TiO2 üzerine yüklenecek olan PTX 0.5 mmol/L pH 8'de gece boyunca PEG-

TiO2 solüsyonları (~ 0.2 mg / mL) ile karıştırıldı. Bağlanmamış fazla PTX 100 kDa 

filtreden geçirildi, ayırıldı ve yıkama işlemi tekrar edildi. Daha sonra elde edilen PEG-

TiO2-PTX 4 ºC'de muhafaza edildi. 

3.10.Hela kanser hücrelerinde TiO2, TiO2-PEG, TiO2-PEG-PTX ve PTX’in 

antikanser aktivitesi 

24 saatlik inkübasyondan sonra, her ilacın farklı konsantrasyonlarda 1 µL'si 

kuyucuklara eklendi. Konsantrasyonlar 50, 25, 10, 5, 2.5, 1.25, 1.0 ve 0.5 µg/mL’idi. 24, 

48 ve 72 saat süresi ile 5% CO2 içeren 37ºC’de inkübe edildi. Negatif kontrole sadece 

medya, oysa pozitif kontrole su eklendi. Belirtilen sürenin bittikten sonra 10 ul (3-(4,5-

dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid MTT kuyucuklara ilave edildi. 3 saat 

süresi ile 5% CO2 içeren 37ºC’de inkübe edildi. Medya ve MTT uzaklaştırdıktan sonra 

yaşayan hücre içinde oluşturulan formazan kristallerini çözmek için DMSO eklendi. Her 

kuyucuka 100 µL DMSO ilave edilip oda sıcaklığında 15 dakika boyunca karıştırılarak 

inkübe edildi. Absorbans değerleri 570 nm dalga boyunda okundu. Absorbans, ELISA 
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reader kullanılarak ölçüldü. Denemeler üç tekrarlı olacak şekilde yapıldı. TiO2, TiO2-

PEG, TiO2-PEG-PTX ve PTX için 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde sırasıyla IC50 

değerleri tespit edildi.  

3.11.Hücrelerden RNA İzolasyonu  

IC50 değerleri hesaplandıktan sonra büyütülen HeLa hücre hatı hücre/kuyu 6 

kuyucuklu platlara her bir kuyuckta 1600 µL ekim yapılıp hücrelerin zemine tutunması 

için 24 saat boyunca inkübe edildi. 24 saatlık inkübasyondan sonra, her ilacın IC50 

konsantrasyonu kuyucuklara eklenip 48 saat boyunca IC50 dozları etkileştirildi. 

RNA izolasyonu, katolog numarası 74104 olan RNeasy (Qiagen) mini izolasyon 

kiti yararlanarak üretici belirtildiği gibi adımlar takip edildi. Hücre hattıdan RNA 

izolasyon başlamadan önce  sonraki tamponların hazırlanması önerindi. 1) İlk olarak 

tampon 10 μl β-merkaptoetanol alınıp 1 mL RLT buffere eklendi. Hazırlanan RLT 

bufferinin ömrü oda koşullarında 1 aydır. 2) İkinci olarak % 96’lık etanolden 44 mL 

alınarak 11 mL RPE bufferine eklendi. 

1. Plate’deki sıvı dökültükten sonra hücreler 350 µL RLT miktarı ile homojenize 

edilerek lizat haline getirildi.  

2. Homojeniz edilmiş lizat dikkatli şekilde 2 ml’lik toplana kapı içerisindeki spin 

kolona aktarıldı. 8000 xg’de santrifüj edilip kolon atıldı. 

3. 350 µL %70 etanol supernatanta eklendi. Pipet yapılarak karıştırıldı. 

4. 700 µL örnek, 2  ml’lik toplama kabı içersindeki spin kolona aktarıldı. Kapak 

kapatılarak 15 saniye 8000 xg’de santrifüj edildi. Alt kısımdaki süpernatant atıldı. 
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5. Spin kolon 2 ml’lik toplama kabına alınıp üzerine 700 µL RW1 buffer eklendi. 

Kapak kapatarak 8000 xg’de 15 saniye santrifüj edildi. Alt kısımdaki supernatant 

uzaklaştırıldı.  

6. RNaz spin kolonuna 500 µL RPE eklendi. Kapak kapatarak 8000 xg’de 15 saniye 

santrifüj edilip alt kısım atıldı. 

7. Spin kolona 500 µL RPE eklenmiştir. Kapak hafifce kapatılıp 8000 xg’de 2 dadika 

santrifüj edildi.  

8. Spin kolon 1.5 mllik yeni bir toplama kabına alındı. Spin kolon membranın üzerine 

doğrudan 30-50 µL RNaz free water eklendi. Kapak kapatılıp 8000 xg’de 1 dakika 

santrifüj edilerek, RNA kolondan ayrıldı. Bir miktar su ile bu adım tekrarlandı. Elde 

edilen RNA’lar, nanodrop cihazı ile kantitatif olarak ölçüldükten sona RNA’lar 

cDNA sentezi kullanıldı.  

9. RNA kaliteleri ve miktarları uygun değerler arasında elde edildi. Buna göre; 

A260/A280 = 1.9-2.1 

RNA miktarı = 25 ng-5 µg 

3.12.RNA’dan cDNA Sentezi 

1. RT2 First Strand Kit, cDNA sentezi için kullanıldı. DNA sentezi için, protokole 

göre aşağıdaki adımlar takip edildi.  

2. RT2 First Strand Kit çözündükten sonra 10-15 saniye santifüj edildi. 

3. Aşağdaki tabloya göre RNA örneklerinden her biri için genomik DNA 

eliminasyon karışımı hazırlandı. Karışım dikkatli şekilde santrifüj edildi (Tablo 

1).  

 



63 
 

Tablo 1. Genomik DNA eliminasyon karışımı. 

Madde  Miktar 

RNA  2 µL  

GE buffer 2 µL 

Nukleaz free water 6 µL 

Total hacim  10 µL 

 

4. Genomik DNA eliminasyon karışım 42 ºCde 5 dakika inkübe edildi. Daha sonra 

hemen buz içerisinde 1 dakika bekletildi.  

5. 10 µL genomik DNA eliminasyon karışımı içeren her tüpe 10 µL reverse 

transkriptaz karışımı eklendi. Pipet ile alt-üst edilerek dikkatlice karıştırıldı. 

Reverz transkriptaz karışımı aşağdaki tabloya göre hazırlandı (tablo 2). 

Tablo 2. Reverse transkriptaz karışımı. 

Madde Miktar 

5xBC3 4 µL  

P2 kontrol 1 µL 

RE3 reverse transkriptaz karışımı 2 µL 

Nükelaz free water 3 µL 

Total hacim  10 µL 

 

6. PCR ile reverz transkripsyon protokolü 15 dakika 42 ºC’de ve 5 dakika 95 ºC’de 

inkübasyon ayarlandı. Sonra reaksyon hemen durduruldu.  

7. Her bir örnek tüpüne 91μL RNase-free su eklenip pipet ile alt-üst edilerek 

dikkatlice karıştırıldı. 
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8. Reaksiyon tüpleri buz üzerine yerleştirildi ve bu durumda RT-PCR kullanımaya 

hazır hale getirildi. 

3.13.RT-PCR 

RT-PCR için “RT2 qPCR Primer Assay” ve “RT2 SYBR Green Mastermixes” 

kitleri kullanıldı. 0.2 mL’lik tüplere her bir primer için mastermiks karışımları ayrı 

hazırlandı. 12 primer ve house-keeping gen (GAPDH) olarak çalışıldı. Primer sayısı 

kadar (13) mastermix hazırlandı. Toplam örnek sayısı 6 olduğu için “6x” şeklinde her 

bir mastermiks miktarı aşağdaki tabloya göre hesaplandı ( tablo 3). 

Tablo 3. Mastermiks kasrışımı. 

Madde  Miktar 

RT² SYBR Green Mastermix 12.5 µL 

cDNA 1.0 µL 

RT² qPCR primer 1.0 µL 

RNase free water 10.5 µL 

Total hacim 25.0 µL 

 

Mastermiks karaşım 0.5 mL’lik eppendorf tüplerde hazırlandı. Mastermix karışımlar 

hazırlandıktan sonra RT-PCR strip tüpler bloğa dizildi (5x13=65 strip tüp). Önce her bir 

cDNA (1 μL) daha sonra hazırlanan mastermix’ler (24 μL) strip tüplere eklendi. 

Tüplerin kapları kapatıldı, 72’lik mavi rotora 1’den başlayarak dizilmiş ve rotordaki boş 

kısımlar boş tüplerle dolduruldu. Üzerine kelepçesi takındı ve RT-PCR cihazına 

yerleştirildi.  
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Aşağdaki şartlara göre PCR döngü programı uygulanılarak çalıştırıldı (tablo 4).  

Tablo 4. RT-PCR döngü koşulları 

Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

95 10 dakika 1 

95 15 saniye 40 

60 1 dakika 40 

 

Çalışmamızda kullanılan primerler Tablo 5’te verildi. 

Tablo 5. RT-PCR yönteminde kullanılan primerler, firma ve katalog numaraları. 

Primerler Etkisi Katalog Numarası Firma 

Tp53 Hücre döngsü QT00060235 Qiagen 

MDM2 Hücre döngsü QT00056378 Qiagen 

RAD51 Hücre döngsü QT00072688 Qiagen 

BRCA2 Hücre döngsü QT00008449 Qiagen 

ERCC1 DNA tamiri QT00059374 Qiagen 

ATR DNA tamiri QT00030779 Qiagen 

CDKN1A 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 İç kontrol PPH00150F Qiagen 
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3.14.İnorganik Fosfat Tayini  

Çözeltiler  

 5 M 100 mL H2SO4 

 %7.5 10 mL Na-Molibdat + 5M 10 mL H2SO4: 10 mL için %7.5’lik Na-

Molibdat’tan tartılarak distile su ile hazırlandı. Üzerine 5M H2SO4’ten 10 mL 

alınarak karıştırıldı.  

 %1’lik 10 mL Askorbik asit: Askorbik asitten 0.1 g tartılarak distile su ile 10 mL 

tamamlandı.  

 1 mg/mL KHPO4 + 1 mL 5 M H2SO4: 1 mg/mL KHPO4 ’ten 0.4393g tartılarak 

bir miktar suda çözüldü ve üzerine 5M’lık H2SO4’ten 1 mL eklendi. Ardından 

çözelti distile su ile 100 mL’ye tamamlandı.  

Deneyin yapılışı  

1. Stok standart fosfat çözeltisinden 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.15 ve 0.2 mg/mL 

derişimlerinde çalışma standartları hazırlandı.  

2. Çalışma standartları aşağıdaki çizelgedeki çözeltileri hazırlamada kullanıldı 

(tablo 6).  

Tablo 6. İnonganik fosfat tayini için numune, standart ve kör karaşımının hazırlanması. 

 Numune (µL) Standart (µL) Kör (µL) 

Standart - 100 - 

Hücre 100 - - 

Su - - 100 

TCA 200 200 200 
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3. Tüplerde oluşan çökelti santrifüjlerek süpernatant dikkatlice alınıp aşağıdaki 

tabloya göre spektrofotometre küvetleri hazırlandı (tablo 7). 

Tablo 7. İnonganik fosfat tayini için numune, standart ve kör süpernatant hazırlanması. 

 Numune (µL) Standart (µL) Kör (µL) 

Su 150 150 450 

Numune 300 - - 

Standart - 300 - 

Na-Molibidat 300 300 300 

Askorbik asit 300 300 300 

 

4. Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü. 

3.15.GSH Tayini 

Süpernatan hazırlanması 

1. 1 mL hücre homojenatı alıp 4 mL %5’lik TCA eklendi. 

2. 20 saniye karıştırıcıda vortexlendi. 

3. 1000g’de 15 sanyie santrifüge edildi. 

4. Süpernatant dikkatlice alınıp aşağıdaki tabloya göre spektrofotometre küvetleri 

hazırlandı (tablo 8). 

Tablo 8. GSH tayini numune, standart ve kör için süpernatant hazırlanması. 

 Örnek (µL) Standart (µL) Kör (µL) 

Süpernatan 200 - - 

Tampon 2000 2000 2000 

DTNB 250 250 250 

Su  - - 200 

GSH Standartı - 200 - 

5. Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü (258). 
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4.İstatistiksel Yöntem  

Sitotoksisite değerlendirmelerinde tüm deneyler üç kopya halinde gerçekleştirilmiş 

ve sonuçlar ortalama ±standart hata olarak verilmiştir.  IC50, istatistiksel yazılım 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Yazılımı, San Diego, CA, ABD) tarafından belirlenmiştir. 

RT-PCR verilerinin ∆∆CT metodu ile istatistiksel analizi “RT2 profiler RT-PCR Array 

Data Analysis version 3.5” yazılımı kullanılarak, iki ortalama arasındaki farkın 

önemlilik testi Student’s Ttesti ile değerlendirildi. p<0.05 ve p≤0.001 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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5.2.TiO2-PEG, PTX ve TiO2-PEG-PTX sitotoksik aktivitesi (yada sitotoksik 

aktivitesi)  

24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sonucunda su kontrol ile karşılaştırıldığında; HeLa 

hücre hattında 0.5-50 μg/ml doz aralıklarında değişen 8 farklı konsantrasyonlarda TiO2 

ve TiO2-PEG, PTX ve TiO2-PEG-PTX 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkübe edildi. MTT 

testi yapılarak stotoksik dozlar hesaplandı. TiO2 için 24, 48 ve 72 saatlerde sırasıyla IC50 

değerleri 7.07±1.14 , 5.27±0.61 ve 3.06±0.48 μg/ml olarak tespit edildi. TiO2-PEG için 

ise 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde sırasıyla IC50 değerleri 80.99±2.80, 71.42±3.24 ve 

54.27±3.27 μg/ml olarak tespit edildi. PTX için ise 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde 

sırasıyla IC50 değerleri 8.99±1.67 , 4.78±0.95 ve 3.46±0.51 μg/ml olarak tespit edildi. 

TiO2-PEG-PTX için ise 24 saat, 48 saat ve 72 saatlerde sırasıyla IC50 değerleri 

20.85±3.09, 14.90±2.73 ve 7.81±1.11 μg/ml olarak tespit edildi (şekil 19) (Tablo 9). 

Tablo 9. 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkübasyondan sonra HeLa hücrelerinde TiO2, TiO2-
PEG, PTX ve TiO2-PEG-PTX nanopartikülleri arasındaki IC50 değerlerinin 
karşılaştırılması. 

HeLa Hüre Hattı IC 50 (µg/mL ±SD*) 

24 h 48 h 72 h 

TiO2 7.07±1.14 5.27±0.612 3.066±0.484 

TiO2-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 

TiO2-PEG-PTX 20.85±3.09 14.90±2.73  7.81±1.11 

* Hela hücre çizgisi için IC50 olarak sitotoksisite, 24, 48 ve 72 saat süreyle tedaviden 
sonra ortalama üç bağımsız deneydir. 
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Şekil 19.  HeLa hücre hattında 24 saat, 48 saat ve 72 saat 1-100 μg/ml doz aralıklarında, 
TiO2, PEG-TiO2, PEG-TiO2-PTX ve PTX’in uygulamasının hücre canlılığına etkisi. 

Çalışma kapsamında, Hela hücre hattında TiO2, TiO2-PEG, PTX ve TiO2-PEG-

PTX dozlarında yapılan MTT testi uygulanıp canlı ve ölü hücre oranlarını belirlendi. 

IC50 değerleri hesaplanarak tespit edildi. Bundan sonraki basamkta yeniden 6’lık flask 

içinde ekilip büyütülen hücreler için 48 saat boyunca belirlenen dozlarda TiO2, TiO2-

PEG, PTX ve TiO2-PEG-PTX IC50 dozları uygulanmıştır. RNA izolasyonu ve diğer 

deneyler için numuneler alındı. 
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HeLa servikal kanseri hücre hattından elde edilen boş kontrol, TiO2, TiO2-PEG, 

TiO2-PEG-PTX ve PTX örneklerinin uygulanması sonrası RNA izolasyonu yapıldı. 

Sonra RNA örneklerinden elde edilen cDNA örneklerinde Tp53, MDM2, RAD51, 

BRCA2, ERCC1, ATR, CDKN1A, PRKDC, VEGFB, PDGFB, CASP2 ve MYC genlerinin 

ekspresyon düzeyleri RT-PCR cihazında delta delta Ct yöntemi kullanılarak analiz 

edilmiştir. Analiz grupları aşağıdaki tabloda sınıflandırılmıştır.  

Tablo 11. Tp53, MDM2, RAD51, BRCA2, ERCC1, ATR, CDKN1A, PRKDC, VEGFB, 
PDGFB, CASP2 ve MYC genlerininin ekspresyon düzeylerinin belirlenmesinde 
grupların sınıflandırılması.  

     Kontrol Grup Kontrol 

TiO2 Grup 1 

TiO2- PEG Grup 2 

TiO2-PEG-PTX Grup 3 

PTX Grup 4 

 

5.5.1.1.Tp53 ekspresyon düzeyi 

HeLa servikal kanseri hücre hatına TiO2, TiO2-PEG, TiO2-PEG-PTX ve PTX’in 

IC50 dozları uygulandıktan 48 saat inkübasyon sonrası izole edilen RNA’dan elde edilen 

cDNA örnekleri kullanılarak Tp53 geni ekspresyon düzeyleri delta delta Ct metoduyla 

analiz edilmiştir. Tp53 geni ekspresyon düzeyleri, HeLa kanser hücre hattında gruplar 

yönünden incelendiğinde kontrol grubuna göre diğer grupların ekspresyon düzeyinde 

sırasıyla 1.62, 1.48, 4.23 ve 1.54 kat artış izlendi. Farklılığın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu görüldü (*p˂0,0001). 
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Tablo 12. RT-PCR verilerinin kontrol ve test gruplarında ortalama Ct değerleri. 

 

Kat değişimi (2-ΔΔCt) test örneğinin normalize edilmiş gen ifadesinin (2-ΔCt) kontrol 

örneğinin normalize edilmiş gen ifadesine (2-ΔCt) bölünmesidir. Kat regülasyonu, kat 

değişiminin sonuçlarını biyolojik olarak anlamlı bir şekilde temsil eder. Birden fazla kat 

değişimi değerleri pozitif veya yukarı regülasyonu gösterir ve kat regülasyonu kat 

Ortalama Ct Değerleri 

Numuneler 

Genler Boş kontrol TiO2 TiO2-PEG TiO2-PEG-PTX PTX 

Tp53 31.57 32.48 29.46 30.95 33.39 

MDM2 31.07 31.42 32.42 32.54 33.53 

RAD51 29.98 29.61 28.57 30.43 34.12 

BRCA2 - - - - - 

ERCC1 30.46 31.47 29.65 32.52 33.72 

ATR 35.08 32.46 32.42 31.29 37.90 

CDKN1A 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 
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değişimine eşittir. Birden az kat değişimi değerleri negatif veya aşağı regülasyonu 

belirtir ve kat regülasyonu kat değişiminin negatif tersidir (tablo 12, 13, 14, 15). 

Tablo 12. Grup1’in kat regülasyonu ve P değeri 

Gen Kat regülasyonu  P değeri 

MDM2 2.39 0.0000 

RAD51 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 regülasyonu ve P değeri 

Gen Kat regülasyonu P değeri 

ATR 2.05 0.0000 

CDKN1A1 2.06 0.0000 

CASP2 2.73 0.0000 

MDM2 -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’ün kat regülasyonu ve P değeri 

Gen Kat regülasyonu P değeri 

Tp53  4.23 0.0000 

RAD51 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’ün kat regülasyonu ve P değeri 

Gen Kat regülasyonu P değeri 

BRCA2 5.43 0.000 

ATR 5.40 0.000 

CDKN1A 2.51 0.000 

VEGFB 3.92 0.000 

PDGFB 8.06 0.000 

CASP2 3.84 0.000 

RAD51 -3.25 0.000 
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6.TARTIŞMA 

Günümüzde modern onkolojide hücreye meydana gelen genetik hasar, kanserin birincil 

nedeni olarak kabul edilir ve kanserin patogenezi, normal bir hücrenin tümör hücresine 

dönüşüm süreci olarak görülür (259). Kanser “gen hasarı hastalığı” olarak kabul edilir 

(260). Kanser hastalarının tedaviye karşı hayatta kalmasına ilişkin veriler, son 30 yıldır 

sadece% 14 artmıştır (% 50'den% 64'e) Kanser, dünya çapında ikinci önde gelen ölüm 

nedenidir. Genel olarak, kanser prevalansı aslında artmıştır; sadece 2019'de Amerika 

Birleşik Devletleri'nde 1.735.350 yeni kanser vakası ve 609.640 kanser ölümünün 

gerçekleşeceği tahmin edilmektedir (22). Bu nedenle kanser, tüm insan toplumlarının 

sağlığını etkileyen ciddi bir sorundur. Ne yazık ki, doku düzeyinde çeşitli bir hastalıktır 

ve bu çeşitlilik, spesifik tanı ve tedavisi için büyük bir zorluktur (261, 262). Kanserin üç 

etiyolojik nedeni vardır. Bunlar kimyasal karsinojenez (benzpiren, asbest ve 800'den 

fazla kimyasal madde), fiziksel karsinogenez (iyonlaştırıcı radyasyon, ultraviyole 

radyasyon, vb.) ve biyolojik karsinogenezdir (virüsler, bakteriler, mantarlar) (263). 

Bununla birlikte, klinik uygulamada, kanserin etiyolojik nedenini belirlemek ve her 

durumda uygun etiyotropik kanser tedavisini reçete etmek pratik olarak imkansızdır, bu 

nedenle nedensel kanser tedavisi mevcut değildir (264). Çeşitli malign tümörler için 

tipik olan bir takım patolojik süreçlerin, özellikle kanser hücrelerinin aktivitesinden 

kaynaklandığı kanıtlanmıştır. Kanser hücrelerinin neden olduğu patolojik süreçler 

inflamasyon (pro-enflamatuar sitokinlerin hücre üretimi, büyüme faktörleri ve diğerleri), 

bağışıklık sisteminin bozulması (NK hücrelerinin ihlali etkisi, sitotoksik lenfositler, 

makrofajlar), tümör hücreleri tarafından bağışıklık kaçağı, hücre bölünmesinin otokrin 

ve parakrin uyarımı, metastaz (istila faktörleri, hücre ürünleri, bozulmuş hücre içi 
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etkileşimler ve diğerleri), anjiyogenez (kan damarlarının hücreleri tarafından büyüme 

faktörü üretimi, endotel hücre proliferasyonu, vb.) altında tümör hücrelerinin kalıcı 

olarak yeniden üretilmesi.) ve oksidativ nitrosatif strestir (ROS ve azot türlerinin hücre 

üretimi) (265-269). Sonuç olarak, büyüme, hayatta kalma ve istila / motilite gibi normal 

hücresel fonksiyonları kontrol eden genlerin etkileri artar ve bu etkileri baskılayan 

genler bastırılır (270). Genetik kod, hücre çekirdeğindeki kromozomlarda paketlenmiş 

olan DNA formunda bulunur. Genlerin işlevi protein yapmaktır. Bu işlem iki aşamada 

gerçekleşir. DNA kodu, transkripsiyon işlemi sırasında mRNA'ya kopyalanır ve daha 

sonra mRNA proteine çevrilir. Bir genin mRNA'ya kopyalanması ve daha sonra bir 

hücresel proteine çevrilmesi işlemi karmaşıktır ve çoklu kontrol seviyelerine tabidir. 

Kanser, her biri normal hücrelerde önemli bir işlev sağlayan iki sınıf gen, onkogenler ve 

tümör baskılayıcı genler tarafından yönlendirilir. Kanserde, proto-onkogenlerin 

mutasyonlarının aktive edilmesi, kontrolsüz hücre bölünmesine, artmış sağkalım ve 

yayılmaya neden olur (271). Kanser, büyüme faktörü bağımsızlığı, büyüme 

baskılayıcılardan kaçınma, hücre ölümünü önleme, replikasyon potansiyeli, anjiyogenez 

ve invazyon / metastazda altı temel değişiklik meydana gelir (272).  

Dünya çapında olarak, servikal kanseri kadınlarda en sık görülen kanserlerden biri 

olmaya devam etmekte, meme, kolorektal ve akciğer kanserinden sonra dördüncü sırada 

yer almaktadır. 2012 yılında, yılda 265700 ölümle yaklaşık 527 600 yeni servikal 

kanseri vakası olduğu tahmin edilmektedir. Düşük ve orta gelirli ülkelerde, kadınlarda 

görülme sıklığında en sık görülen ikinci ve mortalite açısından en sık görülen üçüncü 

kanser türü daha yaygındır. Yeni vakaların ve ölümlerin çoğu düşük kaynak 

bölgelerinde veya toplumun sosyoekonomik olarak daha zayıf kesimlerinden insanlar 
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arasında meydana gelmektedir (273). Hemen hemen tüm servikal karsinom vakaları, 

dönüşüm bölgesinden ekto- veya endoservikal mukozadan kaynaklanır (274). Neredeyse 

tüm serviks kanseri vakaları HPV enfeksiyonu ile ilişkilendirilebilir (275). HPV, 

Amerika Birleşik Devletleri'nde hem erkekler hem de kadınlar arasında en yaygın cinsel 

yolla bulaşan hastalıktır ve yılda yaklaşık 14 milyon vaka teşhis edilir (276). Servikal 

HPV enfeksiyonlarının çoğu geçicidir ve 6 ila 24 ay içinde vücuttan temizlenir (277).  

HPV enfeksiyonunun kalıcılığını veya hastalığın ilerlemesini belirleyen faktörler tam 

olarak anlaşılamamıştır. İmmünokompetan bir konakçıda, HPV enfeksiyonunun bir 

kadının invaziv serviks kanseri geliştirmesi için yeterli olmadığı görülmektedir (276). 

İnvaziv servikal kanserler lenfatik sistem tarafından, hematojen olarak veya doğrudan 

uzatma yoluyla yayılabilir. Doğrudan uzama en yaygın olarak uterus korpusu, vajina, 

parametri, periton boşluğu, mesane veya rektumu işgal eder; yumurtalıklar nadiren 

etkilenir (278). Servikal kanseri ameliyattan önce klinik olarak evrelendirilir ve evreleme 

tümör boyutu ve invazyon derinliği, çevre dokulara doğrudan yayılma ve uzak 

metastazlara dayanır (279). Servikal kanseri evreleri evre I (en az gelişmiş hastalık) ile 

evre IV (en ileri hastalık) arasındadır (280). HPV tipleri, onkojenik potansiyellerine 

bağlı olarak düşük riskli veya yüksek riskli suşlar olarak kategorize edilir. Düşük riskli 

HPV suşları asemptomatik olabilir veya anogenital siğillere neden olabilirken, yüksek 

riskli suşlar onkojeniktir (281). Prekanseröz lezyonların (servikal displazi) ve servikal 

karsinomların% 99'undan fazlası yüksek riskli HPV enfeksiyonundan kaynaklanır. 

Yaklaşık 40'ı anogenital bölgeyi enfekte eden 200'den fazla HPV suşu tanımlanmıştır. 

Bu HPV suşlarının 18'i yüksek riskli genotipler olarak sınıflandırılmıştır (282). Hemen 

hemen tüm servikal neoplaziler ve kanserler yüksek riskli HPV genotiplerine 
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atfedilebilir ve tüm servikal kanser vakalarının yaklaşık% 70'i tip 16 ve 18'e atfedilebilir 

(281). Tip 16, yassı epitel hücreli karsinomların % 50'sinden ve tüm servikal 

kanserlerin% 55-60'ından sorumluyken, tip 18, servikal adenokarsinomların yaklaşık% 

20'sine neden olur (283). Bazı HPV tipleriyle enfeksiyon, anüs, vulva, vajina, penis ve 

orofarenks kanserlerinin bir kısmına da neden olur (284). Hemen hemen tüm servikal 

kanserler ya epitel hücreli karsinom veya adenokarsinomdur (277). Servikal 

karsinogenezde gerekli olduğu bilinen önemli adımlar arasında HPV enfeksiyonu, HPV 

kalıcılığı, displazi ilerlemesi ve invazyon bulunur. HPV enfeksiyonunun temizlenmesi 

ve prekanseröz lezyonların gerilemesi dahil olmak üzere ters yönde adımlar 

mümkündür. Regresyon ve klerens basamakları oldukça yaygındır, bu da servikal HPV 

enfeksiyonlarının çoğunu geçici ve kendi kendini sınırlar. HPV enfeksiyonlarının 

yaklaşık % 67'sinin 12 ay içinde müdahale edilmeden ve % 90'dan fazlasının 2 yıl içinde 

temizleneceği gösterilmiştir (285, 286). Servikal kanseri taraması, Amerika Birleşik 

Devletleri'nde insidans ve mortalitede iyi belgelenmiş düşüşlerle sonuçlanmıştır. Çoğu 

yeni serviks kanseri vakası, hiçbir zaman veya nadiren taranmamış kadınlarda görülür 

(287). Bu itibarla, Sağlıklı İnsanlar 2020 meme, servikal ve kolorektal kanserler için 

tarama oranlarını artırma hedeflerini içerir. Servikal kanseri için amaç% 93 tarama 

oranıdır (288). Aşılamanın serviks kanseri taraması ihtiyacını tamamen ortadan 

kaldırmayacağına dikkat etmek önemlidir, çünkü serviks kanserine neden olan tüm HPV 

tipleri şu anda kullanımda olan aşılara dahil değildir (289). Bu nedenle aşılama, rutin 

serviks kanseri taramasının yerini tutmaz ve aşılanan hastalar önerildiği gibi serviks 

kanseri taramasından geçmelidir (290). 
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Servikal kanseri tedavisi, kanser evresi ve hastanın komorbiditeleri, nüks riski ve 

doğurganlık hedefleri tarafından yönlendirilir (279). Tedavi seçenekleri arasında cerrahi 

müdahale, kemoterapi, radyasyon tedavisi veya bir kombinasyon bulunur. Hastanın 

kanser ve doğurganlık hedeflerine bağlı olarak, cerrahi müdahale koni biyopsisi, 

tachelektomi (serviksin ve vajinanın bölümlerinin çıkarılması) veya histerektomiyi 

içerebilir (291). Histerektomi tipi hastalık evresine bağlıdır ve laparoskopik veya robotik 

bir yaklaşım kullanılarak yapılabilir. Mikroinvaziv servikal kanserler basit histerektomi 

ile tedavi edilebilirken, daha ilerlemiş hastalık lenf dokusunu ve değişken ölçüde vajina, 

parametri ve mesanenin kısımlarını kaldıran radikal histerektomi gerektirir (279). 

Hastalık istilasına ve yayılmasına bağlı olarak kemoterapi ve radyasyon da tedavi 

rejiminin bir parçası olabilir; evre IV serviks kanseri genellikle tedavi edilemez olarak 

kabul edilir ve hastalığın ilerlemesini yavaşlatmak ve hastanın semptomlarını 

hafifletmek için kemoterapi ve radyasyon kullanılır (292). Hastalık nüksünün tedavisi 

hastanın önceki tedavilerine ve tekrarlayan hastalığın derecesine bağlıdır. Lokalize 

nükste, histerektomi bir seçenektir ve eksenterasyonu, kadın üreme organlarını, alt idrar 

yolunu ve rektosigmoidin bir kısmını çıkartan cerrahi bir prosedürü içerebilir. 

Eksenterasyon% 50 kür oranına sahip olmasına rağmen, aynı zamanda% 3 ila% 5 

mortalite oranı taşır ve hastaların yarısında büyük komplikasyonlar görülür (293). 

Hedefe yönelik tedaviler, sitotoksik tedavilerle birlikte ilerlemiş hastalığı olan hastaların 

sağkalımını iyileştirebilecek yeni bir varlık olarak ortaya çıkmıştır (294). Kemoterapinin 

terapötik etkileri hücre bölünmesini keserek hücre ölümüne yol açarak üretilir. Bazı 

kemoterapi ajanları sadece bölünen ve hücre döngüsüne spesifik olarak adlandırılan 

hücreleri etkileyebilir. Diğerleri, dinlenme fazı da dahil olmak üzere herhangi bir fazdaki 
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hücreleri etkiler ve hücre döngüsü spesifik değildir. Jinekolojik malignitede yaygın 

olarak kullanılan kemoterapi ajanları şunları içerir: 1) Karboplatin ve cisplatin bunlar 

DNA sentezini ve apoptoza yol açan hücre replikasyonunu inhibe eden intra ve inter-

strand DNA çapraz bağları oluşturan Platin ajanlardır. 2) Paklitaksel - mitotik durmaya 

neden olan ve hücre ölümüne yol açan mikrotübülleri stabilize eden bir taksandır. 3) 

Lipozomal Doksorubisin - DNA'yı bağlayan ve hücre ölümüne yol açan nükleik asit 

sentezini inhibe eden bir antrasiklin. Doksorubisin, anormal tümör vaskülatürüne nüfuz 

eden ve daha sonra ilacı bu dokuya salan bir lipozom mikroskobik vezikülde verilir. 5) 

Gemsitabin - apoptoz ile sonuçlanan DNA replikasyonu sırasında sitidin yerine bir 

nükleosid analogu olarak çalışan bir antimetabolittir (295). Tedavinin yan etkilerinin 

çoğuna, ilaçların bölünürken normal dokuların hücreleri üzerindeki etkisi neden olur. 

Yan etkiler, tedavi sırasında akut olarak ortaya çıkabilir veya aylar ila yıllar sonra geç 

ortaya çıkabilir. Kemoterapinin en büyük etkisi, saç folikülleri, GI yolunun mukozal 

astar hücreleri ve kemik iliği gibi yüksek hücreli ciroya sahip olan normal hücrelerde 

görülür. Normal hücreler genellikle uzun süreli hasar riskini en aza indirerek tedavi 

dozları arasındaki hasarı onarabilir. Farklı kemoterapi ajanları farklı yan etkilere neden 

olur ve her bir hasta yan etkileri farklı derecelerde yaşayacaktır (296). Tubulin, hücre 

şekli, mitoz, mayoz, salgı, hücre içi taşıma ve aksonal fonksiyonun korunması dahil 

olmak üzere hücre fonksiyonunda çok önemli, çeşitli rollere sahip olan mikrotübüllerin 

temel alt birimidir. 

Birkaç antikanser ilacı sınıfının tübülin fonksiyonuna müdahale ettiği 

bilinmektedir: 1) vinka alkaloidleri (vinkristin, vindesine, vinorelbin, vinblastin) tübülin 

dimerlerine bağlanır ve mikrotübüllere birleşmesini önler; 2) taksanlar (paklitaksel, 
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dosetaksel) mikrotübüllere bağlanır ve sökülmesini önler, böylece normal mikrotübül 

fonksiyonunu inhibe eder; 3) eribulin, taksana dirençli hücre hatlarında aktif olan ve 

meme kanserinde klinik olarak aktif gibi görünen deniz süngerinden elde edilen bir 

halifhondrin B türevidir (297, 298). Paklitaksel, taksan ilaç ailesinin önemli bir üyesidir 

ve tüm zamanların en başarılı anti-kanser ilaçlarından biridir. Taksanlar aslen Taxus 

cinsinden bitkilerden tanımlanmıştır. Taksanlar, birçok gelişmiş kanser türünün 

semptomlarını hafifletmek için eşsiz bir yetenek ve aynı zamanda kanserin önceki 

aşamalarının ilk tedavisinde etkililik göstermiştir (299). Paklitaksel, hücre bölünmesi 

üzerindeki etkisi ile terapötik değerine sahiptir. Mitotik iğ, kromozomlara sıkıştırılmış 

DNA moleküllerinin iki kızı hücre arasında bölündüğü süreç olan mitoz sırasında 

kromozomların hareketlerinden sorumludur (300). Mitotik iğ kromozom, sentromer ve 

mikrotübülden oluşur.  Mikrotübüller, a- ve b-tubulin olmak üzere iki proteinin 

polimerleridir. İçi boş filamentler oluşturmak için mikrotübül silindirinin uzun eksenine 

tamamen paralel olarak hizalanırlar (301). Mikrotübüller dinamik kararsızlık ile 

tanımlanır, yani uçları polimerizasyon ve depolimerizasyon arasında dinamik olarak 

değişir. GTP'ye bağlı tübülin dimerleri, polimerizasyon fazında mikrotübülün ucuna 

ilave edilir, ancak P-tubulin'e bağlı GTP, GDP'ye hidrolize edilebilir ve böylece 

depolimerizasyon fazını başlatabilir. Mikrotübülle etkileşen ajanlar iki gruba ayrılabilir: 

Birinci grup tübülin polimerizasyon inhibitörleri ve ikinci grup mikrotübül stabilize 

edici ajanlardır (301). Mikrotübül stabilize edici ajanlar, mikrotübülleri normal 

destabilize etme koşulları altında stabilize eder. Paklitaksel ve benzer bileşikler, 

kovalent olmayan bir etkileşim yoluyla polimer çekirdeğindeki polimerleştirilmiş 

mikrotübüllere bağlanır. Böylece, GDP'ye bağlı b-tubulin protofilamentlerini 
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(depolimerizasyona eğilimli) daha stabil GTP'ye bağlı yapılarınkine benzer bir 

konformasyona doğru düzleştirerek stabilize ederler (302). Mitozun ilerlemesi bozulur 

ve böylece apoptoz veya hücre döngüsünün G-fazına dönme tetiklenir (303). 

Ökaryotik hücreler hücre döngülerini iki ana periyotta bölerler. En uzun dönem 

interfaz, G1 fazı (hücrelerin büyümeye veya durgun bir duruma girmeye karar verdiği, 

G0), S fazı (DNA sentezinin oluştuğu yer) ve G2 (hücrelerin mitoz için hazırlandığı) 

olan dört farklı fazdan oluşur. İkinci ve daha kısa süre, hücrelerin genetik materyali 

böldüğü ve sitokinezin meydana geldiği mitoz veya M fazıdır. Hareketsiz bir hücrenin 

bölünmesi için mitojenik sinyaller, S fazının başlangıcında yer alan genlerin 

ekspresyonundan sorumlu olan E2F transkripsiyon faktörlerinin salınmasında birleşen 

bir dizi olayı tetiklemek için gereklidir. Memeli hücre döngüsünde, farklı fazlardan geçiş 

siklinler, sikline bağlı kinazlar (CDK'ler), CDK inhibitörleri (CKI) ve proteinlerin 

retinoblastom ailesi tarafından sıkı bir şekilde kontrol edilir (304). Hücre döngüsü 

ilerlemesi, siklinler veya CKI'lerle ilişkili olduğunda CDK'ların senkronize açık veya 

kapalı durumu ile sağlanır. CDK ve CKI'lerin aksine, siklin seviyeleri sentez ve 

bozunmaya bağlı olarak dalgalanır, böylece CDK'ları döngüsel olarak aktive eder. 

20'den fazla CDK tanımlanmıştır ancak bunlar arasında CDK1, 2, 4 ve 6, hücre döngüsü 

ilerlemesinin düzenleyicileri olarak önemli roller oynamaktadır (305). Östrojen ve insan 

epidermal büyüme faktörü gibi büyüme faktörleri, D-tipi siklinlerin ekspresyonunu 

teşvik eder, böylece çevresel endikasyonları hücre döngüsü makineleri ile doğrudan 

bağlar. Transkripsiyonel indüksiyondan sonra siklin D proteinleri etkileşir ve G1 fazı 

sırasında ilerlemeyi teşvik eden CDK4 ve CDK6'yı aktive eder. Siklin D bunu, Serine / 

Threonine olarak fosforile kinaz olarak pRb, p107 ve p130 içeren cep proteinlerini 
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kısmen etkisiz hale getiren karşılık gelen siklin partneri CDK4 veya CDK6 ile bir 

kompleks içinde hareket ederek yapar. Retinoblastom proteini (pRb), hücre döngüsünün 

ilerlemesini negatif olarak düzenleyen bir tümör baskılayıcı proteindir. PRb 

fosforilatlanmadığında, transaktivasyon alanlarını bloke ederek ve histon deasetilazın 

toplanmasıyla E2F transkripsiyon faktörlerini bastırır. Siklin DCDK4 / 6 kompleksi 

pRb'yi C-terminal bölgesinde fosforile ettiğinde, merkezi cep alanı ile moleküller arası 

bir entegrasyon meydana gelir ve histon deasetilazın bağlanmasını engeller, böylece 

aktif transkripsiyonel baskıyı serbest bırakır (306). E2F'ler daha sonra G1 / S faz geçişi 

için önemli olan DNA polimeraz a ve E ve A siklinleri gibi genleri kopyalamaya başlar. 

Siklin E-CDK2 kompleksleri aktif hale gelir ve pRb'yi hiperfosforile etmeye devam eder 

ve E2F'lerin ve dimerik partnerlerinin hücre döngüsü ilerlemesini garanti eden genlerin 

ekspresyonunu tamamen aktive etmesine izin veren pozitif bir geri besleme döngüsü 

oluşturur (307). Kısıtlama noktası olarak adlandırılan bu noktadan sonra, hücre 

döngüsünün sonraki aşamaları artık dışsal faktörlere yanıt vermemektedir. Daha sonra 

siklin A, hücreyi S fazına sürerek CDK2'yi aktive eder. Son olarak, siklin B1 ve B2, 

DNA replikasyonuna, sentrozom ve kromozom fonksiyonuna ve sitokinez için gerekli 

yapıların organizasyonuna katılan çeşitli proteinleri fosforile ederek G2 boyunca 

ilerlemeyi ve M fazına girişi sağlamak için CDK1'i aktive eder (308). Kümülatif 

kanıtlar, gen transkripsiyonunda, DNA hasar onarımında, hücre farklılaşmasında ve son 

yıllarda metabolik süreçlerin kontrolünde kanonik olmayan siklin ve CDK rollerini 

göstermiştir (309).  
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6.1.TP53 

TP53, 17q13.1 numaralı kromozomda bulunan bir tümör baskılayıcı gendir (310). 

TP53 geni, 393 amino asitten oluşan tetramerik çift özgüllük transkripsiyon faktörü 

p53'ü kodlar. Normal koşullar altında p53'ün düşük bazal seviyesini korumak için 

MDM2-aracılı ubikitinasyonu takiben proteazomal degradasyon içeren düzenleyici 

mekanizma kullanılır. Bununla birlikte, p53'ün DNA hasarı gibi çeşitli hücresel stresler 

altında aktivasyonu, hücrelerin genomik bütünlüğünü korumak için hücre döngüsü 

durması, apoptoz ve diğer yollarda yer alan genlerin bir gerçekliğini düzenlemek için 

gereklidir. Bu kritik fonksiyonlarla p53, “genomun koruyucusu” olarak tanınır (311). 

P53 katı tümörlerin% 50'sinden fazlasında mutasyona uğramıştır ve negatif prognozu 

yönlendiren bir faktör olduğu belirlenmiştir. Mutasyona uğramış p53 gen formu, 

kontrolsüz hücre büyümesine yol açan apoptozu indükleyemez, böylece tümör 

oluşumunu destekler. Çeşitli stres koşulları altında ve fizyolojik süreçler sırasında, p53 

çoğalma önleyici işlevini yerine getirmek için aktif hale gelir (224). P53 genindeki 

mutasyonlar, hematopoietik malignitelerde% 10 ve yumurtalık seröz karsinomunda 

yaklaşık% 100 gibi değişen insidans oranlarında da olsa rapor edilmiştir (312). P53'ün 

fonksiyonel aktivitesinin kaybının, protein yapısındaki konformasyonel farklılıklar 

nedeniyle gen mutasyonlarını ve tümör oluşumunu indüklediği bilinmektedir. 

Genotoksik stresler, neoplastik hücre oluşumu ve tümör invazivliği, değiştirilmiş p53 

proteininin aşırı ekspresyonuna neden olur (313).  

Bizim çalışmamızda, tüm gruplarda Tp53 geninin ekspresyonun arttığı tespit 

edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 4 (TiO2-PEG-PTX) (IC50=14.9±3,24 μg/ml) en az 

ise grup 2 (TiO2-PEG)’de (IC50=71.42±2,41 μg/ml) anlamlı derecede artılmıştır 
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(p˂0.0001). Hücreye uygulanan IC50 dozlarına bakıldığında TiO2–PEG dozunun TiO2-

PEG-PTX’in beş katı olmasına rağmen TiO2-PEG-PTX nanotaşıyıcı temelli ilacın daha 

fazla hücrelere etki ederek Tp53 ekspresyonunu etkinleştirdiği belirlenmiştir.  

6.2.MDM2  

Murin çift minute 2 olarak bilinen MDM2'nin p53 tümör süpresör geninin negatif 

bir regülatörü olduğu bilinmektedir. MDM2 geni, faregiller hücre çizgilerinde 

çoğaltılmış onkogen olarak üç genden biri (MDM1, 2 ve 3) olarak tanımlandı. MDM2 

ekspresyonu, kendiliğinden transforme edilmiş bir fare BALB/c hücre çizgisinde (3T3-

DM) 50 kattan daha fazla olacak şekilde dışarı atılmıştır (314). MDM2 geninin 

amplifikasyonu, eşlik eden p53 mutasyonu olmadan tüm insan kanserlerinin yaklaşık% 

7'sinde meydana gelir. MDM2, p53 geninin negatif regülatörüdür ve p53 transkripsiyon 

aktivitesini ve çekirdekten sitoplazmaya translokasyonu inhibe ederek etki eder. Strese 

tabi tutulmamış normal hücrelerde p53, 5 ila 30 dakikalık bir yarılanma ömrüne sahip 

oldukça kararsız bir proteindir ve nükleer ve sitoplazmik proteazomlar tarafından 

bozunmaya yol açan p53'ü monoubikuitinatlar sürekli olarak içerir. Normal hücresel 

koşullar altında, çekirdekte MDM2 eksprese edilir, ancak sitoplazmaya yerleştiği ve bazı 

hedeflerinin proteazom tarafından bozunmasına aracılık ettiği bulunur (315). 

Tümörlerin% 17'sinden fazlası, günümüz kemoterapötiklerinde kötü prognoz ve tedavi 

başarısızlığına yol açan MDM2 gen amplifikasyonu sergiler. MDM2, p53'ün hücresel 

seviyelerini, p53'ün N-terminal transaktivasyon alanını doğrudan bağlayarak ve 

gizleyerek veya p53'ün proteazomal degradasyonunu arttırarak iki ayrı mekanizma 

yoluyla kontrol eder (316). MDM2, p53'e doğru bir E3 ubikitin ligazı olarak işlev görür 

ve E1, E2 ve E3 proteinlerini içeren karmaşık bir dizi adım yoluyla bozulmasını teşvik 
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eder. İyonlaştırıcı ışınlama, UV ışınlaması ve diğer DNA'ya zarar veren ajanlar, p53'e 

bağlı bir şekilde MDM2 ekspresyonunu indükleyebilir. MDM2 p53 aktivitesini inhibe 

ederek p53 fonksiyonunu sıkı bir şekilde düzenleyen negatif bir geri besleme döngüsü 

oluşturur (315). 

Bizim çalışmamızda MDM2 ekspresyonunun grup1’de (TiO2) (IC50=5,27±0,61 

μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı (p˂0.0001) ve diğer gruplarda azaldığı tespit edilmiştir. 

MDM2 geninin en fazla ekspresyon düzeyinde azalması ise grup2’de (TiO2-PEG) 

(IC50=71.42±3.24 μg/ml) olduğu belirlenmiştir. 

6.3.RAD51 

RAD51, genomik bütünlük, hücre döngüsü regülasyonu, apoptoz ve tümör 

oluşumu gibi çeşitli hücresel süreçlerde rol oynar. Birden fazla tümör tipi, yüksek 

miktarda Rad51 içerir, tümör oluşumunun başlamasında veya ilerlemesinde bir rol 

önerir. Rad51'in, HR biyokimyasal reaksiyonundaki doğrudan rolüne ek olarak, 

Rad51'in hasar algılama ve hücre döngüsü kontrol noktası sinyalleşme yollarından 

oluşan karmaşık bir ağa katıldığı açıktır. Bu, uygun bir onarım kalıbı ile ilk eşleştirmeye 

ve etkileşime ve hücre bölünmesinden önce onarılan ürünlerin nihai çözünürlüğüne izin 

vermek için uygun hücre döngüsü kontrol noktalarının başlatılmasını sağlar (317). 

Rad51, HR aracılı DSB onarımının merkezindedir. Rad51, tek sarmallı DNA üzerinde 

nükleo-protein filamentleri oluşturur ve DNA dupleksleri arasındaki homolog çiftleşme 

ve sarmal değişimine aracılık eder. Rad51, hücre döngüsünün S veya S / G2 fazında en 

yüksek ekspresyona sahip çoğalan hücrelerde eksprese edilir. Rad51 ayrıca replikasyon 

sırasında ortaya çıkan DNA kırılmalarının onarımında rol oynar. S fazı sırasındaki 
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Rad51 aktivitesi ve DNA'ya zarar veren bir ajana maruz kalmanın ardından aktivasyon, 

yaygın dağınık Rad51 proteininin çekirdekteki ayrı odaklara yeniden lokalizasyonu ile 

karakterizedir (318). HR reaksiyonunun merkeziyetine ek olarak Rad51, DNA hasar 

sensörleri, rekombinasyon proteinleri, tümör baskılayıcıları, hücre döngüsü ve apoptotik 

regülatörler ile (DNA hasarı, substrat ve hücre döngüsü fazına bağlı olarak) çok sayıda 

dinamik kompleks içinde birleşir. Belirli hasarlara veya hücre döngüsü sinyallerine yanıt 

olarak hangi Rad51 içeren komplekslerin oluştuğu hala bilinmemektedir. Etkileşimler, 

DNA hasarını takiben ayrı odakların nükleer ko-lokalizasyonu veya biyokimyasal 

etkileşimler ile tanımlanmıştır. Rad51 içeren nükleer odakların kesin rolü henüz net 

olarak tanımlanmamıştır, ancak bunların kırık DNA uçlarının belirteçleri ve onarım 

süreci olduğuna dair güçlü kanıtlar vardır. Tümör hücreleri Rad51'i aşırı eksprese eder, 

ve primer tümör örneklerinin taranması aynı zamanda yüksek düzeyde wild tip Rad51 

proteini tanımlamıştır. Yüksek seviyelerde Rad51, apoptoz sırasında kaspaz-3 ile normal 

bölünmesinin bozulmasını yansıtabilir, çünkü malign hücreler normalde DNA 

hasarından sonra indüklenen apoptotik sinyalleri baypas etme veya anti-apoptotik BCL-

2 ailesi üyelerinden birini eksprese etme eğilimindedir. Alternatif olarak, yüksek Rad51 

seviyeleri, malign hücrelerin S fazı sırasında Rad51'in yüksek proliferatif kapasitesini ve 

normal aktivitesini basitçe yansıtabilir (319). 

Bizim çalışmamızda Rad51 ekspresyonunun grup1’de (TiO2) (IC50=5,27±0,61 

μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı (p˂0.0001) ve diğer gruplarda azaldığı tespit edilmiştir. 

RAD51 geninin en fazla ekspresyon düzeyinde azalması ise grup4’de (PTX) 

(IC50=4.78±0.95 μg/ml) olduğu belirlenmiştir. 
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6.4.BRCA2 

BRCA2, HR yoluyla transkripsiyon ve DSB'lerin onarımında önemli roller oynamaktadır 

(320). BRCA2, tümör baskılayıcı gen olarak sınıflandırılır. BRCA2 geni sadece tümör 

oluşumunda değil, aynı zamanda kanser ilerlemesinde de önemli roller oynar. BRCA2 

genindeki mutasyonlar, etkilenen hücrelerin, hasar görmüş DNA ile başa çıkmak için 

NHEJ gibi alternatif hataya eğilimli DNA onarım yollarını takip etmesine izin verir. 

BRCA2 geni, diğer anahtar kanser genleri TP53, PTEN, BRIP1, PALB1 vb. ve kansere 

neden olabilecek diğer çeşitli çevresel faktörlerle etkileşime girer (321). Genin işlevi, 

DNA rekombinasyonu ve onarım işlemleri ile sınırlıdır. BRCA2, DSB'lerin onarımı ve 

tutuklanan replikasyon çatallarının RAD51'in aktivitesini düzenler. DNA hasarı 

bölgesinde, katalitik RAD51 BRCA2 tarafından toplanır. Birkaç hücresel rol arasında 

BRCA2, hücre döngüsü düzenlemesinde G2 / M kontrol noktasını aktive eder ve ayrıca 

kromatin yeniden şekillenmesinde rol oynar (322). 

Bizim çalışmamızda, TiO2, TiO2-PEG-PTX ve PTX gruplarda BRCA2 geninin 

ekspresyonun arttığı ve TiO2-PEG  grupta BRCA2 geninin ekspresyonun azaldığı tespit 

edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 4’te (PTX) (IC50=4.78±0.95 μg/ml) anlamlı 

derecede artılmıştır (p˂0.0001).  

6.5.ERCC1 

ERCC1, moleküler klonlama ile tanımlanan ilk insan DNA onarım genidir. 

ERCC1, 19q13.32'de insan kromozomu üzerinde bulunur ve yaklaşık 15 kilobazlık 10 

ekzon içerir. ERCC1, DNA değişikliklerinin onarımında rol oynayan önemli bir 

proteindir. Alternatif birleştirme işleminden kaynaklanan dört ERCC1 transkript 

izoformu açıklanmıştır. Nükleotid eksizyon onarımı (NER), sarmal bozucu kovalent 
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eklentilere neden olan kimyasallardan zarar gören DNA'nın onarımı için önemli bir 

mekanizmadır (229). ERCC1-kseroderma pigmentosum (XPF), hem çoğalan hem de 

çoğalmayan hücrelerde hasar görmüş DNA'nın onarımı için yapıya özgü bir 

endonükleazdır. İnsan ERCC1 proteini, 297 amino aside ve 32.500 Da'lık bir moleküler 

kütleye sahipken, ERCC4 kodlu XPF proteini, 104.000 Da'lık bir moleküler kütleye 

sahip 916 amino asit içerir. ERCC1 – XPF, DNA hasar onarımında aktif bir endonükleaz 

oluşturmak için bir kompleks olarak işlev görür. Aktif nükleaz alan kalıntıları  XPF'de 

bulunur, ancak tek başına XPF bir nükleaz değildir. ERCC1, kritik bir DNA bağlama alt 

birimi olarak görev yapan bir ortak olarak gereklidir (229). ERCC1 – XPF, NER 

sırasında oluşan açık “kabarcık” ara maddesinin 5 on tarafında hasarlı DNA zincirinde 

kesiler yapar (226). Bu süreçte ERCC1 – XPF, NER'deki insizyon işlemi için gerekli 

diğer protein faktörleri ile işbirliği içinde hareket eder. ERCC1 – XPF eksikliği olan 

hücreler, x-ışınları ve γ-ışınları tarafından üretilen iyonizasyon radyasyonu da dahil 

olmak üzere normalden DSB neden olan ajanlardan daha duyarlıdır (323). DNA 

interstrand çapraz bağları (ICL) onarılması zordur çünkü DNA replikasyonu ve 

transkripsiyonunu engellerler. ERCC1 ve XPF-eksikliği hücreleri, cisplatin, psoralen ve 

mitomisin C gibi ICL'ler oluşturabilen ajanlara karşı son derece hassastır (324). ERCC1 

– XPF proteininin shRNA aracılıyla indirgenmesi baskılama, göğüs, prostat, yumurtalık 

ve diğer kanserlerin tedavisinde yaygın olarak kullanılan cisplatin türevleri gibi DNA 

çapraz bağlama ajanları tarafından hücreleri öldürmeye karşı hassaslaştırır (325, 326). 

Bu nedenle, ERCC1-XPF inhibisyonunun kemoterapi ile birlikte bir kombinasyonu bazı 

kanserlerin tedavisinde etkili olabilir. Bu nedenle, ERCC1 ve XPF'nin 

immünohistokimyasal tanımlanmasında kullanılabilecek antikorların tanımlanması 
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önemlidir (326). ERCC1-XPF kompleksinin işlevini bozmak için çeşitli yaklaşımlar 

önerilmiştir. Bunlar, ERCC1 ve XPF'nin XPF nükleaz aktivitesinin inhibisyonunun ve 

ERCC1-XPF'nin DNA'ya bağlanmasının inhibisyonunun bozulmasını içerir (327). 

Bizim çalışmamızda ERCC1 ekspresyonunun grup1’de (TiO2) (IC50=5,27±0,61 

μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı (p˂0.0001) ve diğer gruplarda azaldığı tespit edilmiştir. 

ERCC1 geninin en fazla ekspresyon düzeyinde azalması ise grup2’de (TiO2-PEG) 

(IC50=71.42±3.24 μg/ml) olduğu belirlenmiştir. 

6.6.ATR 

ATR, DNA hasar yanıt sistemi içinde önemli bir proteindir, ana rolü, onkogenlerin 

aktivasyonu ve G1 kontrol noktası kontrolünün bozulması nedeniyle kanserde yükselen 

bir replikasyon stres sensörü (SS) olarak ortaya çıkmaktadır. ATR, dsDNA içindeki 

ssDNA bölümlerini tanır. RS'in yanı sıra ssDNA, rezeke edilen DSB ve NER ara 

bileşiklerinden ortaya çıkabilir. 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 hasarına yanıt olarak DNA replikasyonu, rekombinasyon ve 

onarım; ve hücre döngüsü düzenlemesinde yer alan proteinleri fosforile eder (328). 

ATR, replikasyon proteini A (RPA) kaplı ssDNA çatlakları tarafından aktive edilir 

(329). ATR, kontrol noktası sinyallemesinde önemli bir rol oynar. Aktif ATR, CHK1'in 

hem Ser317 hem de Ser345'te CHK1'in hasar yerine lokalizasyonu için gerekli olan 

başka bir protein, claspin tarafından kolaylaştırılan bir aşamada fosforile olmasını sağlar. 

Sonunda S-faz ilerlemesinin durdurulmasına ve hücre döngüsü tutuklanması yol açar 

(330). Hücre döngüsü kontrol noktası aktivasyonundaki ve DNA replikasyonunun 

düzenlenmesindeki rolüne ek olarak, ATR'nin DNA onarımında rolü vardır. ATR'nin 
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homolog rekombinasyon onarımı (HRR) sürecine dahil olduğu bulunmuştur. HRR, 

sadece S fazında meydana gelen yüksek kaliteli bir DSB onarım yoludur. 

ATR'nin HRR'de yer alan çeşitli proteinlerle ilişkili veya fosforile olduğu bulunmuştur; 

BRCA1, PALB2, RAD51, H2AX ve RecQ sarmalları, BLM ve WRN (170, 331).   

Bizim çalışmamızda ATR ekspresyonunun grup1 ve 3’te (TiO2-PEG-PTX) 

(IC50=14.90±2.73 μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı (p˂0.0001) ve diğer gruplarda 

azaldığı tespit edilmiştir. ATR geninin en fazla ekspresyon düzeyinde azalması ise 

grup4’te (PTX) (IC50=4.78±0.95 μg/ml) olduğu belirlenmiştir. 

6.7.CDKN1A 

P21 kodlayan insan CDKN1A geni, 6p21.2 pozisyonunda kromozom 6 üzerinde 

bulunur. Hücresel strese yanıt olarak p53, memeli türleri arasında korunan yollarda p21 

ve MDM2 gibi spesifik aşağı akım genlerini hedefler (332). P21'in aktivasyonu, hücre 

döngüsü ile ilgili genlerin aşağı regülasyonunun merkezi olan dimerizasyon partneri, RB 

benzeri, E2F ve multi-vulval sınıf B (DREAM) kompleksinin stabilizasyonuna yol açar. 

Genom geneli biyoinformatiğe dayanan çalışmalar, p53 tarafından tetiklenen G2 / M 

hücre döngüsü durdurması için birincil mekanizma gibi görünen 210 genin p53-p21-

DREAM CDE / CHR yolağını aşağı regüle ettiğini tespit edilmiştir (333). P21, güçlü bir 

evrensel CDK inhibitörü (CKI) olarak kabul edilir (334). P21, siklin -CDK2, CDK1 ve -

CDK4 / 6 komplekslerinin aktivitesi ile fiziksel olarak etkileşir ve bunu inhibe eder, 

böylece G1 ve S fazları sırasında hücre döngüsü ilerlemesinin bir regülatörü olarak işlev 

görür. Büyümenin durdurulmasına ek olarak, p21, çeşitli memeli hücreleri ve dokuları 

için gösterildiği gibi p53'e bağlı ve bağımsız yollar yoluyla hücresel yaşlanmaya aracılık 
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edebilir (334). Aslında, p21 ilk olarak normal insan diploid yaşlanan fibroblastlarında 

aşırı ifade edilen bir gen olarak tanımlanmıştır. Erken bulgular da p21'in yaşlanmaya 

ROS tabanlı bir mekanizma ile aracılık ettiğini ileri sürdü. p21, hem normal 

fibroblastlarda hem de p53-negatif kanser hücrelerinde hücre içi ROS seviyelerini 

arttırır. p21 ayrıca Cdk4 ve Cdk6 kompleksleri için bir birleştirme faktörü olarak işlev 

görür. İnsan diploid fibroblastları hakkında, p21'in Cdkl'in zayıf bir inhibitörü olduğunu 

gösteren bir in vitro rapor da vardır (335). p21, patoloji ve kanser hücresi biyolojisi dahil 

olmak üzere çoklu biyolojik disiplinlerle ilgili en önemli proteinlerden biri haline 

gelmiştir. P21'in anahtar olumlu etkileri ve fonksiyonlarının hücre döngüsü regülasyonu, 

DNA onarımı, apoptozun modülasyonu, yaşlanmanın uyarılması ve kodlama geni 

CDKNIA transkripsiyonunun p53 bağımsız regülasyonu ile ilişkili olduğu bulunmuştur 

(336).  

Bizim çalışmamızda, tüm gruplarda CDKN1A geninin ekspresyonun arttığı tespit 

edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 4 (PTX) (IC50=4.78±0.95 μg/ml) en az ise grup 1 

(TiO2)’de (IC50=5.27±0.612 μg/ml) anlamlı derecede artılmıştır (p˂0.0001).  

6.8.PRKDC 

DNA-PK, fosfatidilinositol 3-kinazlarla ilişkili kinazlar (PIKK) ailesinin bir 

üyesidir. ATM ve ATR ile birlikte DNA-PK'nin DDR üzerinde ana rolü vardır. DNA-

PK, bir katalitik alt birimden (DNA / PKcs) ve düzenleyici bir heterodimer Ku'dan 

(Ku70 / Ku80) oluşur. DNA / PKcs hemen hemen tüm memeli hücrelerinde eksprese 

edilir ve farklı fonksiyonel alanlara sahip 469-kDa proteinidir (337). DNA-PK'nın en 

çok tanınan rolü DSB'lerin onarımındadır. DNA-PK kinaz NEHJ onarımında anahtar bir 

role sahiptir. Kısaca, Ku70 ve Ku80 alt birimleri, monomerik DNA-PKc'lerin 
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toplanmasıyla kırılmış DNA uçlarını tanır ve bağlanır, bu da aktif heterodimer DNA-

PK'nın oluşumuna yol açar. DNA-PKcs, sinaptik bir kompleks oluşturarak DNA 

terminleri boyunca dimerleşir. Bu, Ku heterodimerlerinin kırık DNA uçlarının 

bağlandığı DNA dupleksine translokasyonuna yol açar. DNA-PKcs, onarım proteininin 

hasar yerine yüklenmesini kolaylaştıran bir iskele proteini gibi davranır ve katalitik 

aktivitesi sayesinde, onarımın yürütülmesini destekleyen bir dizi substratı fosforile eder 

(338). NHEJ, hücre döngüsünün G1 fazındaki yaygın onarım yoludur, daha hızlıdır ve 

birkaç saat gerektiren HR'ye kıyasla 30 dakika içinde tamamlanabilir (339). Hücre 

döngüsü boyunca RAD51'den daha yüksek DNA-PKcs / Ku içeriği NHEJ'i 

destekleyebilir. Aynı zamanda BRCA1, S / G2 fazlarındaki NHEJ'nin DNA-PKcs oto 

fosforilasyonuna müdahale etmesini önler (340). NHEJ'deki rolüne ek olarak DNA-PK, 

ikinci büyük DNA çift zincirli kırık onarım yolunda, HR’da da rol oynar (337).   

Bizim çalışmamızda, TiO2 ve TiO2-PEG-PTX gruplarda CDKN1A geninin 

ekspresyonun arttığı ve TiO2-PEG ve PTX gruplarda CDKN1A geninin ekspresyonun 

azaldığı tespit edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO2-PEG-PTX) (IC50=4.78±0.95 

μg/ml) anlamlı derecede artılmıştır (p˂0.0001).  

6.9.VEGFB 

VEGFB geni 11q13.1 kromozomu üzerinde bulunur. VEGFB, VEGFB167 

(transkriptlerin% 80'inden fazlası) ve VEGFB186'nın iki izoformu vardır (341). 

VEGFB'nin doku ekspresyon analizi, bu büyüme faktörünün kalp ve iskelet kasında 

yüksek oranda eksprese edildiğini ve diğer dokuların çoğunda sınırlı ekspresyonu 

gözlemlemiştir. VEGFB'nin genetik ekspresyonu oldukça stabildir ve büyüme faktörleri, 
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hipoksi veya hormonlar tarafından düzenlenmez (342). VEGF ailesinin diğer üyelerinin 

aksine, VEGFB karakteristik olmayan bir şekilde anjiyogenezi teşvik etmez. VEGFB'nin 

önemi, özellikle patolojik koşullar altında ilgili bir fonksiyon olan hücre hayatta 

kalmasında tanımlanmıştır (343). Son çalışmalar, anjiyogenezi indüklemek için 

VEGFB'nin VEGFA'ya duyarlı hücrelerde belirgin bir rol oynadığını göstermiştir (344). 

VEGFB ekspresyonu birçok farklı tümör tipinde bulunabilir ve ekspresyonunun çoklu 

kanserlerde arttığı bulunmuştur (237). İlginç bir şekilde, düşük VEGFB'li bir kanser 

hücre hattında VEGFB fonksiyonunun kazanılmasının, dolaşımdaki tümör hücreleri ve 

metastazlarında bir artışla sonuçlandığını bulmuştur.  Artmış VEGFB fonksiyonu, 

perivasküler hücrelerin azalmasına ve vasküler sızıntı, inflamasyon, hipoksi ve M2 

benzeri makrofajların artmasına neden olmuştur (238).  

Bizim çalışmamızda, TiO2, TiO2-PEG-PTX ve PTX gruplarda VEGFB geninin 

ekspresyonun arttığı ve TiO2-PEG grupta VEGFB geninin ekspresyonun azaldığı tespit 

edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 4 (PTX) (IC50=4.78±0.95μg/ml) anlamlı derecede 

artılmıştır ve grup 2 (TiO2-PEG) (IC50=71.42±3.24μg/ml) analmalı derecede azalmıştır 

(p˂0.0001).  

6.10.PDGF 

PDGF, insan trombositlerinden izole edilen proanjiyojenik bir faktördür. PDGF'ler 

güçlü hücre mitojenik ajanlar ve büyüme kemokinleridir; aynı zamanda normal ve 

patolojik vasküler gelişim için önemli düzenleyicilerdir (345). Vasküler endotelyal 

büyüme faktörü olarak işlev gören PDGF, insan malignitelerinin gelişmesinde ve 

ilerlemesinde önemli bir rol oynar. Son bulgular PDGF'lerin malign hücreleri, vasküler 
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hücreleri ve stromal hücreleri hedefleyerek tümör büyümesini ve metastazını 

düzenlediğini göstermektedir (345). PDGF, otokrin ve parakrin davranışlarıyla kanser 

hücresi çoğalmasını uyarır. PDGF sinyal yolu, SRC tirozin kinaz alt familyası, 

fosfolipaz C ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-K) dahil olmak üzere çeşitli substrat 

protein sinyal molekülleri içerir. Bu sinyal molekülleri sitoplazmik kompleks 

sinyalleşme ağlarına aracılık eder ve hücre zarı serin treonin kalıntılarında rol oynar, bu 

da çeşitli gen regülasyonu ve protein fosforilasyonuyla sonuçlanır, böylece kanser 

hücresi büyümesini ve bölünmesini destekler (346). PDGF'nin, insan meningiomlarının 

ve mezotelyoma hücresinin PI3-K yolu yoluyla çoğalmasını teşvik ettiği kanıtlanmıştır. 

PDGF reseptörü sinyali, tümör hücrelerinin büyümesinin otokrin uyarılması, tümör 

stroma fibroblastlarının toplanması ve tümör anjiyogenezinin uyarılması dahil olmak 

üzere katı tümörlerde farklı süreçlere katılır (347). PDGF, doğrudan veya dolaylı olarak 

tümör anjiyogenezini indükleyen ve tümör metastazını önemli ölçüde etkileyen hücre 

dışı matris proteinleri üretmek için bağ dokusunu teşvik edebilir. PDGF, tümör 

gelişimindeki tümör büyümesini düzenler ve PDGF'nin hücre ekspresyonunu 

indükleyebilen çevresel faktörler tümör büyümesini uyarır. Ayrıca PDGF aracılı tümör 

anjiyogenezi, tümör büyümesi için beslenme sağlar (348). Anjiyogenez, kanserin 

invazyonunu ve metastazını destekleyen ileri kanserin belirtilerinden biridir. HepG2 

hücreleri üzerindeki PDGF-BB ekspresyonu hipoksi altında önemli ölçüde artmıştır. 

Hipoksinin neden olduğu karaciğer kanseri hücresi PDGF-BB, hematopoietik kök 

hücrelerde VEGF-A ekspresyonunu uyarır ve anjiyogenezi teşvik eder (349).  

Bizim çalışmamızda, TiO2, TiO2-PEG-PTX ve PTX gruplarda PDGFB geninin 

ekspresyonun arttığı ve TiO2-PEG grupta PDGFB geninin ekspresyonun azaldığı tespit 
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edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO2-PEG-PTX) (IC50=14.90±2.73μg/ml) 

anlamlı derecede artılmıştır ve grup 2 (TiO2-PEG) (IC50=71.42±3.24μg/ml) analmalı 

derecede azalmıştır (p˂0.0001).  

6.11.CASP-2 

Kaspaz proteaz ailesinin üyeleri, apoptozun başlatılması ve uygulanmasında 

önemli roller oynamaktadır. Bu kaspazlar iki gruba ayrılır: başlatıcı kaspazlar (kaspaz-2, 

-8, -9 ve -10) ve uygulayıcı kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7). Fonksiyonel olarak, kaspaz-2, 

metabolik dengesizlik, DNA hasarı, endoplazmik retikulum stresi, mitotik afet ve 

diğerleri tarafından indüklenen hücre ölümünün düzenlenmesinde rol oynamıştır. 

Kaspaz-2 hem başlatıcı hem de uygulayıcı kaspazların özelliklerini sergilemede 

benzersizdir. Prokaspaz-2'nin çeşitli proteinlerle etkileşime girdiği ve 'PIDDosome' adı 

verilen bir kompleksin bir parçasını oluşturduğu gösterilmiştir. Bu kompleks PIDD, 

RAIDD ve prokaspaz-2'den oluşur ve fizyolojik koşullar altında bulunur. Artan PIDD 

ekspresyonu p53 aracılı apoptozu teşvik eder. PIDDozom içinde PIDD varlığı, p53 ve / 

veya p53 ile ilişkili proteinlerin kaspaz-2 aktivasyonunda bir rolünü gösterir, bu da 

PIDD ve kaspaz-2 montajının DNA hasarına yanıt olarak ortaya çıkmasının muhtemel 

olduğunu gösterir (350). Kaspaz-2 ayrıca hücre döngüsü düzenleyicisi olarak kabul 

edilir. DNA-PKcs-PIDDozom kompleksi içindeki artmış kaspaz-2 aktivitesi, G2 

hücrelerinin M fazına ilerlemesini geciktirdiği görülmektedir. Kaspaz-2 eksik hücrelerde 

ve düşük regüle DNA-PK içeren hücrelerde G2 / M kontrol noktasının kısmi kaybı da 

gözlenmiştir. Kaspaz-2'nin tümör baskılayıcı fonksiyonuna benzer şekilde, hücre 

döngüsünde düzenleyici rolü p53 üzerindeki etkisine bağlı olabilir, çünkü kaspaz-2-null 

fareler p53 kaybından dolayı p21 ekspresyonunu azaltır (351). DNA-PK-PIDDozom 
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kompleksindeki varlığı nedeniyle NHEJ'de kaspaz-2'nin bir fonksiyonu önerilmiştir. HR 

onarımı hücre döngüsünün geç S ve G2 fazlarında çalıştığından, kaspaz-2'nin G2 kontrol 

noktasının düzenlenmesindeki rolü muhtemelen NHEJ'ye dahil edilmesinden ayrılır 

(352).  

Bizim çalışmamızda, TiO2 ve TiO2-PEG-PTX  gruplarda CASP2 geninin 

ekspresyonun arttığı ve TiO2-PEG ve PTX gruplarda CASP2 geninin ekspresyonun 

azaldığı tespit edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup 3 (TiO2-PEG-PTX) 

(IC50=14.90±2.73μg/ml) anlamlı derecede artılmıştır ve grup 2 (TiO2-PEG) 

(IC50=71.42±3.24μg/ml) analmalı derecede azalmıştır (p˂0.0001).  

6.12.MYC 

MYC, hedef DNA sekanslarına bağlanabilen bir transkripsiyon faktörüdür. 

Kromatine bağlandıktan sonra, MYC protein kodlamasını transkripsiyonel olarak 

düzenleyebilir, ayrıca RNA Pol I, RNA Pol II ve RNA Pol III tarafından üretilen 

kodlamayan RNA'ları kontrol eder. MYC, çoğunlukla proliferasyon, hücre büyümesi, 

metabolik yeniden programlama ve RNA biyogenezinde rol oynayan ayrı gen gruplarını 

düzenler (353). Kanserli olmayan hücrelerde sıkı bir şekilde düzenlenen, MYC'nin artık 

en sık deregülasyona uğramış onkogenlerden biri olduğu bilinmektedir. Sıklıkla 

hematopoietik kanserlerde yer değiştirir ve bir pan-kanser kopya-sayısı analizinde insan 

kanserlerinde en fazla çoğalan üçüncü gen olarak bulunmuştur. Birçok çeşidin 

transgenik murin dokularında düzensiz MYC ekspresyonu, bu dokulardaki tümör 

oluşumunu tetikleyebilir, bu da MYC'nin in vivo dönüşüm aktivitesini gösterir ve bunun 

bir insan onkojeni olduğu fikrini destekler (354). Onkojenik potansiyeli nedeniyle, MYC 
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proto-onkogen normal hücrelerde transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyelerde 

sıkı bir şekilde düzenlenir. Transkripsiyonel olarak, miRNA'lar tarafından düzenlenir. 

Translasyondan sonra, MYC protein yarılanma ömrü ve transkripsiyonel aktivite 

kinazlar, ubikitin ligazları ve asetiltransferazlar tarafından kontrol edilir. Proto-

onkojenin aktivasyonu her zaman büyüme faktörleri tarafından stimülasyona bağlıdır 

(355). Aksine, kanserde MYC kopya sayısını arttıran MYC amplifikasyonları, MYC'yi 

oldukça aktif arttırıcılar ile eşleştiren translokasyonlar veya MYC lokusundaki viral 

insersiyon olayları MYC'yi büyüme faktörü sinyaline bağımlılığından koparır. MYC’nin 

arttırıcılarının aktivitesindeki değişiklikler de MYC ekspresyonunu normalde gerekli 

uyaranlardan ayırabilir, bu da kanser riskini ve ilerlemesini etkiler (356). Kanserli 

olmayan hücrelerde, kontrol noktaları düzensiz MYC ekspresyonuna karşı daha fazla 

koruma sağlar. Bu nedenle, deneysel transgenik modellerde, akut düzensiz MYC 

ekspresyonu hücre proliferasyonunu indüklemez; daha ziyade p53, ARF, BIM ve PTEN 

aracılığıyla hücre büyümesinin durmasına veya ölmesine neden olabilecek kontrol 

noktalarının aktivasyonu ile sonuçlanır. Örneğin, MYC güdümlü bir lenfoma modelinde, 

transkripsiyon faktörü FOXO3A'nın artan nükleer lokalizasyonu büyümeyi baskılamak 

için ARF'yi aktive edebilir. Ayrıca, ARF MYC'yi bağlayabilir ve doğrudan 

transkripsiyonel aktivitesini inhibe edebilir. Bu kontrol noktalarının kaybı, 

transformasyonu desteklemek için MYC ile sinerjikleşir. Bu nedenle, FOXO3A'yı 

fosforile edebilen ve inhibe edebilen AKT, neoplastik transformasyonda MYC ile 

işbirliği yapar (357).  

Bizim çalışmamızda, TiO2, TiO2-PEG-PTX ve PTX gruplarda MYC geninin 

ekspresyonun arttığı ve TiO2-PEG  grupta MYC geninin ekspresyonun azaldığı tespit 
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