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OZET

Prostat Kanseri Tedavisine Yonelik Paklitaksel ve Doksorubisin ile Modifiye
Edilmis Nanotasiyici lla¢ Sistemlerinin DUSP Genlerin Ekspresyon Diizeyleri
Uzerine Etkisi

Zuhal TUNCBILEK
Yiiksek lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Yavuz SILIG
2020, 139 sayfa

Prostat kanseri, erkeklerde yaygin olarak goriilen malign bir tiimordiir. Prostat
kanser tedavisinde Doksorubisin (DOX) ve Paklitaksel (PTX) ilaglar1 yaygin olarak
kullanilmaktir. Ancak bu ilaglar tiim viicut sistemi etkiledigi i¢in istenmeyen bir¢cok yan
etkisi mevcuttur. Ayrica dolasimda kalma siiresi kisadir. ilaglarin bu gibi dezavantajlarmin
tistesinden gelmek ve tedavi etkinligi artirmak amaciyla, bu ¢alismada ilk olarak titanyum
dioksit (TiO2) nanopartikiillerini sentezlendi. Daha sonra TiO; toksitesini azaltmak ve
biyouyumlu hale getirmek i¢in polietilen glikol (PEG) ile modifiye edildi. Son olarak
sentezlenen PEG-TiO. nano tasiyici sisteme DOX ve PTX ilaglarini basarili bir sekilde
yiiklendi. Sentez sonrasi elde ettigimiz PEG-TiO.-DOX ve PEG-TiO,-PTX ilaglarina ek
olarak, PEG-TiO», TiO2, DOX ve PTX ilaglarin1 prostat kanser hiicre hattina (DU-145)
uygulayip sitotoksik doz MTT yontemiyle belirlendi. DU-145 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat
boyunca PEG-TiO,-DOX, PEG-TiO.-PTX, PEG-TiOz, TiO2, DOX ve PTX ilaglarinin
farkli konsantrasyonlariyla (0,5-50pg/ml) ile muamele edildi ve ICsp degerleri belirlendi.
Bu molekiiller arasinda en aktif 72 saat sonrasi PEG-TiO2-PTX nanotasiyici temelli ilacin
oldugu tespit edildi. Daha sonra DU-145 hiicrelerine her bir molekiilin 1Cso dozlari
uygulandi, 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. RNA
orneklerinden cDNA sentezi yapildi ve bu 6rneklerde DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6
ve DUSP10 genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR analiz yontemiyle belirlendi. Sonug
olarak TiO2 nanopartikiiliniin DUSP1 geni hari¢ diger tiim genlerin ekspresyonunu
artirdig1 ancak, PEG-TiO,-DOX, PEG-TiO,-PTX, PEG-TiO,, DOX ve PTX ilaglarinin
DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyon diizeylerini azalttig:

bulundu.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, gen ekspresyonu, paklitaksel, doksorubisin,
nanopartikiil, nanotasiyicilar, DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10.



ABSTRACT

The Effect of Paclitaxel and Doxorubicin Modified Nanostructured Drug
Systems on the DUSP Genes Expression Levels for Prostate Treatment

Zuhal TUNCBILEK
Master Thesis, Deparment of Bioc.he.rrvlistry
Supervisor: Prof.Dr. Yavuz SILIG
2020, 139 pages

Prostate cancer is a malignant tumor that is common in men. Doxorubicin
(DOX) and Paclitaxel (PTX) are widely used in the treatment of prostate cancer.
However, there are many undesirable side effects because these drugs affect the whole
body system. In addition, the residence time is short. In order to overcome such
disadvantages of drugs and increase treatment efficacy, titanium dioxide (TiO2)
nanoparticles were first synthesized in this study. It was then modified with
polyethylene glycol (PEG) to reduce TiO- toxicity and make it biocompatible. Finally,
DOX and PTX drugs were successfully loaded into the synthesized PEG-TiO2 nano-
carrier system. In addition to the PEG-TiO.-DOX and PEG-TiO2-PTX drugs that we
obtained after synthesis, PEG-TiO2, TiO2, DOX and PTX drugs were applied to
prostate cancer cell line (DU-145) and cytotoxic dose was determined by MTT
method. DU-145 cells were treated with different concentrations (0.5-50 pg/ml) of
PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, PEG-TiO», TiO2, DOX and PTX drugs for 24, 48
and 72 hours, and ICso values were determined. Among these molecules, PEG-TiO»-
PTX nano-carrier based drug was found to be the most active after 72 hours. Then,
DU-145 cells received ICso doses of each molecule after 48 hours incubation and RNA
was isolated from the cells. cDNA synthesis was performed from RNA samples and
expression levels of DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 and DUSP10 genes were
determined by RT-PCR analysis method. As a result, TiO2 nanoparticle increased the
expression of all other genes except DUSP1 gene, but PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO>-
PTX, PEG-TiO2, DOX and PTX drugs were found to decrease the expression levels
of DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 and DUSP10 genes.

Keywords: Prostate cancer, gene expression, paclitaxel, doxorubicin,
nanoparticle, nanocomponents, DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10.
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1.GIRIS

Kanser Diinya capinda 6nemli bir saglik problemi haline gelmistir ve 6liimlerin 6nde
gelen nedenidir. Kanser vakalarinin goriilme siklig1 ve 6liim oranlarindaki artis hizla
bliylimektedir. Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicrelerin anormal bi¢imde
boliinmesiyle karakterize olan bir kanser tiirlidiir. Prostat kanseri, erkeklerde en sik
goriilen ikinci kanserdir ve diinya ¢apinda besinci 6nde gelen 6liim nedenidir (1-3).
Kanser tedavisinde kullanilan baslica yontemler cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir.
Kemoterapide, toksik etkisi olan ilaglar tarafindan kanserli hiicrelerin boliinmesini
yavaglatmak, durdurmak ya da oldiirmek amaglanir. Klasik kemoterapik ilaglar
viicutta hedefe yonelik hareket etmemektedir. Kullanilan ilaglar kanser hiicrelerini
etkiledigi gibi saglikli hiicreleri de etkilemektedir. Ayrica kanser hiicrelerine, tedavi
icin gereken dozlar da ulasmamaktadir. Kanser tedavisinde kemoterapi ilaglarinin
miimkiin oldugunca tiimorleri hedef almasi ve saglikli dokular iizerinde etkisinin
siirli olmasi, tedavideki basar1 bakimindan esastir. Bu husus ayrica hastanin yasam
stiresi ve kalitesinin artmasi1 bakimindan 6nemlilik arz eder (4,5).

Prostat kanseri tedavisinde dosetaksel, paklitaksel (PTX) ve doksorubisin (DOX) gibi
kemoterapik ajanlar kullanilmaktadir. Paklitaksel, taksan sinifi bir bilesiktir ve porsuk
agacinin kabugundan elde edilmistir. Paklitaksel kanser hiicrelerinde apoptozu
destekleyen bir antimitotik ajandir. Pek ¢ok paklitaksel tiirevi (yani, dosetaksel ve
cabazitaksel) gelistirilmistir ve cesitli adjuvanlarla kombinasyon halinde prostat
kanseri hastalarina hayatta kalma avantaji saglamistir. Ne yazik ki, timorler genellikle
taksanlara karst direng gelistirmistir. Bu diren¢ mekanizmalar1 biiyiik 6lglide
bilinmemektedir (6-8). Doksorubisin, Streptomyces tiirlerinden izole edilmistir ve
antrasiklin grubu bir bilesiktir. Doksorubisin, DNA sentezinin ve fonksiyonunun
inhibisyonu ile sonuglanan DNA interkalasyonu ile kanser hiicrelerine etki eder.
DNA'ya bagimli RNA polimerazin inhibisyonu yoluyla da transkripsiyonu inhibe
eder. Doksorubisin ¢ok diisiik oral biyoyararlanim, diisiik geg¢irgenlik ve normal
dokuya akut toksisite gdstermektedir. Ayrica midede asitle hidrolize ugrar ve sitokrom
P450'ye duyarhidir. Tlaglari bu gibi yan etkilerinden ve gelisen ilag direncinden dolay1
bazi kisitlamalar yaganmaktadir. Bu anlamda etkili tedavi segceneklerine asir1 derecede

ihtiya¢ bulunmaktadir (9-13).



Nanoteknoloji alanindaki gelismeler ile nanopartikiiller de kanser tedavisinde yerini
almaya baglamistir. Boyut ve yap1 nedeniyle nanopartikiiller, yeni bir terapotik fikir
olarak kabul edilebilir. Ila¢ bagli nanotastyici sistemler ile saglikli dokulara kiyasla
anti-kanser ajanlarinin timor hiicrelerinde birikiminin arttirilmasi, nanopartikiillerin
kanser terapisinde potansiyel olarak kullanildigim1 kanitlamistir. Nanotasiyict
sistemler, boyut ve hedef ligandin partikiil yiizeyine baglanma kabiliyetlerinden dolay1
serbest kemoterapotik molekiillerden ¢cok daha fazla tercih edilmektedir. Kanser
tedavisi i¢in bu yeni yontemlerde en ¢ok kullanilan nanopartikiiller arasinda titanyum
dioksit (TiO2) yer almaktadir (14,15). TiO2’in, yeterli biyolojik uyumluluk, diisiik
toksisite, kimyasal stabilite ve fotokatalitik gibi bir¢ok benzersiz dzelliginden dolay1
biyomedikal endiistrisinde kullanimi1 cazip hale gelmistir. Ayrica, TiO2
nanopartikiillerinin biyouyumlulugunun artirilmas: igin, polietilen glikol (PEG)
kullanilmaktadir. ~ Nanopartikiillerin ~ ylizeyinin PEG ile  modifikasyonu,
nanopartikiillerin kandaki dolasim siiresini uzatabilir ve mononiikleer fagositik
sistemden kagma olasiligini artirabilir (16-20).

Cift 6zgulliikli fosfatazlar (DUSP'ler) olarak da bilinen mitojenle aktive olan protein
kinaz fosfatazlart (MKP’ler), memeli hiicrelerinde mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) aktivitelerinin ana negatif diizenleyicileri olarak islev goren bir protein
ailesidir. MAPK yolaklari, biiyiime, farklilasma ve hiicre 6liimiinde kritik rollere
sahiptir. Bazi ¢alismalar MAPK lerin farkli kanserlerin gelisiminde ve ilerlemesinde
rol oynadigimi gostermistir; ancak, kanserojenezdeki kesin islevlerini bugiine kadar
belirlemek zor olmustur. MAPK ekspresyon diizeyleri prostat kanserinde
degismistir. Bu nedenle DUSP'lerin prostat kanserinde MAPK yollarini diizenlemede
onemli rolleri oldugu ve dolayisiyla hastaligin sonucunu dogrudan etkileyebilecegi
konusunda artan kanitlar bulunmaktadir. DUSP'lerin ekspresyonundaki degisiklikler,
prostat kanseri hiicrelerinde hayatta kalma, hiicre 6liimii, kemoterapik ilaclara direng
ve prognoz ile ilgilidir. Ancak genel ve tutarli bir mekanizma mevcut degildir.
DUSP’lerin ekspresyonundaki anormalliklerin ve MAPK yollarimin bu fosfatazlar
tarafindan nasil diizenlendiginin anlasilmasi, kansere karsi daha etkili tedaviler
gelistirmek i¢in kritik 6neme sahip olabilir (21-23).

Bu ¢alismada ilk olarak kanser tedavisinde geleneksel olarak kullanilan DOX ve PTX

ilaglariin PEG-TiO; nanotasiyici sisteme yiiklenmesi amaclanmustir. ikinci olarak



ise, elde edilen PEG-TiO2-DOX ve PEG-TiO2-PTX ilaglarmin prostat kanseri hiicre
hattina (DU-145) uygulanmasi ve ardindan sitotoksisiteninin belirlenmesi ve son
olarak bu sitotoksik dozun DUSP gen ailesinin ekspresyon diizeylerine olan etkisinin

incelenmesi amag¢lanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Kanser

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak boliiniip ¢ogalmasiyla
beliren bir hastalik grubu i¢in kullanilan genel bir terimdir. Kanser, olagan sinirlarinin
Otesinde biiyliyen ve daha sonra viicudun bitisik veya diger organlara yayilabilen bir
hastaliktir.

Kanser, 2018'de tahmini 9.6 milyon 6liime neden olan Diinya ¢apinda dliimiin 6nde
gelen bir nedenidir. Kiiresel olarak, 6 Olimden yaklastk 1 tanesi kanserden
kaynaklanmaktadir. 2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) tahminlerine gore,
kanser, 172 iilkenin 91'inde 70 yasindan 6nce ilk veya ikinci 6liim nedenidir ve buna

ek olarak 22 iilkede tiglincii veya dordiincii sirada yer almaktadir (Sekil 1) (24).

Ranking of cancer
Premature mortality (0-69)

1st (48)

2nd (43) 3

3rd - 4th (22) *
5th - 10th (59)

- No data :] Not applicable
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on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map production: CSU Organization
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization

for which there may not yet be full agreement. © WHO 2016. All rights reserved

Sekil 1. Ulusal kanser siralamasinin 2015 yilinda 70 yas altinda 6liim nedeni olarak
sunulan kiiresel harita. (WHO)

Kanser insidans1 ve mortalitesi diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Bunun bir¢ok sebebi
vardir ancak popiilasyonun hem yaslanmast hem de niifus artis oranlarindaki
hizlanmalar baslica sebepler arasinda yer alir. Sosyoekonomik diizey kanserin

yayginligi ve dagilimindaki degisimin ana risk faktorleri arasindadir (25,26).



GLOBOCAN verilerine gore 2018’de tiim kanserlerin her iki cinsiyette, Diinya
capinda goriilen tahmini vaka sayist 1,276,106’tir. 2040°da ise bu tahmini vaka
sayisinin 2.293.818’a yiikselecegi 6ngoriilmektedir (Sekil 2).

Tahmini vaka sayisi 2018'den 2040'a kadar, tum kanserlerde, her iki cinsiyette, her yasta

[ ] L ]
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Sekil 2. Diinya’daki tiim kanserlerin her iki cinsiyette 2018 ve 2040’taki tahmini vaka
sayist. (GLOBOCAN 2018)

Diinya genelinde tahmin edilen vakalar ve 6liimler i¢in 10 kanser tiirii ele alindiginda
her iki cinsiyette de, akciger kanseri en sik tani alan (toplam vakalarin % 11.6' s1)
kanserdir. Akciger kanseri, kanserden o6liimlerin ilk (toplam kanser oliimlerinin %
18.4'1) sirasindadir. Bunu takiben insidans olarak meme kanseri (% 11.6), prostat
kanseri (7.1%) ve kolorektal kanser (9.2%); mortalite olarak kolorektal kanser (% 9,2),
mide kanseri (% 8,2) ve karaciger kanseri (% 8,2) goriilmektedir (Sekil 3) (2).

2018'de, her iki cinsiyette, biitiin yaslardaki yeni vakalarin sayisi 2018'de, her iki cinsiyette, biitiin yaslardaki dlimlerin sayis1

Akciger
2093 876 (11.6%) Akciger

1761007 (18.4%)

Meme Diger kanserler

2088 849 (11.6%) 3422 417 (35.8%)
Diger kanserler
7753 946 (42.9%) Kolorektal Kolorektal
1849 518 (10.2%) 880 792 (9.2%)
Prostat Prostat Mide
1276106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Serviks Mide Pankreas Karaciger
569 847 (3.2%) 1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781631 (8.2%)
Ozafagus Karaciger Ozafagus Meme
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)
Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Sekil 3. Diinya genelinde her iki cinsiyette 2018'de en sik goriilen 10 kanserin olgulari
ve dliimlerinin dagilimi (GLOBOCAN 2018)



Cinsiyete gore kanser insidansi karsilagtirildiginda erkeklerde oran daha yiiksek oldu
goriilmektedir. Sirasiyla prostat, akciger ve kolorektal kanserler, erkeklerde tiim
vakalarin % 42' sini olustururken, sadece prostat kanseri, 5 yeni tan1 i¢in neredeyse 1'i
olusturmaktadir. Kadinlar i¢in, en sik tani alan 3 kanser sirasiyla meme, akciger ve
kolorektal kanserdir; bunlar kolektif olarak tiim vakalarin yarisini temsil eder; sadece
meme kanserinin, kadinlarda tiim yeni kanser teshislerinin % 30' unu olusturmasi
beklenmektedir. Erkeklerde en sik goriilen kanser 6liim nedenleri, akciger kanseri,
kolorektal ve prostat, kadinlarda ise akciger, meme ve kolorektal kanserdir. Bu 4
kanser, tiim kanser 6liimlerinin % 46's1n1 olustururken, akciger kanseri dortte birinden

fazlasini (% 26) olusturmaktadir (Sekil 4) (27).

Tahmin edilen yeni kanser vakalan

Erkek Kadm
Prostat 161,360 19% Meme 252,710 30%
AKkciger 116990 14% AKkciger 105,510 12%
Kolorektal 71420 9% 2 Kolorektal 64,010 8%
Mesane 0490 7% Korpus uteri 61,380 7%
Melanoma 52170 6% \ Tiroid 42,470 5%
Bobrek 40610 5% Melanoma 34,940 4%
Hodgkin dis: lenfoma 40080 5% Hodgkin dis1 lenfoma 32,160 4%
Losemi 3629 4% Losemi 25,840 3%
Farinks 35720 4% Pankreas 25,700 3%
Karaciger 29200 3% Bébrek 23,380 3%
Total 836,150  100% . Total 852,630  100%
Tahmin edilen kanser dliimleri
Erkek Kadm
AKkciger 8459 2% ’ Akciger 71,280 25%
Kolorektal 27,150 9% Meme 40,610 14%
Prostat 26,730 8% . Kolorektal 23,110 8%
Pankreas 22300 % Pankreas 20,790 7%
Karaciger 19,610 6% Over 14,080 5%
"Li'isemi 14,300 4% Korpus uteri 10,920 4%
Ozofagus 12720 4% Lésemi 10,200 4%
Mesane 12,240 4% Karaciger 9,310 3%
Hodgkin dis1 lenfoma 11450 4% { Hodgkin dis1 lenfoma 8,690 3%
Beyin 9,620 3% Beyin 7,080 3%
Total 318420  100% ‘. Total 282500  100%

Sekil 4. Cinsiyete gore tahmini yeni kanser olgular1 ve dliimleri i¢in on 6ncii kanser
(27)

Tiirkiye genelinde tahmin edilen vakalar igin kanser tiirleri ele alindiginda her iki
cinsiyette de, akciger kanseri toplam 210537 vakanin % 16.5’1 olarak en sik tani alan
kanserdir. Akciger kanserini takiben kanser tiirlerinin goriilme siklig1 sirasiyla meme
kanseri (% 10.6), kolorektal kanser (% 9.5), prostat kanseri (% 8.2), tiroid kanseri (%

6.2), mide kanseri (% 5.7) ve mesane kanseridir (% 5.3). Ulkemizde kanserden ileri



gelen oliimlerin toplam sayist 116710 olarak tahmin edilmektedir. ~ Bu kanser
oliimlerinin % 28.9’u ile her iki cinsiyette de kanserin 6nde gelen 6liim nedeni akciger
kanseridir ve ardindan sirasiyla kolorektal kanser (% 8.6), mide kanseri (% 8.6),
pankreas kanseri (% 5.5), meme kanseri (% 4.7) ve prostat kanseri (% 4.4) yer alir
(Sekil 5).

2018'de, Tiirkiye'de, biitiin kanserlerde, her iki cinsiyetfe, biitiin yaglarda tahmini yeni vaka sayist  2018'de, Tiirkiye'de, biitiin kanserlerde, her iki cinsiyette, biitiin yaslarda tahmini 6liim say1s1

Akciger
34703 (16.5%)

Akciger

" 59 503 (28.9%)
Diger kanserler

40 871 (35%)

Diger kanserler
79 924 (30%)

Meme

22345 (10.6%)

Kolorektal
20031 (8.6%)

BNS Kolorektal

Mide
10006 (8.6%)

Prostat

5 165 (4.4%)
17332 (8.2%)

Tiroid
11934 (5.79%) 13 033 (6.29%) Meme
5452 (4.7%) ©416 (5.5%)

"~ Pankreas

Total : 210 537
Total : 116 710

Sekil 5. Tirkiye’de 2018’de her iki cinsiyette biitiin yas gruplarinda tahmin edilen
kanser vakalarinin insidansi (a) ve mortalitesi (b) (GLOBOCAN 2018)

Yurt genelinde cinsiyete gore belirli kanser tiirlerinin erkeklerde goriilme siklig
strastyla akciger kanseri (% 24.7), prostat kanseri (% 14.6), kolorektal kanser (% 9.7),
mesane kanseri (% 8.1) ve mide kanseri (% 6.2), 6liim oranlar1 ise sirastyla akciger
kanseri (% 38.3), mide kanseri (% 8.6), kolorektal kanser (%7.5), prostat kanseri (%
6.9), mesane kanseri (% 4.7) olarak tahmin edilmektedir (Sekil 6).

Yas ile standartlastirilmg 2018'deki tahmini insidans ve mortalite oranlari (Diinya), erkekler, biitiin yas gruplar
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Sekil 6. Tiirkiye’de 2018’de biitiin yas gruplarindaki erkeklerde tahmin edilen belirli

tirlerdeki kanser vakalarinin goriilme sikligi ve 6liim oranlar1 (WHO)



Tiirkiye’de goriilmekte olan kanser sikligt Avrupa Birligi tilkeleri ve Amerika gibi
gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere gore daha diisiiktiir. Kanser gesitlerinde
farkliliklar olsa da iilke genelinde kanserin dagilimda ya da teshis edilen kanser
olgulariin sayilarinda bélgesel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir. Tiirkiye’de

2030’da 22 milyon yeni vakanin olacagi tahmin edilmektedir (2,28,29).
2.1.1.Prostat kanseri

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicrelerin anormal bi¢imde bdliinmesiyle
karakterize olan bir kanser tiiriidiir (3). Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde en
stk goriilen ikinci kanserdir. 2018 yilinda 1.276.106 yeni prostat kanseri vakasi
kaydedilmigtir ve bu vakalarin 358.989’u dliimle (erkeklerde kansere bagli tim
olimlerin % 3.8' i) sonuglanmustir (2, 30).

Prostat kanseri insidans ve mortalite oranlar1 diinya ¢apinda oldukca degiskendir.
Prostat kanserinin yas ile standardize edilmis orani en yiiksek Okyanusya ve Kuzey
Amerika'da, ardindan Avrupa’da gozlenmistir. Buna karsilik, Afrika ve Asya,
gelismis iilkelerdekinden daha diisiik insidans oranlarina sahiptir. 2018'de en yiiksek
6liim oranlari ise sirastyla Orta Amerika, Avustralya, Yeni Zelanda ve Bat1 Avrupa'da
kaydedilmistir. En diisiik 6liim oran1 ise Asya ve Kuzey Afrika'da bildirilmistir.
Diinyada prostat kanserinin insidansi ve mortalitesi, artan yasla iliskilidir. Insidans
orani, 65 yas iistii erkeklerde yaklasik % 60'tir ve 6liimlerin neredeyse % 55'1 65
yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Afrika kdkenli Amerikalilar i¢in insidans oranlari
beyaz erkeklere oranla daha yiiksektir, her 100.000 erkekten 158.3’line yeni vaka
teshisi konmustur ve 6liim oranlari beyaz erkeklerden iki kat daha fazladir (31,32).
Bu farkliliklar ¢evresel faktorlerin prostat kanseri etiyolojisinde de 6nemli bir rol
oynadigmi ve goriilme sikligindaki degisikliklerin yetersiz tani, tarama
yontemlerindeki farkliliklar ve saglik hizmetlerine erisimdeki esitsizliklerden
kaynaklanabilecegini gostermektedir (33).

2018'den 2040'a kadar prostat kanserinden ileri gelen 6liimlerin Diinya ¢apinda ikiye
katlanacagi tahmin edilmektedir. En yiiksek Oliim oranimin Afrika'da, ardindan
Asya’da oldugu tahmin edilirken, en diisiik oran Avrupa'da kaydedilecektir.

Tiirkiye genelinde 2018 yilinda, 210.537 yeni prostat kanseri vakasi kaydedilmistir.
2040 yilinda ise bu sayimin tahmini 368.674 kisi olarak artmasi beklenmektedir.



Tiirkiye’deki prostat kanseri kaynakli tahmini oliim sayis1 ise 5.165 olarak
belirlenmistir. Bu 6liim sayinin 2040°da 11.796 kisi olacagi 6ngoriilmektedir (30).

Prostat kanseri insidansi yiiksek olmasina ragmen, ¢ogu prostat kanseri vakasi, kanser
prostat ic¢inde ilerledigi zaman tespit edilir. ABD'de prostat kanseri teshisi konan
erkekler i¢in 5 yillik sagkalim oran1 % 98 civarindadir. Hayatta kalma oranlari Dogu
ilkelerinde % 76, Giiney ve Orta Avrupa iilkelerinde ise %88 olarak degisiklik
gosterir. Ayrica, Dogu Avrupa iilkelerinde en blyiik iyilesme gozlenerek, tiim

Avrupa'da hayatta kalma oranlar1 artmistir (30,31,34).

2.1.1.1.Prostat anatomisi ve fonksiyonu

Prostat (Eski Yunanlilara gore: “koruyucu”) yalnizca erkeklerde bulunan bir dissal
salg1 bezidir. Erkek {ireme sisteminin bir pargasidir ve viicudun iginde bulunur (35,36).
Prostat, pelvisin derininde yer alan, sekli ters ¢cevrilmis bir koni ya da cevize benzeyen
kapsiille ¢evrili fibromiiskiiler ve glandiiler bir organdir. Geng erigkinlerde hacmi
yaklasik 20 ml olan prostatin yiiksekligi 3 cm, genisligi 4 cm, kalinlig ise yaklasik 2.5
cm’dir. Prostat, mesaneye superiordan, eksternal iiriner sfinkter ve membrandz
iretraya ise inferiordan baglidir. Mesaneyle komsu olan bezin superior kismi, prostatin
bazal kismidir. Prostatin posterior, anterior ve iki adet inferolateral olmak {izere 4 yiizii
vardir.Inferolateral yiizler konveks bicimlidir ve levator ani kaslarinin medial kenarlart
ve endopelvik fasya ile iligkilidir. Posterior yiiz rektumla komsudur ve rektumdan
Denonvilliers’ fasyasiyla ayrilir. Denonvillier’s fasyasi anterior rektal duvarla
prostatin ve seminal vezikiillerin posterior yiizii arasinda yer alir (37). Bu fasya prostat
kanserinin posterior yayilimini engelleyen bir bariyer gibidir (38).

Prostatin glandiiler elemanlar: tice ayrilir. Bunlar; santral bolge, periferik bolge ve
transizyonel bolgedir. Glandiiler olmayan yapilar ise anterior fibromiiskiiler stroma ve
preprostatik sfinkter olarak ikiye ayrilir. Prostat dokusunun %30’unu olusturan,
anterior fibromiskiiler stroma prostatin 6n yiiziinii tamamen kaplar. Retrograd
ejekiilasyonu saglayan preprostatik sfinkter ise liretrayr saran diiz kas yapisinda

sfinkterdir (Sekil 7).



a Prostate zones

cz Central zone
fz Fibromuscular zone

tz Transitional zone

pz Peripheral zone

pgr Periurethral gland region

b Glandular lumen

Neuroendocrine cell Basement Stroma
membrane

Sekil 7. Prostat bezinin genel ve mikroskobik anatomisi. a. Prostatin genel anatomik

yapist. b. Prostatin mikroskobik yapis1 (39)

Prostatin elle muayene edilebilen tek boliimii periferik bolgedir ve apeksten tabana
dogru posterolateral olarak uzanir. Santral bolge koni seklindedir ve taban kismi
mesane boynunda, apeksi ise prostatik utrikul seviyesindedir. Prostatin yaklagik
%70’ini periferik bolge, %25’ini santral bolge, %5-10’unu ise tranzisyonel bolge
olusturur. Yasla birlikte artan bez hacmi, benign prostat hiperplazisinden kaynaklanan
tranzisyonel ve periiiretral bezin hacminin artmasindan kaynaklanir. Prostat
adenokarsinomu % 70 oranla en sik periferik bolgede olusmakla birlikte, % 20
oraninda tranzisyonel bdlgede ve % 1-5 oraninda ise santral bolgede olusabilmektedir.
Prostatin zonal anatomisinin bilinmesi prostatta gelisen hastaliklarin patogenezi
hakkinda bilgi sahibi olmay1 saglar (37, 40, 41).

Prostat, erkek fertilitesinde rol alan lireme bezidir. Erkeklerde lireme, prostat epiteli
tarafindan salgilanan prostatik sivinin igerigine dayanir. Prostatik sivinin %30’u
semenden olusan siit beyazi siviy1 igerir. Prostatik sivi, ejakiilasyon iglemini kontrol
eden ve sperm olgunlagsmasini aktive eden proteinleri diizenleyen bir dizi faktor igerir;
bu faktorler semen sivilagtirmasi, pihtilagma dongiisii ve sperm hareketliligi i¢in

gereklidir (41, 42).
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Prostatik sividaki bu fonksiyonlar1 saglayan faktorler sunlardir: Serin proteazin
spesifik bir alt ailesi olan, Kallikrein iligkili peptidaz 3 (KLK3) tarafindan kodlanan
prostat spesifik antijeni (PSA) dahil olmak {izere Kallikrein iligkili peptidazlar
(KLK’ler); krebs dongiisiiniin ara metabolitinden biri olan sitrat; ve prostatik epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda aktif olarak depolanan bir eser element olan ¢inko (Zn?*).
Bu ana faktorler, mekanik ve islevsel olarak, prostat epitel hiicrelerinin metabolik
Ozellikleri ile baglantilidir. Prostatik epitel hiicreleri Krebs dongiisiinden ziyade
glikolizle (cogalan kanser hiicrelerinin bir isareti) enerji iireten tek saglikli insan
hiicreleridir. Normal insan prostati, insan viicudundaki herhangi bir yumusak dokuya
gore yiiksek seviyede Zn?* biriktirir. Bu benzersiz 6zellik, prostatik epitel hiicrelerinin
Zn?*’yi androjene bagiml olarak hiicresel alim1 ve spesifik ¢inko tasiyicilarm aracilik
ettigi serbest birakma dongiisii temeline dayanmaktadir. Cinkonun prostat hiicrelerine
aktif transport ile alimindan sorumlu protein ¢inko tastyict proteinl-4 (ZIP1-4),
sitoplazmadan hiicre digina saliniminda ise ¢inko tasiyicil-10 (ZnT1-10) proteinleri
gorev alir (43-46).

Saglikl1 prostat epiteli bazolateral zarinda eksprese edilen ZIP1 proteini kandan Zn?*
aliminda ana tastyicidir. ZIP1 gen ekspresyonu, normal prostat veya iyi huylu prostat
hiperplazisi (BPH) dokusu ile karsilagtirildiginda prostat kanseri dokusunda belirgin
sekilde azalir veya yok olur (47,48).

Zn?* iyonunun ve sitratin intraprostatik birikimi, krebs dongiisiiniin inhibisyonu ve
prostatik sivi salimimi, androjen reseptorii (AR) yoluyla erkek seks steroidleri
tarafindan diizenlenir. AR, hem hiicre i¢inde lokalize reseptdrler hem de ligandla
aktive edilmis transkripsiyon faktorleri olarak gorev yapan, ¢ift fonksiyonlu bir
reseptor alt ailesi olan 48 insan ¢ekirdek reseptoriinden biridir (49).

Prostat iginde testosteron, 5o - rediiktaz enzimi tarafindan daha giicli (AR'ye
baglanma afinitesi) bir androjen olan, 5o - dihidrotestosterona (DHT) donistiirtiliir.
Prostat homeostazinda yer alan kilit genler prostat epiteli icinde DHT tarafindan
diizenlenir. AR, saglikli epitelyal homeostazi siirdiirmek ve prostat kanseri vakalarinda
malign progresyonu en aza indirmek i¢in gereklidir (50-52).

Yaslanma ile birlikte, dolasimdaki testosteron seviyeleri ve intraprostatik DHT
seviyeleri asamali olarak azalarak bezin diizgiin ¢alismasini engeller ve Zn?*, sitrat ve

KLK salgilayan proteinlerin prostatik sivi i¢cindeki saglikli doku seviyelerini koruma
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kabiliyetini azaltir. Sonug¢ olarak, DHT'nin prostatik dokuda yasa bagli azalmasi
asamali olarak erkek fertilitesini bozar. Ayn1 zamanda, Zn?* ve sitrat birikiminin yasa
bagli olarak bozulmasi, Krebs dongiisiinii inhibe etme kabiliyetini zayiflatarak,
mitokondrideki terminal oksidasyonla ATP iiretimine yol agip prostatik epitel
hiicresinin kansere egilimli durumunu destekleyen, prostat kanserini kolaylastiran bir
metabolik degisime neden olur (50).

Insan iiremesi ve erkek fertilitesi icin gerekli olan KLK'ler androjenler tarafindan
diizenlenir. KLK2 ve PSA en ¢ok ¢alisilanlar arasinda yer alan proteindir ve sirasiyla
KLK2 ve KLKS3 genleri tarafindan kodlanmistir. KLK2 ve PSA, tim KLK'lerin
arasinda organa spesifik olarak yiiksek ekspresyon profiline sahiptir, yani bol miktarda
prostat epitelinde eksprese edilir. Gen ekpresyonu seviyeleri ise, ¢ekirdeksel AR'nin
islevsel durumunu, aktivitesini ve androjenlere verdigi cevabi yansitir. Doku
Ozgulligli ve androjene bagl essiz kombinasyonu sayesinde KLK2 ve PSA'nin
ekspresyon profili, prostat epitelinin saglikli ve patolojik kosullarda aktivitesini
izlemek icin basit ve biyolojik bir son nokta saglar (53).

Prostat bezi, erkek fertilitesi igin gerekli kosullar1 saglar. Ancak potansiyel olarak
fertilite bozukluguna sebep olan bir dizi yaygin iyi huylu veya kotii huylu hastaligin
(6rnegin, prostatit, BPH ve prostat kanseri) dogrudan bir hedefidir (54).

2.1.1.2.Prostat kanseri risk faktorleri

Prostat kanserinin en yaygin risk faktorleri ileri yas, etnik koken, genetik faktorler ve
aile oykiisiidiir (55-57). Prostat kanseri ile pozitif olarak iligkili diger faktorler arasinda
diyet (doymus hayvansal yag ve kirmiz1 et tiiketimi, beslenmede meyve ve sebze
azlhigi, vitamin vyetersizligi, kahve alimi), obezite ve fiziksel hareketsizlik,
iltihaplanma, hiperglisemi, enfeksiyonlar, iyonlastirici radyasyon ve cevresel
Kimyasallara maruz kalma sayilabilir (55-62).

Prostat kanserine yakalanma riski 50 yasindan sonra hizla yiikselir ve 65 yasindan
biiyiik erkeklerde 10 vakadan 6’sinda gortilebilir (63).

Etnik koken prostat kanserinde bir risk faktoriidiir. Afrikali ve Amerikali erkeklerin
beyaz erkeklere gore prostat kanserinden 6lme olasiliginin iki kat daha fazla oldugu
ve genellikle daha 6liimciil oldugu bir risk faktoriidiir (64).

Ailede prostat kanseri 0ykiisii, prostat kanseri insidanst i¢in 1yi belirlenmis bir risk

faktoriidiir (65). Babas1 prostat kanserine yakalanmis erkekler, iki kat daha fazla
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prostat kanseri riskine sahiptir ve prostat kanseri olan erkek kardese sahip olanlarda ii¢
kattan daha biiylik bir risk vardir (66). Ayrica, ikiz kardeslerde prostat kanseri
yikiimliiliigindeki degiskenligin neredeyse %060'mmin, genetik faktorlere bagh
olabilecegini ve prostat kanserini en fazla kalitimsal malignitelerden biri haline
getirdigini gostermektedir (67,68).

Yiiksek kalorili doymus hayvansal yag alimi, dolasimdaki androjen seviyelerini
artirarak prostat kanseri hiicrelerinin bliylimesini arttirir, ayni zamanda oksidatif stres
ve peroksidasyon ile DNA hasarina neden olan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyesinde artiga sebep olur (69,70,71). Obezite, ilerlemis ve agresif prostat kanseri
ile iligkilidir (72,73). Obezite, cogu zaman erkeklerde prostat geligsimi ile ilgili oldugu
bilinen dolasimdaki steroid hormon diizeylerini degistirerek prostat kanseri gelisimine
yol agar (74).

Sigara dumanina aktif ve pasif maruz kalmanin birgok insan i¢in kanserojen oldugu
bilinmektedir (75). Sigara igen erkekler genellikle prostat kanseri riskini artirabilen
veya kanserin ilerlemesine katkida bulunabilecek dolasimdaki yiiksek seks hormonu
seviyelerine sahiptir (76,77). Sigara dumaninin kanserojen kimyasallarindan biri olan
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin metabolizmasinda yer alan genlerdeki
fonksiyonel polimorfizmler kanserin baglamasini ve ilerlemesini etkileyebilir (75,78).
Prostat kanseri patogenezinde ve ilerlemesinde androjenler i¢in “androjen hipotezi”
olarak da bilinen bir rolii destekleyen hem tarihsel hem de modern veriler vardir (79).
Prostat kanseri hiicre hatlarindan elde edilen birkag in vitro veri, hiicrelerin androjen
uyarimina yanit verdiklerini ve androjenlerin yoksunlugunda ise apoptoza maruz
kaldiklarin1 géstermektedir (80,81). Benzer sekilde, in vivo ¢alismalar, androjenlerin
hayvan modellerinde tiimorigenezi destekledigini ve androjen yoksunlugu {izerine
timor regresyonunun gorildiiginii gostermistir (82,83). Preklinik ¢aligmalar prostat
kanseri patogenezinde androjenlerin roliinii desteklese de, Klinik veriler hala
tartismalidir (84).

Hiperglisemi, meme, pankreas ve kolorektal gibi kanserler ile pozitif olarak iligkilidir,
fakat prostat karsinogeneziyle baglantis1 ¢eligkilidir.

Epidemiyolojik ve biyolojik ¢alismalar, inflamasyonun yiiksek dereceli veya agresif
prostat tiimorlerine ve nihayetinde metastatik yayilima neden oldugunu belirtmektedir

(39,85). Son zamanlarda, prostat kanseri hastalarinda prostatik inflamasyona bagl
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timor ilerlemesini 6ngdrmek i¢in bir biyobelirteg olarak bir inflamatuar efektor olan
pentraxin 3 tanimlanmistir (86). Prostat kanserinin iyi bilinen bir 6nciilii olan kronik
inflamasyon, prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) gelistirebilen proliferatif
inflamatuar atrofiye (P1A) neden olur (39,87).

Prostatit, genellikle asemptomatik oldugu igin teshisi zor olan prostat bezinin
iltihabidir (88). Prostatit gelisimi, enfeksiyonlar, kimyasal ve fiziksel travma ve diyet
dahil olmak tizere bircok faktoriin  birlesimiyle indiiklenir (89). E.
coli ve Propionibacterium acnes gibi cinsel yolla bulasmayan patojenler akut ve
kronik prostatite neden olabilir (90,91). Ayrica, Chlamydia trachomatis ve Neisseria
bel soguklugu gibi cinsel yolla bulasan bir¢ok organizmalar, potansiyel olarak prostat
kanseri gelisme riskini artiran kronik enfeksiyona neden olabilir (92,93).

Bazi epidemiyolojik caligmalar cinsel davranis ve cinsel yolla bulagan hastaliklarla
iligkili diger faktorlerin prostat kanseri ile baglantili olabilecegini gostermistir (94).
Bel soguklugu ve diger bakteriyel enfeksiyonlar i¢in, prostat iltihab1 ve prostat atrofisi,
prostat kanserine yol agan siireglerdir (95). Afrikali-Amerikali ve beyaz erkekler
arasinda yapilan genis populasyon temelli bir vaka kontrol ¢calismasinda bel soguklugu
veya sifiliz Oykiisii olan erkekler arasinda prostat kanseri riskinin yiiksek oldugunu
bildirilmistir (93). insan prostat kanserinde ve iyi huylu prostat dokusunda ortaya ¢ikan
insan papiloma viriisiiniin (HPV), insan prostat hiicrelerini in vitro olarak etkiledigi
gosterilmistir (96).

Kadinlarda yaygin bir vajinit nedeni olan Trichomonas vaginalis enfeksiyonu ile
prostat kanseri arasindaki iliskinin varligi yapilan calsmalarla goézlenmistir.
Trichomonas vaginalis asemptomatik {iretrit ve prostatite yol acarak erkekleri de
enfekte edebilir (95).

X 1511, bilgisayarl tomografi (BT) ve niikleer goriintiilemeden iiretilen, viicudun i¢
organlarimi  ortaya c¢ikarmak i¢cin  dokuya niifuz eden  iyonlastirici
radyasyondur. Bununla birlikte, iyonlastirici radyasyon DNA'ya zarar verebilir ve
hiicreler hasarin cogunu tamir etse de, hasar kalici olabilir ve sonugta kanser gelisimine
katkida bulunabilecek DNA mutasyonlarina yol agabilir. Tanisal X-151n1
prosediirlerinden diisiik dozlu iyonlagsma radyasyonu ile prostat kanseri riski

arasindaki baglantiy1 arastiran ilk caligmaya gore , kalca / pelvikte X-1s1na maruz
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kalmanin, aile dykiisii gibi bilinen diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak prostat

kanseri riskini 6nemli 6l¢iide arttirmigtir (97).

2.1.1.3.Prostat kanseri belirtileri

Prostat kanseri genellikle yavas ilerler ve semptomlar yillarca ortaya ¢ikmayabilir.
Prostat kanserinin erken evrelerinde, genellikle belirti yoktur. Bununla birlikte,
prostatin {iretray1 ¢evreleyen konumu nedeniyle, en sik idrara ¢ikma sorunu yasanir.
Prostat kanserinin, yavas veya zayif idrar akimindan dolayi idrar yapma problemleri
veya Ozellikle geceleri daha sik idrara ¢ikma ihtiyaci; idrarda veya menide kan;
ereksiyon problemi (erektil disfonksiyon); kalga, sirt (omurga), gogiis (kaburga) veya
diger alanlarda agri; bacaklarda veya ayaklarda zayiflik veya uyusukluk veya hatta
omurilige basi yapan ilerlemis kanser nedeniyle mesane veya bagirsak kontrolii kaybi
gibi belirtileri vardir. Uriner semptomlarm gogu, prostatin genislemesi ile birlikte, iyi
huylu prostat hiperplazisi gibi diger prostat hastaliklarinda da goriiliir. Bu yilizden
erkeklerde prostat kanserini kontrol etmek i¢in daha fazla teste ihtiyag¢ vardir (98,99).

2.1.1.4.Prostat kanserinde tam

Prostat kanseri tanilamasi geleneksel olarak dijital rektal muayene (DRE), PSA testi
ve ardindan transrektal ultrason (TRUS) rehberliginde biyopsi yapilir. Bununla
birlikte, prostat kanseri i¢in genis PSA testlerinin regete edilmesi ve tarama
programlarinin gelistirilmesi goz Oniine alindiginda, normal DRE ve yiiksek PSA'l1
semptomsuz hastalarda prostat kanserinin % 60'indan fazlasi teshis edilir.

Prostat kanseri kiigiik, yavas ilerleyen, diisiik dereceli timorlerden; biiyiik, agresif,
hayat1 tehdit edici tiimorlere kadar degisen, heterojen bir hastalik oldugundan, prostat
kanserinin baslangic degerlendirmesinde {iirologlarin birincil hedefi, hastaligin
varligint belirledikten sonra lokal veya uzak kanser yayilimimi ve evreleme ile
saldirganligr degerlendirmektir. Bu evreleme prognozu tahmin etmek, tedaviyi
yonlendirmek ve hastalarin takibini organize etmek i¢in 6nemlidir (100).
TRUS-glidiimlii  sistematik biyopsi, prostat kanserinde prostatin dijital olarak
yonlendirilmis biyopsi drneklemesinden daha {istliin oldugunu gosteren standart bir
tani testi olmustur (101).

Bununla birlikte, tiimoriin konumuna gore ignenin yerlestirilmesi rastgele oldugu i¢in,

TRUS biyopsisinde 15%-46% oraninda, radikal prostatektomideki nihai Gleason
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skoruyla karsilastirildiginda ise 15%-46% oraninda timorii tespit etme basarisizligi
vardir. Rastgele TRUS biyopsisi diisiik dereceli ve yavas ilerleyen kanseri
tanilayabilir, ayn1 zamanda erken tedaviye biiyiik 6l¢tide katki saglayabilir. Bu nedenle
biyopsi gerektiren hastalarin se¢imi ve “potansiyel agresif” lezyonlarin tespiti ve

ortadan kaldirilmasi igin tekniklerin degerlendirilmesi gerekir (102).

e DRE

DRE, prostat biytlkligini, hareketliligini  ve seklindeki diizensizligini
degerlendirmeye yarayan ucuz bir testtir (103).

DRE uygulamasi, parmak ucunun birkag¢ saniye i¢in aniis girisine yerlestirilerek anal
sfinkter refleks kasilmasina kars1 bas1 uygulanmasini, sfinkterin gevsemesini takiben,
parmagin hafifce donme hareketi ile rektuma yavasca itilmesi ve rektumdan prostatin
incelenmesini igerir (104,105).

Parmak ucu, prostatin iki lobunun arasina boylamasiyla oluk (ortanca sulkus) igine
yerlestiriliek mediolateral ve anteroposterior olarak hafifce hareket ettirilir ve prostatin
tutarlihigi, simetrisi, nodiilerligi, ve hareketliligi incelenir (106).

Ancak, prostatin boyut ve seklinin sadece rektal muayene ile degerlendirilmesi, prostat
kanseri teshisi i¢in tek basina yeterli degildir. Buna bagli olarak transrektal
ultrasonografi (TRUS) ile dlgiilen prostat hacmi ve DRE ile tahmin edilen hacim
arasinda diistik korelasyon vardir (107).

Ek olarak, karsinomlar sert diizensiz nodiiller olsa da, DRE ile elde edilen sonuglar
benign prostat hipertrofisi (BPH) veya tas olusumunda da benzer olabilir. Bu, muayene
eden kisinin herhangi bir sertlik ve degisiklik hissettiginde daha fazla test yapmasi
gerektigi ve meydana gelecek olan herhangi bir degisiklik veya ilerlemeyi tespit etmek
icin testi diizenli olarak tekrarlamasi gerektigi anlamina gelir (103,108)

DRE ayn1 zamanda teknik beceri gerektirir. Muayene eden kisilerden, prostatin tiim
arka yiizeyini palpe edemeyenler de vardir (109).

Yaslanan bir popiilasyon ve artan prostat kanseri vakalariyla, saglik uzmanlarmin
DRE'yi fiziksel muayenenin rutin bir pargasi haline getirmesi gerekmektedir. DRE,
hem prostat kanseri bulma hem de klinik olarak 6nemli hastaliklar1 tespit etme sansini
arttirir. Bununla birlikte, prostat kanseri taramasi yapilacaksa, kanser tespit oranini

arttirmak i¢in DRE ile birlikte PSA testi kullanilmasi tavsiye edilir (110).
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e PSA

PSA, prostatta iiretilen glikoproteindir; insan kallikrein ailesinin bir parcasidir ve hem
semen hem de plazmada bulunur. Semendeki PSA konsantrasyonlar1 serumda 6lgiilen
seviyelerin yaklasik bir milyon katidir. PSA, prostat kanserine 6zgii olmasa da prostata
spesifiktir. Prostat kanserinin testi ve izlenmesi i¢in kullanilir (111).

PSA seviyeleri, sistoskopi, akut idrar retansiyonu, prostat travmasi (Orn., igne
biyopsisi veya prostatektomi) sonrasinda, idrar yolu veya prostatik enfeksiyonla
birlikte yiikselebilmektedir. DRE, PSA seviyesini yiikseltmez. BPH de bir miktar PSA
yiikselmesine sebep olur. Bu nedenle PSA taramasi, BPH'yi erken prostat kanserinden
ayirmak agisindan klinik bir problemdir (112). PSA degerlerinin yorumlanmasinda her
zaman yas, idrar yolu enfeksiyonu, prostat hastaligi, son tani prosediirleri ve prostata
yonelik tedavilerin mevcudiyeti dikkate alinmalidir (113).

PSA testinin ger¢ek duyarlilign ve ozgiilligii belirsizdir. Bu testin klinik olarak
hassasiyeti %50-%75, 6zgiilligii ise yaklagik %90°dir. BPH diisiindiiren semptomlart
olan erkekler arasinda ozgiilliik azalir. PSA diizeyi 4.0 ng / mL'den daha yiiksek
oldugunda prediktif degeri yaklasik %30'dur ve yas faktoriinde duyarsizdir. Ciinki
artan prevalans, yasla birlikte 6zgiilliiglin azalmasina neden olmaktadir. PSA'nin
duyarliliginin goreceli olarak diisiik olmasi, diisiik PSA seviyelerinde hastadan biyopsi
alinmas1 onerilir. PSA’nin ne kadar siire ile taranacagi tam olarak belli degildir, ancak
1 ila 2 yil araliklarla tekrarlanmasi &nerilmektedir. ilk PSA seviyesi <2,0 ng / mL
oldugunda daha uzun aralikla, yiiksek PSA seviyelerinde ise daha kisa aralikla takip
oOnerilir (112,114).

Normal PSA seviyeleri 1yi tanimlanmamistir Ancak genel olarak, bir erkegin PSA
seviyesi ne kadar yliksek olursa, prostat kanseri olmasi o kadar olasidir. Ayrica, bir
erkegin PSA seviyesindeki zaman igindeki siirekli yiikselis de prostat kanseri belirtisi
olabilir (115).

Prostat kanseri olan hastalarin %20 ve daha fazlasinda PSA seviyesi normal
bulunurken, 4 ng / ml ile 10 ng / ml arasinda PSA seviyesine sahip olan erkeklerin

sadece % 20'sinde prostat kanseri bulunur (116).

e PSA tiirevleri
Prostat kanserinin erken teshisinde mevcut olan test total PSA serum diizeyidir . Total

PSA kullanilmasindan bu yana, PSA 6l¢iimiiniin performansini iyilestirmek icin ¢esitli

17



PSA tiirevleri gelistirilmis ve Onerilmistir. Boylece PSA’nin 6zgiilliigii arttirllmakla
beraber gereksiz biyopsiler de azaltilmistir. Bu PSA tiirevleri sunlardir:

Serbest PSA (fPSA) ve kompleks PSA (cPSA): PSA kanda serbest (fPSA) veya bir
protein molekiiliine (cPSA:Kompleks PSA) bagh sekildedir Toplam PSA (tPSA),
serbest ve bagli formlarin toplamidir. Standart PSA testi olarak dlgiilen tPSA’dir. Aksi
belirtilmedikce, PSA, tPSA anlamma gelir. Iyi huylu prostat kosullarnda fPSA,
kanserde ise CPSA daha fazla tiretilir. Toplam PSA orani (fPSA / tPSA), PSA testine
yardimer olan kullanigh bir olgiidiir. Bir biyopsinin gerekip gerekmedigine karar
vermek i¢in PSA seviyelerinin 4 ile 10 ng / mL arasindayken fPSA ve cPSA 6lgiimleri
kullanilir (112,117).

PSA hiz1: 50 yasindan 6nce erken teshis programlarina baglayan geng erkeklerde PSA
hiz1 belirlenir. PSA hizi, zaman i¢inde PSA seviyelerindeki degisim oranidir. PSA
seviyesi 4 ng/mL’den az olan erkekler i¢in, veriler PSA hizinin 0.35 ng/mL ve daha
yiiksek oldugunu, kanser siiphesi ile biyopsi onerildigini gostermektedir. PSA seviyesi
4-10 ng/mL olan erkekler i¢in, PSA’nmn 0.75 ng/mL ve daha yiiksek degerdeki hiz1
kanser i¢in sliphelidir. PSA seviyesi 10 ng/mLden yiiksek olan erkeklerde ise PSA hizi
mevcut degildir. PSA hizinin kullanimi1 i¢in mevcut oneriler, PSA seviyelerinin 18
aydan daha kisa olmayan bir siirede toplanmasini ve hesaplamanin gerceklestirilmesi
icin ¢oklu degerlerin (yani en az {i¢) kullanilmasin1 igerir. PSA hizi, normal prostat
kanserinde erken teshis i¢in 6nemlidir ve “normal” serum PSA seviyelerine sahip
milyonlarca erkegin takibi i¢in faydali bir seri testi saglar.

PSA yogunlugu: PSA yogunlugu, prostat hacminin TRUS (Transrektal
ultrasonografi) ile Olgiilmesini ve santimetrekiip prostat hacmine diisen, mililitre
basina nanogram cinsinden PSA degerini ifade eder. Hem PSA'nin hem de prostat
hacminin 6l¢iim hassasiyetindeki eksiklik, PSA yogunlugunun yaygin olarak klinik
kullanimin1 engellemistir (117,118).

e Prostat kanseri geni 3 (PCA3)

PCA3, prostata spesifik, kodlayici olmayan bir mRNA biyobelirtecidir. Rektal
muayene sirasinda prostata yapilan masaj sonrasinda alinan idrar Orneginde
saptanabilmesi avantaji ile ilk biyopsi sonuglar1 negatif olan erkeklerde ikinci biyopsi
karar1 verilmeden 6nce PCA3 degerlendirilebilmektedir. PCA3 testi i¢in, rektal

muayene sirasinda 20-30 ml kadar idrarin toplanmasi yeterlidir. PCA3 geni normal
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prostat dokusunda diisiik diizeyde eksprese edilir (119). Prostat kanseri olan dokuda
ise %95 den fazla bir oranda eksprese edilir. Normal prostat dokusuna gore kanserli
dokuda PCA3 sentezinin 60 ile 100 kat fazla olmasi bu gene PSA’dan daha ¢ok
kansere spesifik olma o6zelligini verir (120).

Prostat haricindeki normal ve kanser dokularinda PCA3 transkripsiyonunun
bulunmamasi bu genin prostat kanserine spesifik oldugunu gostermektedir. Kanser
hiicrelerinde PCA3 geninin asir1 eksprese olmasi, prostat hiicresi i¢ceren doku ve sivi
materyallerinin prostat kanseri teshisinde kullanilabilmesine imkan saglar (120-122).
Ayni zamanda yapilan klinik caligmalarda idrar PCA3 degeri (PCA3 mRNA/ PSA
mRNA) serum PSA seviyesinden prostat kanseri teshisinde daha iistiin bulunmustur
(121-125). Sonug olarak PCA3 geninin kansere 6zgiilliigii kansere bagli olmayan PSA

artiglarinda 6nem kazanmaktadir (126).

2.1.1.5.Prostate biyopsisi

Prostat biyopsisi prostat kanseri tanisi i¢in kullanilan giincel standartlardan birisidir.
Hastanin biyopsi aday1 olarak kabul edilmesi i¢in iki ana kriter vardir. Bunlar stipheli
rektal muayene ve ideal kosullar altinda elde edilen ve en az 3 hafta arayla iki ayr
Olgtimle elde edilen 4 ng/ml ve daha yiiksek PSA diizeyidir.

Dijital rektal muayene veya ultrason ile dlgiilen prostatin biyiikliigiiniin dikkate
almmas1 6nemlidir. Ornegin, kiiciik olan prostat igin yiiksek PSA seviyesi, prostat
kanseri olasiligmin yiiksek oldugunu gosterir. Prostat bezinin hacmi hesaplanarak
biyopsi gerceklestirilir. Prostat biyopsisi transrektal ultrason ve sedasyon altinda
gerceklestirilir. Ornekler tiim bez yiizeyinin delinmesiyle elde edilir ve periferik
bolgeden (adenokarsinomlarm %751 bu bolgeye baghdir) alinmaya calisilir.
Geleneksel olarak her lobdan alt1 tane olmak iizere toplam 12 parca 6rnek alinir. Bu
uygulamaya iliskin riskler ¢ogunlukla kanama (rektal kanama, hematospermi ve
hematiiri) ve atestir (idrar yolu enfeksiyonlari, sepsis). Bu semptomlar diinyadaki
islemlerin yaklasik % 2-20'sinde goriiliir. Biyopsinin amaci, patologun dogru bir
histolojik tan1 koymasi i¢in tiim prostat bezinin temsili orneklerini elde etmektir.
Biyopsiler karsilik gelen bolgeleri ile tanimlanir, bdylece patologlar tiimdriin
kapsamini ve lateralitesini belirleyebilir.

Gleason histolojik farklilasma Olgegi hastadan alinan biyopsi Orneklerinde

smiflandirma yapmak i¢in kullanilir. Gleason olgegi prostat kanseri hastalarmin
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evresini ve prognozunu tanimlamak icin temeldir. Olgek, baskin histolojik dereceyi
temsil eden ilk say1 ve ikincil histolojik dereceyi belirten ikinci bir sayiyla ek olarak
uygulanir. Buna gore, bir Gleason degeri, bir 3 + 4 tliimdrinii (buradaki ilk say1 3'tiir,
yani daha az agresif) veya bir 4 + 3 timdriinii (ilk say1 4'tiir, yani daha agresif) yansitir
(127).

2.1.1.6.Prostat kanserinde evreleme

Bir hastaya prostat tiimorii teshisi konduktan sonra, kanserin prostatin digina yayilip
yayllmadigin1 tespit etmek i¢in evrelenmesi gerekir. Evreleme ayni zamanda
hastaligin yayilma riskini daha iyi anlayabilmemizi ve dogru tedavi secenegine sahip
olmamizi saglar. TNM evrelemesi, Amerikan Kanser / Kansere Kars1 Uluslararasi
Birlik Ortak Komitesi (AJCC / UICC) tarafindan gelistirilmistir.

Primer tiimoriin (T), etkilenen bolgesel lenf nodlarinin (N) ve yayilmis veya metastazli
(M) derecesini degerlendirmek i¢in kullanilir. Dort agama vardir; Asama I'de prostatin
sadece kiiciik bir kismi kanserlidir, hiicrelerin ¢cogu normaldir ve bez normal hissedilir.
II. asamada, prostatin parmakla muayesinde bir yumru hissedilir ve prostatin daha
biiytlik bir kismi etkilenir. III. evrede, timor prostatin 6tesine ve IV. Evrede ise daha
ileri olarak lenf diigiimlerine veya yakindaki organlara yayilmistir. Evreleme Tablo
1’de daha agik bir sekilde belirtilmektedir (128,129).
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Tablo 1. Prostat kanseri TNM siniflandirmasi (130)

T - Birincil tiimor

™ Primer timor degerlendirilemiyor

TO Primer tiimdr kanit1 yok

T1 Klinik olarak bulunmayan tiimér elle tutulamaz veya goriintiilenemez
T1a Rezeke edilen dokunun %5 ve daha azinda tesadiifi histolojik
bulgu
T1b Rezeke edilen dokunun %5 ve daha fazlasinda tesadiifi histolojik
bulgu
T1c Yiiksek prostat spesifik antijen nedeniyle igne biyopsisi ile
tanimlanan tiimor

T2 Prostat i¢inde sinirli timor
T?2a Bir lobun yarisin1 veya daha azini i¢erien timor
T2b Bir lobun yarisindan fazlasini igeren, ancak her iki lobu da
icermeyen timor
T2c Her iki lobu da igeren tiimor

T3 Prostat kapsiilleri boyunca uzanan timor?
T3a Mikroskobik mesane boynu tutulumu da dahil olmak {izere
ekstrakapsiiler genisleme (tek tarafli veya bilateral)
T3b Seminal vezikiilleri istila eden timor

T4 Tlimor sabittir veya seminal vezikiillerin disindaki bitisik yapilari istila
eder: dis sfinkter, rektum, levator kaslar ve / veya pelvik duvar.

1

N- Bolgesel lenf diigiimleri

NX Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Bolgesel lenf bezi metastazi
M - Uzak metastaz
MX Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
M1la Bolgesel olmayan lenf nodu
M1b Kemik
M1c Diger bolgeler

!igne biyopsisi ile loblardan birinde veya her ikisinde bulunan, ancak elle tutulur
veya goriintiilemeyle goriilemeyen tiimor T1c olarak siiflandirilir,

2 Prostat apeksine veya prostat kapsiilii igine (ancak bunun dtesinde degil) istila,
patolojik T3 olarak degil, patolojik T2 olarak siniflandirilir.
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2.1.1.7.Prostat kanserinin derecelendirilmesi: Gleason derecesi, skoru ve simf
gruplar

Tiimorler, prognoz icin daha iyi Ongiiriide bulunabilecek sekilde derecelendirilir.
Gleason Derecelendirme Sistemi, kanserlerin mikroskopta goriindigii sekilde
puanlandigi en yaygin kullanilan sistemdir. Biyopsiyle prostat dokusu 6rnegi alinir ve
mikroskop lami tizerinde hazirlanir. En yaygin iki tiimor modeli i¢in iki dereceli puan
verilir ve bu puanlar Gleason toplami i¢in bir araya getirilir. Gleason skorlar1 1 ile 5
arasinda degismekte olup, 5 en kotii prognoza sahiptir ve Gleason toplamlar 2 ile 10
arasindadir. Gleason derecelendirmesi detayli olarak Tablo 2’de gosterilmistir.
Patologlar hangi modelin tiimoriin en az %50'sine karsilik geldigini belirlemek igin
birincil derece, tiimoriin azinligini temsil etmek i¢in ise ikincil derece tanimlamasi
yaparlar. Prostat kanseri i¢in prognoz degisken olabilir. Gleason toplami 8, 9 veya 10
olan daha agresif tiimorler kisa siirede 6liime neden olabilir, ancak Gleason toplami 6
veya daha diisiik olan diisiik dereceler herhangi bir klinik sonuca karsilik gelmeyebilir
(Tablo 3) (131-134).

Tablo 2. Gleason skoru ve derecelendirmesi (134)

ISUP derecesi Bulgular Gleason Skoru
1 Kanserli prostat hiicreleri, normal prostat 2-6

hiicrelerini yakindan andirir. Bezler kiigtik,
iyi bi¢imlendirilmis ve siki bir sekilde

paketlenmistir.

2 Bezler daha biiyiik ve aralarinda daha fazla 7 (3+4)
doku var.

3 Doku hala taninabilir bezlere sahiptir, 7 (4+3)

ancak hiicreler daha koyu renklidir. Baz1
hiicreler bezleri terk etmis ve ¢evresindeki
dokuyu istila etmeye baglamistir.

4 Doku az sayida taninabilir bezlere sahiptir. 8 (4+4, 3+5 veya
Bir¢cok hiicre etrafindaki dokuyu istila 5+3)
ediyor

5 Doku taninabilir bezleri yok. Cevreleyen 9-10

doku boyunca genellikle sadece hiicre
tabakalar1 vardir.
*ISUP = Uluslararas: Urolojik Patoloji Dernegi
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Tablo 3. Prostat kanseri risk tanimlama (134)

Diisiik risk Orta seviye risk Yiiksek risk
PSA<10 ng/mL ve PSA 10-20 ng/mL ve
GS<7 (ISUP derecesi GS=7 (ISUP derecesi P?AI>SZOPng/mL V?ES >
1) 213) (ISUP derecesi 4/5)

*GS= Gleason skoru; ISUP= Ulusiararas: Urolojik Patoloji Dernegi; PSA= Prostat spesifik antijeni

2.2.Nanoteknoloji

“Nano’, metrenin milyarda birini *ya da 10°°u tanimlamak i¢in kullanilan bir ifadedir.
Nanoteknoloji kavrami ilk defa, Nobel 6diilli Richard P Feynman tarafindan,
Amerikan Fizik Derneginin 1959' da yapilan toplantida, “Altta bir siirii oda var”
baglikli iinlii konusmasinda tanimlandi (135). O zamandan beri, Feynman’in atom
Olceginde maddeyi manipiile etme fikirleri fizik, kimya ve biyoloji alaninda bir¢ok
gelismelere neden oldu. Bu gelismelerden sonra nanoteknolojilerin artik, ilag
gelistirme, su dekontaminasyonu, iletisim teknolojileri ve daha giiglii veya daha hafif
malzemelerin iiretimi gibi ¢esitli alanlarda fayda saglama potansiyeline sahip oldugu
belirlendi. Nanoteknolojiler, nanometre Ol¢eginde ya tek atom gruplarindan
Ol¢eklendirerek ya da dokme malzemeleri inceleyerek yeni malzemelerin
yaratilmasini ve manipiilasyonunu i¢cermektedir (136). Nanoteknolojilerin gelisimi,
fizik, kimya, biyoloji ve miithendislik alanlarini iceren modern, ¢ok disiplinli bir bilim
olsa da, hem dogada hem de insanlar tarafindan nanopartikiillerin (NP'lerin) iiretimi
Hristiyanlik oncesi donemden kalmadir (137). Nanoteknolojik yontemler ile
giiniimiizde kullanilan mevcut teknolojilerin yerine gegmesi ve daha hassas sistemlerin
olusturulmasi amaclanmaktadir. Nanoteknolojik olarak {iretilen nano boyutlu
tirtinlerin tip, kimya ve biyoteknoloji gibi bir¢ok alanda kullanmak miimkiindiir. Anti
kanser ilaclarin gelistirilmesine yonelik ¢esitli nanopartikiillerin iiretimi, nano tibbin
en Onemli alanlarindan biri olmustur. Nano malzemelerin ortaya ¢ikis1 disiplinlerarasi
¢aligmalarin bir sonucudur. Nano boyut olarak agiklanan yapilar, nano kristaller, nano
parcaciklar, nano tiipler, nano teller, nano ¢ubuklar gibi farkli siniflara ayrilmaktadir.

Temel olarak bu yapilara nanopartikiil denir (138).

23



2.2.1.Nanopartikiiller

NP’ler ¢ok yiiksek yiizey alani/hacim orani ile karakterize kii¢iik malzemelerdir (en az
bir boyutta 1 ila 100 nm ¢ap) (139). Boyutlarinin sagladig1 benzersiz 6zelliklerden
dolay1i, NP’ler endiistriyel, elektrik, tarim, ilag ve tibbi alanlarda c¢ok cesitli
uygulamalara sahiptir (140). Son yillarda, NP’ler ¢ok kiiglik ¢aplara sahip
olduklarindan, saglik, biyomedikal ve farmasétik uygulamalar, 6zellikle kanser tanisi
ve tedavisi, hedefli ilag salimi, biyosensor alaninda hem in vitro hem de in vivo
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktir. Ozellikle kanser tedavisinde, kemoterapik
ajanlarin kanser hiicrelerinde hedeflenen bdolgelere ulasmamasi ve saglikli dokular
tizerinde meydana gelen toksiteden dolayr bilim insanlari bu dezavantajlarin
istesinden gelmek i¢in NP temelli ilaglar {izerine odaklanmistir. Nano tasiyici temelli
ilaglarin tiimor dokusuna ulasmasini saglamak acisindan NP’lerin biiytkligi
onemlidir (141). Kiigiik boyutlu NP’ler, biiyiik boyutlu olanlara gore kan damarlari
yoluyla timor dokularina daha hizli niifuz ederler. Dolasiyla NP biiyiikliigiiniin
optimizasyonu ilacin tiimor dokusunda spesifik olarak yer almasina yardime1 olabilir
(142). NP tabanl ilag dagitim sistemleri, biyolojik engelleri asma, ilaglari etkin bir
sekilde tasima ve belirlenen dokuyu hedefleme yeteneklerinden dolay:r biiyiik bir
popiilerlik kazanmistir (143). ilag dagitimi icin NP’leri tercih etmenin ana nedeni,
partikiiliin boyutunun ve yiizey 6zelliklerinin kontrol edilmesidir. Hedefli ilag tastyict
sistemlerinde; antikanser ilag, tastyict ve bir de ligand yer alir. Ligandlar dokular
hedeflerken, nanotasiyici sistem antikorla konjlige edilir ve kanser hiicreleri
tizerindeki spesifik reseptorlere yonlendirilir (144). Bu &zelliklere sahip olmasina
ragmen, NP’ler ayrica partikiillerin bir araya toplanmasi ve kiigiik boyutlarindan
dolay1 zor tutus gibi dezavantajlara sahiptir. Bununla birlikte, NP’ler tip ve kozmetikte
bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir (14).

NP’ler kanser tedavisindeki yaygin kullanimlarindan dolay1 ilgi cekmektedir. NP’ler,
kanser hiicrelerine son derece spesifik olan biyobelirtegleri veya antijenleri
hedeflemek icin kullanilabilir. Boyut ve yap1 nedeniyle NP’ler, kemoterapotikler i¢in
yeni bir terapotik fikir olarak kabul edilmektedir. NP tasiyict sistemleri ile saglikli
dokulara kiyasla anti-kanser ajanlarin tiimoér dokusunda birikiminin arttirilmasi ile
NP’lerin kanser terapisinde potansiyel olarak kullanilabilirligi kanitlanmistir. NP

tastyici sistemler, biiyiikliiklerinden ve hedef ligandin partikiil yilizeyine baglanma
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kabiliyetlerinden dolay1 serbest kemoterapdtik molekiillerden ¢ok daha fazla tercih
edilir (15). Bu sekilde, tedavinin sonuglari iyilestirilir ve yan etkiler azaltilir (140). Son
yillarda, bu nano sistemlerin, hedeflenen ilag dagitimi, hipertermi, fotodinamik
tedavisi, biyo goriintiileme ve biyosensorler gibi farkli biyomedikal uygulamalarda
yerini almistir (141,145).

NP’ler, en yaygin olarak metaller, metal oksitler, silikatlar, oksit olmayan seramikler,
polimerler, organikler, karbon ve biyomolekiiller olan ¢esitli Kimyasal yapidaki
malzemelerden yapilabilir. Bu amagla aliiminyum oksit, demir oksit, ¢inko oksit ve
titanyum oksit NP’leri yaygin olarak kullanilmaktir. Genel olarak, bu NP’ler
kullanilacaklar1  belirli uygulamalarin ihtiyaglarin1  karsilamak {izere yiizey
modifikasyonlari ile tasarlanirlar. NP’ler, gaz, sivi veya kat1 faz iglemleri kullanilarak

cesitli yontemlerle sentezlenebilir (146).

2.2.2.TiO2

TiO2 beyaz, kokusuz ve yanici olmayan bir tozdur. TiOz iki kristal yapiya sahiptir;
bunlar rutil ve anatazdir ve bu kimyasal olarak daha aktiftir. TiO2 NP’lerinin rutil
formlar1 ayrica TiOz ince pargaciklart olarak da adlandirilir. Anataz kristal yapisi
arttikca, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi de artar. Bu nedenle, anataz TiO2’nin saglikli
hiicreler i¢in rutil TiO2’den daha toksik oldugu diisiiniilmektedir. Rutil TiO2 kimyasal
olarak inert olarak kabul edilir, ancak partikiiller kii¢iildiigiinde, yiizey alan1 artacaktir
ve bu nedenle rutil TiO: partikiilleri daha zararli hale gelebilir. Ayn1 zamanda, NP’lerin
ylizeyi iizerinde yapilan modifikasyonlar, TiO2 partikiillerinin aktivitesinde
degisikliklere neden olmaktadir (147). TiO2 NP’leri ve mikropartikiiller arasindaki
onemli ve ana fark, yiizey alanidir. Daha biiytik yilizey alanlarimmin yardimi ile TiO2
NP’leri, UV 1sinimin1 emebilir, bu da mikropartikiillerden ¢ok daha fazla fotokatalitik
aktiviteye sahip olmasini saglar. Gurr ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada,
TiO2 NP’lerinin ¢ap1 ve toksisitesi arasinda bir iligki oldugunu gostermistir (148). TiO>
tip ve endiistride yaygin olarak kullanilan bir malzemedir. Fotokatalitik, fotodinamik
ve sonodinamik olmasinin yani sira boya, gida boyasi, dis macunu ve kozmetiklerde
onemli kullanimlara sahiptir. TiO2 NP’leri, biyouyumluluk, kimyasal stabilite ve optik
ozellikler gibi bircok benzersiz 6zellige sahiptir (149). Bu 6zelliklerden dolayi, ilag
tasiyicis1 olarak biyomedikal uygulamalarda TiO2 NP’lerinin kullaniminda son

zamanlarda bir artis olmustur (150). TiO2’nin tastyicit olarak kullanilmasi igin ilk
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olarak toksisitesinin giderilmesi gereklidir. TiO2’nin biyo uyumlulugunu artirmak i¢in
PEG ile modifiye edilir (141).

Polietilen glikol (PEG) tekrar eden etilen eter gruplarina sahip hidrofilik bir
polimerdir. PEG, bir¢cok uygulamada kullanilan ucuz, ¢ok yonlii, toksik olmayan,
uygun farmakokinetik ve doku dagilimina sahip FDA onayli bir polimerdir (151,152).
NP’lerin yiizeyini PEG ile modifiye etmek Sivi igerisinde NP’lerin aglomerasyonunu
engelledigi gibi (153) onlar1 protein adsorpsiyonuna direngli kilar ve
biyouyumluluklarini arttirir (154). Nanomalzemeleri PEG ile kaplamak ayni zamanda
in vivo sirkiilasyon siiresini arttirir ve boylece retikiiloendoteryal sistem (RES) yoluyla
digar1 atilma siiresi azaltilmig olur (155). Yapilan ¢alismalarda PEG ile kaplanmis tek
duvarli karbon nanotiipleri, kaplanmamis olanlardan daha az sitotoksik etki
gostermistir (156,157).

2.2.3. Kemoterapik ajanlar

Prostat kanseri tedavisinde ¢ogunlukla kullanilan kemoterapétik ilaglar; etoposid,
paklitaksel (PTX), dosetaksel, mocetinostat, vinblastine, mitoxantrone, doksorubisin
(DOX)), cisplatin (Cis) ve estramustine’ dir. Bu kemoterapdtiklerin istenmeyen bir¢ok
yan etkileri mevcuttur. Bu nedenle, prostat kanserinin uzamis tedavisinde yasam
kalitesinin iyilestirilmesi ve bu yan etkilerin giderilmesi amaciyla yeni anti-kanser
bilesiklerin kesfi 6nem kazanmaktadir (158-161). Kemoterapide kullanilan ilaglara
kars1 viicudun direng gelistirmesi, ilacin hedeflenen tiimor bolgesine ulagamamasi ve
kanser hiicrelerinin normal saglikli hiicrelere ¢ok benzemesinden dolay1 ilacin kanser
hiicreleri yaninda normal hiicreleri de yok etmesi bilim insanlarint bu konuda
arastirmalar yapmaya yoneltmistir (162).

DOX, ¢ift DNA sarmalinin iki nitrik bazinin interkalasyon olarak roliinii agiklamak
icin hiicresel diizeyde c¢esitli molekiiler mekanizmalar gostermektedir. Bu
mekanizmalar DNA zincirlerinin kopmasina yol acgan serbest radikallerin olusumu,
mitokondrideki solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu, membran lipit oksidasyonu,
helikaz aktivitesi ve topoizomeraz II inhibisyonuna yanit olarak apoptoz
indiiklemesidir (163). Bununla birlikte, bazi ¢aligmalarda endotel hiicreleri,
kardiyomiyositler ve diger kanserli olmayan hiicrelerdeki DOX kaynakli toksisitedeki
p53'iin rolii izerine odaklanmistir. Klinikte DOX kullanimu ile iligkili 6nemli yan etki,

kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi baslangicidir (164). Yapilan bir caligmada, DOX
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ile indiiklenen apoptozun DOX' un redoks aktivasyonundan tiiretilen reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumuyla baglantili olan kardiyotoksisitesinde onemli bir rol
oynadigini ileri siiriilmektedir (165,166). Simdiye dek, DOX, yumurtalik karsinomu,
lenfoblastik 16semi, prostat, meme kanseri ve hepatoseliiler karsinom gibi kanserlerin
tedavisinde etkili antikanser ilaglarindan biridir (167). DOX i¢in en biiylik
zorluklardan biri “bu ilaci istenen noktalara nasil getirecegimiz” dir. Bu nedenle, yan
etkilerini azaltmak i¢in biyolojik dagilimini degistirip tiimor bolgelerinde birikimini
artirabilen yeni bir dagitim teknigi gelistirilmeye odaklanilmistir (167,168).

Son yillarda platin ve antitiibilin bilesikleri kulanilarak solid tiimoérler igin yeni bir
tedavi gelistirilmistir. Bu iki molekiil grubu siklikla kanser hiicreleri tizerinde daha iyi
kontrol saglamak i¢in birlikte kullanilir (169). Hem platin bilesikleri hem de
antitubulinler periferik sinir sistemi i¢in toksiktir (170) ve bu ilaglarin kombinasyon
halinde kullanilmasi periferal norotoksisiteyi arttirir (171). McKeage ve ark. wistar
sicanlarinda PTX ve cisplatinin birbirlerinin norotoksisitesini antagonize ettigini
bildirmislerdir (172).

Taxus brevifolia kabugundan izole edilmis biiylik bir antikanser ilag olan PTX,
ozellikle solid tiimorlerin gesitli tiirlerine kars1 anti-neoplazik aktiviteye sahiptir. PTX,
bir¢ok iilkede yumurtalilk ve meme kanserlerinde ikinci basamak tedavisi i¢in
onaylanmistir. PTX'in tek bir etki mekanizmasi vardir. Mikrotiibiil sistemindeki
dinamik dengeyi bozar ve hiicre dongiisiiniin ge¢ G2 fazi ve M fazindaki hiicreleri
bloke eder ve bdylece hiicre replikasyonunu inhibe eder (173,174).

Calisma kapsaminda; PEG ile modifiye edilen TiO2 NP’sine yiiklenmis DOX ve PTX
ilaglarinin prostat kanseri hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin ve DUSP genlerinin

ekspresyonlarinin incelenmesi amaglanmustir.
2.3.Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinazlar (MAPK’ler)

MAPK, hiicrelerdeki spesifik proteinlerin serin, treonin veya tirozin yan zincirine
kovalent olarak fosfat baglayarak hiicre dis1 sinyalleri hiicresel tepkilere doniistiirerek
hiicreleri diizenleyen ana kinaz ailelerinden biri olan enzimlerdir. Proteinlerin
fosforilasyonu, enzimatik aktivitelerini, diger proteinler ve molekiiller ile
etkilesimlerini, hiicre igindeki yerlerini ve proteazlarin pargalanma egilimlerini kontrol

edebilir. MAPK'ler, bira mayasi1 gibi tek hiicreli organizmalardan, insanlar da dahil

27



olmak {izere karmasik organizmalara evrimi sirasinda fonksiyonu ve diizenlenmesi
korunmus bir protein kinaz ailesi olusturur (175,176).

MAPK ailesinin 3 6nemli iiyesi vardir. Bunlar; hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz
(ERK1/2), p38 (0., B, v, 6 izoformlar1) ve c-Jun N-terminal kinazdir (JNK1/2/3). Her
biri benzer sekilde komsu treonin ve tirozin kalintilari lizerinden ¢ift fosforilasyonla
aktive edilir (177,178).

MAPK yolaklari, MAPK kinazlarinin (MAPKK) serin ve treonin kalintilar1 tizerindeki
MAPK kinaz kinazlart (MAPKKK) tarafindan fosforilasyonundan baglayarak,
bliylime faktorleri, sitokinler ve hiicresel stres dahil olmak iizere bircok hiicre
uyaricilart ile aktive edilebilir (179). Aktive edilmis MAPKK!'lar, aktivasyon
ilmegindeki korunmus Thr-X-Tyr (TXY) motifinin komsu treonin ve tirozin
kalintilarinda MAPK'lar1 fosfatlar. X ile belirtilen amino asit, ERK’de glutamik aside,
JNK'de proline, p38'de ise glisine karsilik gelir (180-182). MAPK yolaklarinin
hiicresel tepkisi, uyaranin yapisina ve sinyalin siiresine baglidir (183).

MAPK’larin ERK yolu biiyiime, farklilasma ve gelisme ile ilgilenirken, JNK ve p38
yollar1 tercihen iltihaplanma, apoptoz, biiytime ve farklilasma ile ilgilidir (184). Genel
olarak MAPK'lar, gen ekspresyonu, mitoz boliinme, hareket, metabolizma, bagisiklik
ve programlanmig hiicre Olimii gibi bircok hiicresel aktiviteyi diizenler. Ayni
zamanda, kanser olusumunda, ilerlemesinde ve ayrica kanser tedavisine verilen
tepkilerin belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Birgok 6nemli hiicresel fonksiyonu
kontrol etmesi nedeniyle MAPK ’lerin insan fizyolojisindeki rollerini tanimlamak igin
yogun olarak ¢alisilmistir (185).

MAPK sinyalindeki diizenin bozulmasi, kanserin gelisimine ve ilerlemesine neden
olur. Bunlara ek olarak ERK1/2 yolu genellikle hiicre bitytimesiyle baglantili olsa da,
bu yol tiimorlerin fenotipinin diger yonlerine dahil edilmistir . Bu nedenle, tiim insan
kanserlerinin tigte birinde anormal ERK1/2 aktivasyonu gosterilmistir (186). Bu yolun
diizensizligi, hepatoseliiler karsinom, mide adenokarsinom ve renal hiicreli karsinom
dahil olmak {izere ¢esitli malignitelerde gozlenmistir. ERK1 / 2 ek olarak, TNFa
(Tumor Nekroz Faktor-a), Fas ligand, radyasyon, ozmotik stres, hipoksi, biiylime
faktorii yoksunlugu, nitrik oksit, hidrojen peroksit ve kemoterapotik ajanlar gibi ¢ok
cesitli uyaricilara cevap olarak apoptozu inhibe ederek hiicre sagkalimini arttirir (187).

JNK ve p38’in dahil oldugu stresle aktive olan MAPK'lerin kanserdeki rolii ise
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karmagiktir. Fosforile edilen p38’in artmis seviyeleri, folikiiler lenfoma, akciger, tiroid
ve meme karsinomlarinin yani sira glioma ve bas boyun skuamoz hiicreli karsinomlar
gibi ¢esitli malignitelerde ortaya ¢ikmistir. Ayni zamanda p38 MAPK yolaginin timor
baskilamadaki roliinii gOsteren c¢alismalar da mevcuttur (188,189). JINK'lar
programlanmis hiicre 6liimiinii kontrol etmede 6nemlidir, ayrica kanser tedavisinde
molekiiler bir hedef saglayabilmektedir (190,191).

MAPK 'larin gen ekspresyonu, hiicre biiylimesi, apoptozu ve ¢evreye verilen hiicresel
tepkileri kontrol etmesindeki 6nemi ile birgok hastalikla iliskisi arastirmalarda onlar1
oncelikli hale getirmistir. ERK, JNK ve p38 yolaklarinin hepsi ilag gelisimi igin
molekiiler hedef haline gelmektedir (192).

2.3.1.Cift ozgiilliiklii fosfataz ailesi (DUSP)

DUSP'ler, protein tirozin fosfataz (PTP) geni siiper familyasina ait sinif I Cys bazli
heterojen enzim grubudur (193,194). PTP'ler arasinda, ¢ift ozgillikli MAPK
fosfatazlar (DUSP-MKP) (10 iiye), kiiglik boyutlu atipik DUSP'ler (15 iiye), diger
atipik DUSP'ler (bes liye), yenilenen karaciger fosfatazlar1 (PRL), PTEN-benzeri
fosfatazlar (sekiz tliye) ve dahasi yer almaktadir (195).

DUSP veya diger bir deyisle MAPK fosfatazlar fonksiyonel olarak, MAPK’lerin ana
negatif diizenleyicileri olarak tanimlanmistir (196). DUSP’ler, sinyal lipitlerinin de
dahil oldugu protein olmayan substratlardan ve proteinlerin Ser/Thr (serin/treonin) ve
Tyr (tirozin) kalintilarindan fosfatlar1 kaldirma yetenegine sahiptir. Fosfatlarin
kaldirilmasiyla MAPK inaktivasyonu gerceklesir. MAPK aktivasyonunun siiresi
sinyal c¢ikisini belirler ve bu nedenle sayisiz biyolojik islem i¢in ¢ok Onemlidir.
Anormal MAPK sinyalleri, uygun olmayan hiicresel immiin yanit ve malignitelerle ile
iliskilendirilmistir. Calismalar, MAPK'larin negatif regiilasyonunun kaybi nedeniyle
MAPK fosfatazlarin kanser gelisimi veya ilerlemesi ile iligkili oldugunu gostermistir
(197).

Cift o6zgilliikli MAPK fosfatazlar (DUSP-MKP’ler), korunmus bdlge yapisina sahip,
katalitik olarak aktif 10 enzimi igeren bir alt aileyi temsil eder. Bir amino-terminal
katalitik olarak aktif olmayan bolge ve bir de karboksil-terminal katalitik olarak aktif
bolgeden olugur. Katalitik olarak aktif olmayan bolge, farklt MAPK izoformlari i¢in

DUSP’nin spesifik olarak baglanmasini saglayan ve dolayisiyla substrat segiciligini
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belirleyen kinaz etkilesim motifini (KIM) igerir. Ayrica, bazt DUSP’lerin subselliiler
lokalizasyonunu belirleyen niikleer lokalizasyon sinyallerini (NLS) veya niikleer
sinyallerini (NES) ayn1 zamanda CDC25 homoloji domaini 2 (Hiicre boliinme
dongiisii-25 homoloji domani 2) igerebilir. Katalitik bolge, daha genis ¢apli protein
tirozin fosfataz (PTPaz) siiper ailesinin karakteristigi olan yiiksek oranda korunmus
aktif bolge konsensiis dizisini (HCX5R) ve prolin, glutamat, serin ve treonince zengin
PEST dizisi igerir (198,199).

DUSP-MKP grubundaki 10 enzim, amino asit dizisi homolojisi, hiicredeki
lokalizasyonu ve substrat spesifikligine goére 3 gruba ayrilmistir. Bunlar;
indiiklenebilen ¢ekirdeksel, ERK’e spesifik sitoplazmik ve JNK/p38’e spesifik hem
¢ekirdeksel hem de sitoplazmik olan DUSP-MKP’ler yer alir (Sekil 8).

A. Indiildenebilen cekirdeksel DUSP'ler
DUSP1 =l I —
DUSP4 sl
DUsp? =
DUSPS sl O e s
B. ERK spesifik sitoplazmik DUSP ler
e i P L —
11 S o e P —
DUSPY e S el e
C. INK/p38 spesifik hem geldrdeksel hem de
sitoplazmik olan DUSP ler DUSP8 e
DUSP16 s G e el [ e
DUSPL) s— O —
B Niikdeer lokalizasyon sinyali (NLS) [ PTPaz aktif bolge
D Niikleer ihracat sitryali (NES) . PEST dizilimi
0] B0 Cde2S homoloji alam @) Kinaz aktivasyon motif (KIM)

Sekil 8. 3 gruba ayrilan DUSP-MKP’lerin yapilarinin sematik gosterimi (200)

Tablo 4’te goriildigii gibi indiiklenebilen c¢ekirdeksel DUSP-MKP’ler DUSP1,
DUSP2, DUSP4, DUSP5; ERK spesifik sitoplazmik olanlar DUSP6, DUSP7, DUSP9;
INK/p38 spesifik olanlar ise DUSPS§, DUSP10, DUSP16°dir.
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Tablo 4. DUSP-MKP’lerin siniflandirilmasi ve 6zellikleri (200)

Grup Gen Lokalizasyon Substrat Kaynaklar
spesifikligi
Indiiklenebilen DUSP1 Cekirdek JNK, p38 > ERK 201,202
ceekirdeksel DUSP2 Cekirdek ERK, JNK 203,204
DUSP4 Cekirdek ERK, JNK >p38 205
DUSP5 Cekirdek ERK 206
ERK spesifik ~ DUSP6 Sitoplazma ERK 207
sitoplazmik DUSP7 Sitoplazma ERK
DUSP9 Sitoplazma ERK > p38 208,209
JNK/p38 DUSP8 Sitoplazma/ Cekirdek JNK, p38
spesifik DUSP10  Sitoplazma/ Cekirdek JNK, p38 210
DUSP16  Sitoplazma/ Cekirdek JNK, p38 211,212

DUSP'ler hiicre biiyiimesi, farklilagsma, strese bagli yanit ve apoptozun
diizenlenmesinde anahtar olarak gorev alir. Ayni zamanda fizyolojik olarak bagisiklik,
norobiyoloji ve metabolik homeostaz gibi temel siirecleri diizenler, bunlarin yani sira
timor olusumu, patolojik inflamasyon ve metabolik bozukluklarda da rol oynar (213-
215).

Son zamanlarda yapilan calismalara gore, DUSP'lerin bagisikligin diizenlenmesinde
ve kanser terapisinde olasi rolleri belirlenmis ve MAPK’lerin DUSP'ler tarafindan
diizenlendigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, DUSP-MKP ¢aligsmalarindaki bu
artisa ragmen, DUSP-MKP'lerin insan kanserindeki rolii iyi bir sekilde
tanimlanamamistir. Birgok DUSP ve MAPK arasindaki fonksiyonel iliski, DUSP-
MKP alt ailesinde yer alan DUSP proteinleri igin yiiksek bir terapdtik potansiyel
saglar. Buna gore, DUSP’lerin ekspresyonundaki veya fonksiyonundaki degisiklikler,
insan hastaliklarinda 6nemlidir Dolayistyla DUSP’ler potansiyel biyolojik belirte¢ ve
terapotik hedef olarak kullanilmaktadir (21,216,217).

Biz de calismamizda, DUSP-MKP alt ailesinde yer alan DUSP’lerin kanserdeki
Oonemini goéz Oniinde bulundurarak, DU-145 prostat kanseri hiicre hattinda
indiiklenebilen ¢ekirdeksel gruba dahil olan DUSP1, DUSP2 ve DUSP4; ERK
spesifik sitoplazmik gruptaki DUSP6; JNK/p38’e spesifik olan DUSP10 genlerinin

31



ekspresyon seviyelerini belirlemeyi, prostat kanserinin tedavisi ve prognozu yoniinden

bir 6neme sahip olup olmadigin1 degerlendirmeyi amagladik.

2.3.1.1.Cift ozgiilliiklii fosfataz 1 (DUSP1)

Cift ozgilliklu fosfataz 1 (DUSP1/MKP1) treonin-tirozin ¢ift 6zgiilliiklii fosfataz
ailesinin bir {iyesidir. Molekiil kiitlesi 40 kDa olan DUSP1, 447 aminoasitten
olusmaktadir. Kromozom fizerindeki konumu ise 5q34°tiir ve ¢ekirdekte bulunur

(Sekil 9).

Sekil 9. DUSP1 geninin kromozom {izerindeki konumu (218)

DUSP1 ilk olarak, murin hiicrelerinden kiiltire edilmistir. DUSP1, adenozin
trifosfataz (ATPaz) olarak aktif bolge konsensiis dizisini igeren bir amino terminal
katalitik olarak aktif olmayan bolge ve bir C-terminal katalitik olarak aktif bolge olmak
tizere iki bolgeden olusur. Ayrica DUSP1’in ekspresyon seviyesi genel itibariyla en
yiiksek karaciger, kalp ve akcigerdedir (219-221).

DUSPI1, mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MAPK) izoformlarinin
etkisizlestirilmesinde bilyiik 6nem tasir (222,223). DUSP1 bir protein fosfataz olarak,
treonin ve tirozin defosforilasyonu araciligiyla ERK, p38 ve JNK sinyalizasyonunun
inaktif hale gelmesinde rol oynar (196,224). DUSP1, temel olarak MAPK
sinyalizasyonunu diizenleyerek; hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve transformasyonu,
stres yanitlari, iltthaplanma, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi siireclerde yer alir (199).
Genel olarak hiicrelerdeki DUSP1 proteini seviyeleri ¢ok diigiiktiir. Bliylime faktorii
ile indiiklenen ERK-MAPK aktivasyonu, c¢esitli hiicre tiplerinde DUSP-1 protein
ekspresyonunu arttirir (225). DUSP1 ayrica, siirekli sinyallere cevap olarak bir oto-
diizenleyici dongii icinde hareket edebilir ve bunlarin indiiklendigi MAPK'yi devre
dis1 birakmak i¢in hareket edebilir (Sekil 10).
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[

aktif inaktif

MAPK ~ P) — MAPK

Sekil 10. DUSP1 ve MAPK etkilesiminin sematik gosterimi. Bu sekil, MAPK
basamaklarin1  smirlayan DUSP-1'in  otoregiilator geri besleme donglislinii
gostermektedir. DUSP-1, aktif MAPK'lar1 aktif olmayan forma indirger. Aktif
MAPK'lar DUSP-1 stabilitesini diizenler (226)

DUSP1 stabilitesi, ubikuitin-proteazom yoluyla, ERK aracili fosforilasyon ile
diizenlenir ve ERK yolu inhibisyonu ile azaltilir (227,228).

DUSP-1 RNA'min yar1 dmrii 1-2 saattir. Beyin kaynakli norotrofik faktor sinyali
sadece DUSP-1 RNA ekspresyonunu indiiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda DUSP1'in
fosforilasyon / defosforilasyonunun bir sonucu olarak DUSP1 protein stabilitesini
birkag saat uzatir. C terminal bolgesindeki amino asitlerin manipiilasyonlart DUSP1'in
protein olarak stabilitesini ve fonksiyonunu etkiler. C-terminalde serin kalintilarinin
ERK tarafindan fosforilasyonu, DUSP1'in degredasyonunu kontrol eder veya onler.
Bu yiizden C-terminaldeki serin aminoasiti degredasyon yolaginda énemli rol oynar.
DUSP-1 stabilitesi ve degredasyonu, amino asitlerin fosforilasyon / defosforilasyon
veya yer degistirme / mutasyon gibi cesitli mekanizmalar1 ve belirli kosullar ile
diizenlenebilecegi agiktir (227,229).

Bir¢ok kanser tiirinde DUSP1 ekspresyonunun anormal oldugu ve hastaligin
prognozu ile iliskili oldugu gozlenmistir. Daha ileri caligmalarda ise DUSP1’in tiimor
olusumu ve tiimdr ilerlemesindeki roliiniin karmagik oldugu ortaya koyulmustur.
DUSP1, kanser olusumunu arttirabilir veya inhibe edebilir. Buna baglh olarak belirli
kanser tiirlerinde artmis veya azalmig DUSP1 ekspresyonu gozlenmektedir (230).
DUSP1 ekspresyonu bazi kanserlerde normal hiicrelere kiyasla artmigtir. Artmis
DUSP1 ekspresyon seviyeleri prostat, pankreas, kolon, mesane, mide, meme, over ve
akciger kanserinde gozlenmistir. DUSP1 artisinin bir sonucu olarak tiimor hiicrelerini

apoptozdan koruyan JNK aktivasyonu inhibe edilebilir. Yani DUSP1, esas olarak, bu
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kanserlerde JNK'nin fosforilasyonunu inhibe ederek karsinojenezi destekler (231-
237).

DUSP1 ekspresyonundaki azalma ise hepatoseliiler karsinomada ve bas boyun
skiiamoz hiicreli karsinomada goriilmiistiir. Azalan DUSP1 seviyeleri, ERK / MAPK
sinyalleme yolunu giiclendirerek tiimorigenezin daha ileri evrelerinde proliferasyona
ve tiimorde kiitle artigina sebep olur (238,239).

Ayrica, DUSP1'in tiimor radyoterapisi, kemoterapisinde, immiinoterapide ve
biyoterapide rol oynadigi saptanmistir. DUSP1, JNK kaynakli apoptozun azalmasiyla
cesitli kanserlerde kemoterapiye ve radyasyona karsi direnci arttirir ve tiimorlerin
immiin sistemden kagisinda énemli yer tutar. Terapdtik olarak DUSP1 hedeflenirse,
ilag direncinin {istesinden gelinebilir ve mevcut antitiimor ilaclarin etkinligi 6nemli
ol¢iide artirilabilir. DUSP1'in farkl: tiimdrlerde, farkli fonksiyon ve mekanizmalarinin

daha iyi anlagilmasi, onu yeni bir terapotik hedef haline getirir (230).

2.3.1.2.Cift ozgiilliiklii fosfataz 2 (DUSP2)

DUSP2, ilk olarak 1993 yilinda T hiicrelerinden klonlanan, ayn1 zamanda PAC1 olarak
da bilinen bir MAPK fosfatazdir. Molekiil kiitlesi 34.4 kDa’dir. Cekirdekte yer alir ve
314 aminoasitten olusur. Aktive edilmis hiicrelerin fosfataz1 olan DUSP2 geni,

kromozom tizerinde 2q11.2 konumunda yer alir (Sekil 11).

Sekil 11. DUSP2 geninin kromozom iizerindeki konumu (240)

DUSP2 agirlikli olarak timus, dalak, lenf diigiimleri, beyin ve karaciger gibi yliksek T
hiicre icerigine sahip hematopoetik dokularda eksprese edilir (241-243). B ve T hiicre
aktivasyonundan sonra DUSP2 ekspreyonu, mitojen ile aktive edilerek hizli bir sekilde
uyarilir (244).

Cift ozgilliikli protein fosfataz alt familyasinin bir iiyesi olarak, DUSP2, hem
fosfoserin/treonin hem de fosfotirozin kalintilarini defosforile ederek hedef kinazlarini
etkisiz hale getirir (199). DUSP ailesinin diger iiyelerine benzer sekilde, MAPK
sinyalizasyonunun negatif diizenleyicisidir. Buna bagli olarak JNK, ERK1/2 ve p38
sinyalizasyonu; cekirdekte sitokin iiretimi, apoptoz, proliferasyon, farklilasma ve

enflamasyon gibi hiicresel yanitlar igin transkripsiyon faktorii aktivasyonunu inhibe
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edebilir. Buna benzer sekilde mast hiicreleri ve makrofajlarda JNK-ERK-p38
sinyalizasyonu DUSP2 tarafindan kontrol edilebilmektedir. DUSP2, tercihen,
ERK1/2, p38 ve JNK’yi defosforile edebilir, fakat JNK igin fosfataz aktivitesi
diisiiktiir. DUSP2, makrofajlarda Toll benzeri reseptor (TLR) ligandlari tarafindan ve
mast hiicrelerinde yiiksek affiniteli IgE reseptor (FceRI) ligasyonu ile uyarilir. Bu da
cekirdekteki DUSP2 geninin ekspresyonunu uyararak DUSP2’nin birikmesine sebep
olur. DUSP2, hiicrelerde INK-ERK’in negatif ¢apraz kontroliinii saglar, ayn1 zamanda
ERK2'yi inaktif hale getirir ve defosforilasyon ile p38 sinyalizasyonunu bozar.
Aslinda, DUSP2 hem makrofaj hem de mast hiicrelerinde enflamatuar genlerin

ekspresyonunu arttirir (Sekil 12) (214).

Growth factors Stress (oxidative stress,
(PDGF, EGF, NGF) e “'_‘:"”"""‘""""
(Upopolvsaccharide)
TR (M) /
FeeRI (M)

Cell memb[ane \

Cytoplas

Nucleus

AP-1, Elk-1, ATF2, et al.

@ Cytokine production

IL-6, TNF, IL-12, NO, PGE2, et al.

ot

Apoptosis, proliferation, differentiation, inflammatory

Sekil 12. DUSP2 tarafindan gerceklestirilen immiin hiicre aktivasyonunun
fosforilasyon yolagi. Oklar uyarilmayi, kirmizi ¢izgiler ise yolaktaki inhibisyonu

gosterir (214)

DUSP2 eksikligi ise JNK aktivitesinde artisa ve ERK ve p38 aktivitesinde
beklenmeyen bozulmalara yol agmistir (216). DUSP’nin hastaliklarla olan iliskisi
degerlendirildiginde, 6rnegin insan akut l6semilerinde beklenmedik sekilde DUSP2
seviyelerinde azalma goriilir ve bu da ERK aktivasyonunun asir1 bir sekilde

baskilanmasina sebep olur (245).
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Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda hipoksi tarafindan inhibe edilen DUSP2
ekspresyonunun, endometriozis gelisimi igin kritik bir faktor oldugu tespit edilmistir.
DUSP2'nin ekspresyonu, endometriotik stromal hiicrelerde azalir ve transkripsiyonel
olarak HIF- 1o (Hipoksi-indiiklenebilir faktér 1-alfa) tarafindan baskilanir. Ayrica,
DUSP2'nin hipoksi yoluyla azalmasi, ERK ve p38 MAPK fosforilasyonunu ve
siklooksijenaz-2’nin ekspresyonunu uyarir (246).

DUSP2, CLN3 hastalig1 gibi dncelikle sinir sistemini etkileyen kalitsal bir hastalikta
biyobelirteg olarak hedef haline gelmektedir (247).

DUSP2’nin mRNA ve protein diizeyleri, meme, kolon, akciger, yumurtalik, bobrek ve
prostat kanserinde olduk¢a azalir. DUSP2'nin baskilanmasi, timor olusumu ve
ilerlemesiyle ile iligkilidir (248). DUSP2, MAPK kaskadinin inhibisyonuyla birlikte
hiicre bliylimesini baskilar ve p53°lin asagr yonlii efektorii olarak apoptozun
uyarilmasinda gorev yapar (249).

DUSP2, baslangigcta hematopoetik hiicrelerden klonlandig1 i¢in ¢alismalar genelde
bagisiklik sistemi hakkinda yapilmistir. Ancak son yillarda, DUSP2'nin insan
kanserindeki patolojik rolii ve diger hastaliklarla olan iliskisi ilgi c¢ekmistir.
DUSP2’nin rollerinin ve MAPK sinyalizasyonunun daha iyi anlagilmasiyla birlikte,
bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklar, iltihaplanma, kanser veya diger hastaliklar i¢in

yeni tedaviler gelistirmek umut vaadedici olabilir (250).

2.3.1.3.Cift ozgiilliiklii fosfataz 4 (DUSP4)

DUSP ailesinin bir tiyesi olan ¢ift 6zgiilliiklii fosfataz 4 (DUSP4), MAPK fosfataz 2
(MKP?2) olarak da bilinir. DUSP4 geni kromozom iizerinde 8p12 konumunda yer alir.
DUSP4 geninin kodladig1 protein ise 394 aminoasit igerir, yaklagik 43 kDa’dir ve
cekirdekte lokalizedir. DUSP4 ekspresyonu mide, safra kesesi, mesane ve yag

dokularinda yiiksek bulunmustur (Sekil 13).

Sekil 13. DUSP4 geninin kromozom iizerindeki konumu (251)

Diger MAPK’lerden ziyade daha az calisilan DUSP4, MAPK sinyalizasyonunu
kontrol ederek hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinin diizenlenmesinde rol alir (22).

Bununla birlikte, DUSP4’iin kanserdeki islevi karmasiktir. MAPK sinyal yolaginin
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negatif diizenleyicisi olarak, DUSP4 bir onkogen veya tiimor baskilayic1 gen olarak
davranabilir. DUSP4'iin ekspresyonundaki azalma, kolorektal kanser (252), meme
kanseri (253), pankreas kanseri (254) ve yaygin B hiicreli lenfoma (255) dahil olmak
tizere ¢esitli kanser tiirlerinde ilerlemeyle iliskilidir. Ancak  DUSP4'in asir
ekspresyonu da kanser gelisimi ve ilerlemesine yol agmaktadir. DUSP4’{in artmis
mRNA seviyeleri, hepatomlarda, pankreas kanserinde, ailesel modiiler tiroid
karsinomu, c¢oklu endokrin neoplazi, papiller tiroid karsinomunda gézlenmektedir.
Ayrica, gliomada mRNA diizeyindeki asir1 artis ile DUSP4’iin epigenetik olarak
susturulmus bir gen oldugu bulunmustur (256). Ayni1 zamanda bir¢ok ¢aligsmaya gore,
DUSP4’iin kanserde ilag direnci ile iliskili oldugu da bildirilmistir (257,258).

Yapilan caligmalarda DUSP4’lin kanserden ziyade kardiyovaskiiler dneme sahip
oldugu da bulunmustur. DUSP4, hiicreleri hayatta tutmak i¢in hipoksi/reoksijenasyon
(H/R) hasarina yanit olarak MAPK’lerin aktivasyonunu diizenler. Buna bagli olarak
DUSP4’1in p38 aktivasyonunu baskilamasiyla hiicre apoptozu onlenir. Bunun aksine
DUSP4, H/R kaynakli oksidatif stres altinda bozulmaktadir. DUSP4'iin bozulmasi,
hiicre 61liimii ve apoptoza yol agan p38'in aktivasyonunun asir1 sekilde artmasina neden
olur. Ayrica, DUSP4’iin ekspresyonundaki asiri artig, hiicrede fazla miktarda bulunan
reaktif oksijen tiirleri (ROT) varliginda hayatta kalmaya yardimc1 olmak i¢in, hiicresel
nitrik oksit (NO) {iretimini artiran endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
ekspresyonunda ve stabilitesinde bir artisa yol agar. Benzer bir sekilde, DUSP4'iin asir1
ekspresyonu, ROT olusumunu indirgemek igin NADPH oksidaz 4 geninin (Nox4)
ekspresyonunda bir azalmaya yol agar. Genel olarak, DUSP4, hiicreye H/R kaynakli
oksidan strese karsi koruma i¢in ¢oklu mekanizmalar yoluyla antioksidan bir gen

olarak gorev yapar (Sekil 14) (259).
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Sekil 14. DUSP4’iin H/R kaynakli oksidan stresteki rolii (259)

Ayrica DUSP4, forbol esterleri ve biiylime hormonlar1 dahil olmak tizere bir dizi
uyarana yanit olarak da indiiklenebilmektedir. Ek olarak, ERK2’nin DUSP4 aracili
inaktivasyonunun, insan fibroblastlarinda replikatif yaslanma olusumunda kilit bir rol
oynadigr bulunmustur. DUSP4’tin fonksiyonlar1 bunlarla kisithidir ve daha ileri
caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir (260).

2.3.1.4.Cift ozgiilliiklii fosfataz 6 (DUSP6)

Cift 6zgiilliikli fosfataz olan DUSP6, MKP3 olarak bilinir ve sitoplazmada yer alir.
DUSP6 kromozomun 12q21.33 bolgesinde yer alir ve kodlama dizisi 1146 niikleotid

icerir. DUSP6 geninin kodladigi protein 381 amino asitten olusur ve molekiil kiitlesi
yaklagik 42.3 kDa’dir (Sekil 15).

Sekil 15. DUSP6 geninin kromozom tizerindeki konumu (261)

DUSP6, yiiksek oranda korunmug C-terminal domaininde, kanonik tirozin / treonin-
spesifik fosfataz isaret dizisi HCXXXXXR icerir. Burada sistein, esansiyel enzimatik
niikleofil gibi davranir ve arjinin fosfotirozin veya fosfotreonin iizerindeki fosfat grubu
ile dogrudan etkilesime girer. DUSP6'min amino-terminal domaini, arginin
bakimindan zengin kinaz etkilesimi motifi (KIM) ve 16sin yoniinden zengin niikleer

ihracat sinyali (NES) icerir (Sekil 16) (262).
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Sekil 16. DUSP6’nin domain yapisinin gosterimi (262)

DUSP6'in sitozoldeki lokalizasyonu, ERK spesifitesi i¢in oldukga etkilir ve DUSP1
ve DUSP4 gibi diger MAPK fosfatazlardan farklilik saglar, ayn1 zamanda ERK’in
sitoplazmada  tutulmasin1  ve hedef efektdrlerin  bulundugu  c¢ekirdege
translokasyonunun 6nlenmesi yoluyla, ERK i¢in daha etkin bir inaktivator yapar.
Boylece DUSP6, ERK sinyalizasyonu diizenleme mekanizmasina aracilik eder ve
ERK seviyelerini azaltan geri besleme diizenleyicisi olarak rol oynar (207,263).

DUSP6, ERK'nin negatif regiilasyonu sayesinde tiimdr baskilayici isleve sahiptir.
Tiimor baskilayict oldugu, pankreas kanseri, akciger kanseri, nazofarengeal karsinom,
meme kanseri ve bas boyun kanseri gibi ¢esitli kanserler tizerinde yapilan ¢aligmalarla
desteklenmistir. Daha ileri c¢alismalarda, DUSP6’nmin ERK aktivasyonunun

diizenlenmesi araciligiyla kemodirence sahip oldugu gosterilmistir (22).

DUSP6, ayrica genotoksik streslerin neden oldugu p53 kaynakli hiicre 6liimiinde
gorev alir. p53, farkli hedefteki gen gruplartyla hiicre dongiisiinii durduran veya hiicre
oliimiine sebep olan kilit bir rol oynar. P53, ERK fosforilasyonunu ve genotoksik
streslere cevap olarak B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) familyasina ait proteinlerin
ekspresyon seviyelerini diizenleyerek DUSP6’y1 indiikler. Yani DUSP6 hiicre
¢ogalmasinin inhibisyonunda rol oynayan p53 ile indiiklenen hedef genlerden birisidir.
p53, hiicre 6liimii yolagini hizlandiran hedef genleri (6rnegin, Noxa, PUMA, DRS,
Bax ve PIG3) aktive eder. Ek olarak, p53, ERK1/2'yi defosforile edebilen ve etkisiz
hale getirebilen DUSP6 gibi hedef genleri islemden gegirerek hiicrenin hayatta
kalmasini inhibe edebilir. ERK1/2'nin fosforilasyonu, Bcl-2'nin bozulmasina ve Bcl-2
iligkili 6liim promotoriin (Bad'in) aktivasyonuna neden olarak, mitokondriyal hasara

ve sonugta hiicre 6liimiine yol agar (Sekil 17) (264).
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Sekil 17. p53-aracili DUSP6 ekspresyonu arasindaki iliskinin sematik diyagrami (264)

2.3.1.5.Cift ozgiilliiklii fosfataz 10 (DUSP10)

MAPK fosfataz-5 (MKP-5) olarak bilinen DUSP10, hem c¢ekirdek hem de
sitoplazmada bulunan, JNK ve p38’e spesifik olan bir MAPK fosfataz olarak
tanimlanmistir. DUSP10 geni, kromozomun 1941 konumunda lokalizedir. DUSP10
geni tarafindan kodlanan protein 482 amino asitten olusur ve molekiil kiitlesi yaklasik
52.6 kDa’dir. Insan genomunda yer alan DUSP10 sekansi i¢inde yaklasik 3.4 ve
2.4 Kb'lik iki transkript tanimlanmistir (Sekil 18) (210).

Sekil 18. DUSP10 geninin kromozom {izerindeki konumu (265)

DUSP10 proteini, diger aile iiyelerinden farkli olarak iki CDC25 homoloji bolgesine,
bir C-terminal katalitik domaine ve bilinmeyen fonksiyona sahip N-terminal ugta 150

amino asit igeren diziye sahiptir (Sekil 19) (266).
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Sekil 19. DUSP10’un domain yapisi (266)

Insana ait DUSP10’un Kkatalitik ve kinaz baglayici alanlarin kristal yapi
karakterizasyonu, substratlara olan afinitesini tanimlamak i¢in belirleyici olmustur.
MAP kinaz baglayict domain, p38 ve JNK fosforilasyonu iizerinde etkisi ¢ok az olan
diger MPK'lardan yapisal olarak ayrilir. DUSP10 katalitik domaini, kendi basina aktif
bir konformasyon yapisi nedeniyle spesifiktir (267).

DUSP10, farkl: afinitelerde aktive edilmis MAPK'lerin hem pTyr (fosfo-tirozin) hem
de pThr (fosfo-treonin) kalintilarini1 defosforilleme yetenegine sahiptir. p38 ve JNK
MAPK’leri ERK ‘e gore daha segici ve etkili bir sekilde defosforile olmaktadir.
DUSP10, p38 ve c-Jun N-terminal kinazin (JNK) negatif regiilatoriidiir. Buna ek
olarak, DUSP10’un ERK?2 aktivitesini diizenledigi ve fosfo-kalintilar1 uzaklastirdigi
bildirilmistir. Yapilan baska bir ¢alismaya gore DUSP10’nun, ERK igin bir iskele
proteini olarak gorev aldigi bildirilmektedir. Yani DUSP10, ERK'yi sitoplazmada
tutar, ERK’y1 enzimatik olarak pargalamaktan korur ve ERK'ye bagli genlerin
transkripsiyonunu azaltarak negatif olarak diizenleme yapar. Bununla birlikte, giincel
caligmalar, DUSP10'un, MAPK olmayan substratlarinin fosfo-serin (pSer) kalintilarini
defosforile edebildigini de gostermistir (268,269).

DUSP10, hemen hemen tiim dokularda eksprese edilir. Ancak hematopoetik sistem ve
karaciger hari¢ diger dokulardaki ekspresyon seviyeleri diisiiktiir. En yiiksek
ekspresyon, miyeloid ve T hiicrelerinde goriiliir (270).

DUSP10, temel olarak farmakolojik ajanlar, miRNA'lar gibi uyaricilar veya belirli
inhibitorler tarafindan diizenlenebilmektedir. DUSP10 ekspresyonunu uyaranlar Sekil
21’de Ozetlenmistir. Bu uyaricilar arasinda epidermal biiyiime faktéri (EGF), D

vitamini ve hyaluronik asit bulunmaktadir. DUSP10'daki artislar, hipoksi, anizomisin
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veya ozmotik basing gibi bazi streslere cevap olarak da goézlenmistir. Ayrica, pro-
enflamatuar lipopolisakkarit (LPS), verotoksin ve oxi-LDL gibi ¢esitli dogal immiin
reseptor ligandlar1 makrofajlarda DUSP10 ekspresyonunu indiikler. Buna ek olarak
DUSP10 ekspresyonunu artiranlar arasinda resveratrol ve kurkumin gibi birkag anti-
enflamatuar bilesik yer almaktadir. Buna bagli olarak, MAPK’larin pro-enflamatuar
aktivitelerinin DUSP10 tarafindan baskilanmasi yoluyla aracilik edebilecegini
gosterir. Ote yandan, DUSP10 geni, farkli hastaliklar ve kanserlerde indiiklenen
mirRNA'lar tarafindan negatif olarak diizenlenebilir. Bu durumda DUSP10, miR-21,
miR-30b ve miR-155 i¢in dogrudan bir hedef haline gelmektedir (Sekil 20) (271,272).

EGF LPS Verotoksin D vitamini Anisomisin
Ozmotik Stres Hipoksi oksi-LDL
Hyaluronik asit Kurkumin Resveratro!
5 A KANSER
; Prostat Beyin Kemik iligi
B 7| Testis Lenf Nodu
= g o Kolon Timus g -* ENFLAMASYON
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N=R
2 < Owr Ka”“ger Kalp fekeleticost —} HASTALIKLAR
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y DOKU
HOMEOSTAZI

ASO77234-4 .

miR-21 miR155 miR30b = Indiiksiyon

i i s =) Represyon
miR-181 miR92a miR-7a-2-3p

Sekil 20. Farkli sinyallerin DUSP10’un ekspresyonu iizerindeki etkisi (272)

DUSP10, immiin yanitlar sirasinda indiiklenebilir bir fosfataz olarak gorev
yapmaktadir. Fare lenfositlerinde yapilan bir ¢alismada, DUSP10 geninin yapisal
olarak eksprese edildigi, ancak T hiicre reseptdrii aktivasyonunu takiben azalacak
yonde diizenlendigi belirlenmistir. Buna karsilik, DUSP10 makrofajlarda yapisal
olarak eksprese edilmez ve LPS stimiilasyonundan sonra azalacak yo6nde
diizenlenir. Bu fosfatazin immiin sistemin gelisimi i¢in gerekli olmadigi, dogal ve
adaptif immiin yanitlarda, p38 ve JNK aktivitesinin sinirlandirilmasinda ve sitokin
tiretiminin  diizenlenmesinde gerekli oldugu bildirilmistir. Bunu takiben ¢ogu
aragtirmact DUSP10'un hastaliklardaki bagisiklik ve iltihaplanma aktivitesine
odaklanmistir ve ekspresyonunun azalacak veya artacak yonde diizenlendigini ortaya

koymustur (273).
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DUSP10'un kanserdeki olasi rolleri ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. DUSP10
ekspresyon seviyesi, kanserli dokularin ¢ogunda, normal dokuya gore daha yiiksektir
ve timor tipine gore degiskenlik gosterir. Bu da DUSP10’un pro-tiimorijenik bir role
sahip oldugunu belirtir. Ornek olarak bazi metastatik melanom tiirleri ve meme kanseri
karsinomlar1 yiiksek DUSP10 ekspresyonuna sahiptir. Bunun yani sira, DUSP10'un
kanserde baskilayici rol oynadigini belirten bazi ¢alismalar da vardir. Bagka bir
caligmada, karaciger ve bazi kan hiicreleri hari¢ olmak iizere normal dokularin
DUSP10 ekspresyonunun diisiik oldugu bulunmustur (270,274). Ote yandan, son
yillarda kanser alaninda yapilan bircok arastirma
calismasi, kolon kanseri dokusunda DUSP10 artisinin, akciger, meme, prostat ve
glioblastoma gibi diger kanser tiirlerine goére daha az oranda oldugunu
bildirmistir. Bununla birlikte, DUSP10'un kanserdeki roliinii belirlemek i¢in spesifik
hastaliklarda daha basit ve klinik arastirmalar yapilmasi gerekecektir (269).

p38 ve INK MAPK'lerin, ¢ogalma, farklilasma ve hayatta kalma gibi gesitli hiicre
islemlerine nasil dahil edildigi iyi bilinmektedir. Bu sinyalizasyonun diizenlenmesi,
tiimdr olusumu i¢in ¢cok dnemlidir. Sonug olarak, DUSP10’un bu sinyalizasyonlardaki
rolii ile kanser ilerlemesinin kontrolii ve terapotik stratejiler gelistirilmesi i¢in bu yolun

diizenlenmesi ¢ok onemlidir (188,272).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.Kullanilan Cihazlar

o Hassas Terazi (Denver Instrument Company, USA)

° Laminar hava akim kabini (Steril-Vbh)

o Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)

. Manyetik karistirict (BIBBY Stuart, UK)

. Masaiistii mikro santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)

o Mikropipetler -10 ul, 20 ul, 200 pl ve 1000 pl- (Gilson, USA)
. PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

o Real-Time PCR Cihazi/Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)
o Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

. Karbondioksitli Inkiibator

. Propsonikator

o UV-Goriiniir Bolge spektrometresi

o Otoklav (Niive- Turkiye)

o Zeta Potansiyel Cihazi

o Su Banyosu

. Invert Mikroskop

. Dijital Pipet

. Mikroplaka Okuyucu

. 4°C Buzdolab1

. -80° C Derin Dondurucu
3.2 Kullanilan Plastik Malzemeler

. 0,2 ml ve 2,0 ml mikro santrifiij tiipleri (Axygen)

o 0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl mikropipet uglar1 (Axygen)
. 100 ul PCR tiipleri (Qiagen)

. 15 ml ve 50 ml konik u¢lu falkon tiipleri (LP’s)

o 5 ml, 10 ml, 25 ml plastik pipetler (LP Italiana SPA)

o 96 kuyucuklu plaka
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o 6 kuyucuklu plaka

. 25’lik flask

. 75’1ik flask

o Kriyoviyaller (1.8 ml)
o Pastor pipeti

o Eldiven
3.3.Kullamlan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

o Etil Alkol (Merck, Germany)

o Fosfat Tamponu (PBS) (Sigma, USA)

o RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

o RT First standart kit (Qiagen, Germany)

. RT? qPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)

. RT? SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany)
o DU-145 prostat kanseri hiicre hatt1

o MTT (3-(4.5-dimetilthiazol-2-yl)

. TiO, nanopartikiilii

. PEG-maleik asit anhidrit

o Agqua koruyucu

o Ultra saf su

° DMEM

° EMEM

o Fetal s1gir serumu
o Tripsin

o Penisilin
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3.4 Kullanilan Hiicre Hatti
3.4.1.DU145 (ATTC ® HTB-81™) prostat kanseri hiicre hatti

Bu tez ¢alismasinda kulanilan hiicre hatt1 olan DU-145, insan prostat kanseri hiicre
hattidir. DU-145, 69 yasindaki primer prostat adenokarsinom kdkenli merkezi sinir
sistemi metastazi olan beyaz 1rkl1 bir erkekten elde edilen, yiizeye tutunma 6zelligine

sahip, epiteliyal bir hiicre hattidir (Sekil 21, Sekil 22).

Sekil 21. Diisiik yogunluktaki DU-145 hiicre hattinin mikroskopik goriintiisii (20x)

Sekil 22. Yiiksek yogunluktaki DU-145 hiicre hattinin mikroskopik goriintiisii (20x)
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Ayrica DU-145 hormona duyarli degildir ve PSA ekspresyonu yoktur. DU145
hiicreleri, yiiksek metastatik potansiyele sahip olan PC3 hiicrelerine kiyasla orta
derecede metastatik potansiyele sahiptir. DU145 hiicrelerinin androjen reseptorii

pozitiftir.
3.5.TiO2 nanopartikiillerinin ve PEG-TiO2’nin sentezi

TiO2 nanopartikiilii sol jel yontemi kullanilarak elde edildi. Bunun i¢in 108 ml
titanyum(111) fosfit (TIP), 252.5 ml isopropanol igerisine eklendi ve karisim 500 rpm
de 5 dakika manyetik karistiricida karistirildi. Karistirma isleminden sonra 2 ml
hidroklorik asit (HCI) 25.5 ml n-propanol karisimi biiret ile ekleme orani 1ml/min
olacak sekilde alkoksit ¢ozeltisi tizerine eklendi. Bu durumda molar oran HCI//TIP
0.54 olarak ayarlandi. Karisim 30 dk karistirildi. Karistirma islemi bitiminde 25.33 ml
su ve 160.3 ml isopropanol karisimi biiret ile ekleme orani 1ml/min. olacak sekilde
alkoksit ¢ozeltisi tizerine eklendi. Bu durumda molar oran H>O/TIP 4 oldu. Karisim
24 saat oda sicakliginda karistirildi ve sonunda jel iriin elde edildi. Jel, ¢oziicii ve
sudan ayrilmak {izere santrifiijlendi ve gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra 400°C de 1 saat kil firiminda bekletildi. Bu islemler sonucu da TiO2

nanopartikiilii elde edildi.

PEG-TiO2’nin sentezinde ise Oncelikle 100 mg/ml PEG-maleik asit anhidrit suda
¢oOziildii ve pH*1 0,1 M NaOH ile 4’e ayarlandi. Karboksil gruplarini aktive etmek icin
0,8 mol/l derisiminde olan 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 0,6 ml hacimde eklendi ve
soliisyon oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 0,3 ml 0,2 M 4-amino-
salisilik asit (ASA) soliisyonu eklendi ve soliisyon 40 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
Tepkimeye girmeyen ASA ve diger kiigiik molekiiller 5 kez santrifiij islemine tabi
tutuldu ve tepkimeye giren PEGMA-ASA ¢oziiciisiiniin degisimi 25 °C’de; 20 hPa 3
dakika ve 5 hPa 35 dakikada ger¢eklestirildi. PEGMA-ASA’nin konsantrasyonu
dimetil formamit (DMF) ile 50 mg/ml’ye ayarlandi. Asidik TiO2 ¢ozeltisi organik
titanyum bilesiginin hidrolize dayali termal sentez yoluyla hazirlandi ve bu islemin
sonrasinda peptizasyon yapildi. Klorotitanyum triizopropoksidin hidrolizinden sonra
nitrik asit ile peptizasyon 80 °C’de gergeklestirildi. Tepkiyen maddenin (reaktantin)
%20 “lik kat1 igerigi (agirlik/hacim) 1.5 M HNOs ile ayarlandi. Sonrasinda 30 dk 200
kHz ultrasonifikasyona tabi tutuldu ve zeta potansiyel cihazi ile partikiil boyut
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dagilimina bakilidi. TiO2 soliisyonu (0,75 ml) 10 ml DMF eklendikten sonra 5 ml 50
mg/ml PEGMA-ASA nin igerisine eklendi ve karigtirildi. 130 °C’de 16 saat inkiibe
edildi ve tepkime 600 rpm de hizli bir sekilde karistirilarak soliisyon elde edildi.
Tepkime sona erdiginde oda sicakliginda sogutulan ve reaksiyona giren PEG-TiO>
¢oziiciislinlin degisimi 40 °C’de 5 hPa 10 dakikada gergeklestirildi. PEG-TiO2 sulu
soliisyonunun konsantrasyonu su ile 10 mg/ml’ye ayarlandi ve PEG-TiO2 sulu

soliisyonu 5 kere santrifiij edilerek tekrar zeta potansiyel degerine bakildi.
3.6.PEG-TiO2 Nanotasiyici sisteme DOX ve PTX ilaglarinin yiiklenmesi

PEG-TiOz ilizerine yiiklenecek olan PTX ve DOX 0.5 mmol/L pH 8'de gece boyunca
PEG-TIO2 soliisyonlart (~ 0.2 mg / mL) ile karistirildi. Baglanmamis fazla PTX ve
DOX 100 kDa filtreden gegirildi, ayirildi ve yikama iglemi tekrar edildi. Daha sonra
elde edilen PEG-TiO2-PTX ve PEG-TiO2-DOX 4 ° C'de muhafaza edildi (275).

3.7.Hiicre Kiiltiiri

Bu tez ¢alismasinda, % 10 fetal sigir serum (FBS), % 1 penisilin-streptomisin ve % 1
L-glutamin ile takviye edilmis DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyeri
kullanildi. DU-145 prostat kanseri hiicre hatt1 37°C, % 95 nem ve % 5 CO2’ 1i etiivde

inkiibe edilerek ¢ogaltildi. Cogaltma islemi ve sonrasinda asagidaki adimlar izlendi
(276,278).

1. % 10 DMSO ve % 90 FBS ile kriyotiipe hazirlanan, ardindan -80°C’ de dondurulan
DU-145 prostat kanseri hiicre hatt1, sicakligi 37°C’ ye ayarlanmis su banyosunda hizla
¢ozdiiriiliip kriyotiip igerisine hizli bir sekilde besiyeri ilave edildi.

2. Karigim 15 ml' lik santrifiij tiiplerine alinip ve 8 ml daha besiyeri ilave edilerek
300g’de 5 dk santrifiij edildi.

3. %10 FBS (Fetal sigir serum), %21 Penisilin-Streptomisin (PS) ve % 1 L-glutamin ile
birlikte DMEM’ den olusan besiyeri karigimi hazirlandi.

4. Siipernatant uzaklastirilip, peletin tizerine 6 ml besiyerinden (DMEM-FBS-PS)
eklenerek 25 ml’ lik flasklara aktarildi.

5. Flasklarin 37°C'deki % 5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakilmasini miiteakiben

ilk giin 24 saat sonrasinda, sonraki giinlerde 48 saatte bir, besi ortamlar1 yeniledi.
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6. Hiicreler biitiin flaskin yiizeyini yogun bir sekilde kapladiginda baska flasklara pasaj
yapildi, kaplamamissa flasktaki sivi dokiilerek yiizen 6lii hiicreler uzaklastirildi. Daha
sonra flaska besiyeri karigimindan yaklasik 5 ml eklenerek inkiibasyona birakildi.

7. Pasajlama i¢in, flaskta bulunan sivi aspire edildi ve flasklar fosfat tamponu ile iki

kez yikandi.

8. Hiicrelerin iizerine 1 ml tripsin ilave edilip flasklar 5-10 dakika inkiibatorde

beklendi.

9. Inkiibatérden alman flasklar mikroskopla incelenip, tiim hiicrelerin kalkip
kalkmadig1 kontrolii yapildi.

10. Hiicreler kalktiktan sonra eklenen tripsinin ayni hacminde besiyeri eklenerek
notralizasyon yapildi ve bulunan hacim 2 flaska ayrildi.

11. Daha sonra gogaltmak i¢in flasklar tekrar inkiibasyona birakildi.

12. Biiyiiyen DU-145 prostat kanseri hiicre hatt1 1x10° hiicre/kuyu 96 oyuklu plakalara

ekildi ve 24 saat boyunca kiiltiire edildi.
3.7.1.Hiicre canhiligimin belirlenmesi

Kiiltiire edilen hiicrelerin canliligini ve ilgili deneyler igin sayisini tespit etmek
amaciyla Tripan mavisi ile boyama yapildi. Tripsinizasyon sonrasinda 15 ml'lik
falkona alinan hiicre siispansiyonu 1200 rpm'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
falkon tiipte kalan hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile resiispanse edildi. Hiicre siispansiyonu
1:1 oraninda (50 pl: 50 pl) Tripan mavi boyas: ile karistirilip Thoma laminda 40X
biiylitme altinda sayildi.

3.7.2. Hiicre sayim

Hiicre sayimi, boya dislama metoduna gore tripan mavisi boya kullanilarak yapildi.
(278). Canli hiicrelerin membran yapisinin korundugu bu yontemde tripan mavisi
hiicre igerisine giremezken, membran yapisinin bozuldugu 6lii hiicrelerde boya hiicre
icine gecer ve hiicreler mavi renge boyanir. Hiicreler, hiicre sayimi i¢in tasarlanmig
Thoma lamina damlatildi ve iizeri lamel ile kapatilarak mikroskop altinda tek tek

sayim yapildi.
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1. Hiicreler inkiibatorden ¢ikarildi, tripsinizasyon iglemi ile hiicrelerin flask tabanindan
ayrilmasit saglandi ve eklenen tripsin miktarina uygun besiyeri ilave edilerek

noétralizasyon igslemi gerceklestirildi. Cok az miktar1 1.5 ml’lik bir ependorfa alindi.

2. Elde edilen hiicre siispansiyonun yogunluguna bagli olarak seyreltme islemi yapildi.
Ependorftan 50 pl hiicre stispansiyonu ayri bir 1.5 ml’lik ependortfa alindi, lizerine ayni
hacimde ( esit hacimde olmali 50 pl ) tripan mavisi’nden (%0.4) ilave edilerek

homojen hale gelecek seklide pipetaj yapild.

3. 10 pl hiicre/tripan mavi karisimi pipetle ¢ekildi ve Thoma laminin tam ortasina
damlatildi. Thoma laminin {izeri hava kabarcigi kalmayacak sekilde lamel ile
kapatildi.

4. Mikroskoba yerlestirilen Thoma laminin sayim ¢izgileri 40X mikroskop ayarinda
bulundu. Sekil 23’te gosterildigi gibi, sadece merkezde cizgilerin kesistigi 1 mm? *lik
alandaki 16 karenin icindeki maviye boyanmamus canli hiicreler sayildi (Olii
hiicrelerin her tarafi mavidir). Bu islem 5 defa yapildi ve ortalamasi alindu.

5. Asagidaki formiile gore 1 ml’deki canli hiicre sayis1 hesaplandi.

Canh hiicre sayis1 (hiicre/ml) = Ortalama hiicre sayis1 x 2 x 10°

Ortalama hiicre sayist: 5 defa 1 mm? ’lik alandaki 16 kare sayildiktan sonra, toplam
hiicre sayisinin 5’e boliinmesiyle elde edilir.

10° : her 1 mm? alan hacim olarak 0.1 mm? ’e, bu da 10 ml’ye esit oldugu icin,
ml’deki hiicre say1sin1 bulmak igin 10° ile carpilir.

2: Alinan 6rnek hacmine esit miktarda tripan mavisi konuldugu i¢in 2 kat seyrelir, bu
ylizden 2 ile ¢arpilir. Sayim i¢in alinan 6rnek seyreltildiyse, bulunan sonug¢ en son

seyreltme faktorii ile carpilir.
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Sekil 23. Thoma laminin mikroskop goriintiisii

3.8. Sitotoksisite Deneyleri

3.8.1.MTT testi

Arastirmanin ilk asamasinda; TiO2, PEG-TiO2, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX,
DOX ve PTX’in DU-145 prostat kanseri hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivitelerinin
incelenmesi planlandi. Bu amagla TiO2, PEG-TiO2, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX,
DOX ve PTX’in bu hiicre hatlar1 iizerine anti-kanser aktiviteleri (3-(4,5-dimetil tiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) kullanilarak belirlendi. Oncelikle belirli
yogunluktaki hiicreler, 96°lik plakalara ekildi. Ardindan yukarida belirtilen ilaglar 0,5-
50 pg/ml araligindaki konsantrasyonlarda hiicrelere 1 pL hacimde uygulandi.
Hiicreler bu ilaglara, 24, 48 ve 72 saat olmak iizere inkiibasyona maruz birakildi. Bu
stireler sonunda MTT 6l¢timii yapildi. Bunun i¢in kisaca, her bir oyuga 10 uL MTT (5
mg/ mL) belirteci eklendi ve 2 saat siire ile 37°C’de %5 CO> igeren ortamda inkiibe
edildi. Besiyeri ve MTT aspire edildikten sonra formazan kristallerini ¢é6zmek igin
DMSO (Dimetil siilfoksit) kullanildi. 100 pL.. DMSO eklenerek 15 dk boyunca oda
sicakliginda karistiric1 iizerinde inkiibe edildi ve 570 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Absorbans, bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 6lgiildii. Her bir
ornek i¢in bu Olgiimler 3 tekrarli yapildi ve en az ii¢ farkli pasaj numarasinda

tekrarlandi. Daha sonra, 1Csg degerleri (inhibe edici konsantrasyon; hiicre bilylimesinin
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%50’ sini inhibe eden bir bilesik konsantrasyonu) hesaplandi ve islemden gegirilmeyen
kontrol grubuyla karsilagtirildi.

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] deneyi, daha Once
bazi modifikasyonlarla tarif edilen mitokondriyal fonksiyonu arastirmak igin
kullanildi. Sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesi i¢in en sik kullanilan
yontemlerden birisi olan MTT, suda ¢6ziinen bir tetrazolium tuzu olup ¢ozeltisi
sarimtirak renklidir. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi
sonucu MTT, c¢oziinmeyen mor renkli formazana doniisiir. Bu doniisim canli
hiicrelerin mitokondrileri aracilig1 ile gergeklesmektedir. Tetrazolium tuzunun sadece
metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden
dolay1 bu yontem sadece canli hiicreleri belirlemektedir. Olugan bu formazan dimetil
stilfoksit, izopropanol veya baska bir ¢oziicii yardimi ile ¢oziiniir hale getirilir ve

olusan renk spektrofotometrik olarak okunup miktar tayini yapilir (276,277).
3.9.Hiicrelerden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, katolog numarast 74104 olan RNeasy (Qiagen) mini izolasyon Kkiti
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda yapildi. Calismaya
baslamadan 6nce bazi 6n hazirliklar yapilds. Ilk olarak 1 ml RLT tamponu igerisine 10
ul B-merkaptoetanol eklendi (alternatif olarak 2 M 20 pl dithiothretiolde eklenebilir).
Ikinci olarak RPE tamponuna % 96°lik etanolden 4 hacim eklendi. Daha sonra DNAse
I stok soliisyonu hazirlandi.

1) Hiicreler iizerine yaklagik 600 pl RLT tamponu eklenerek homejenizasyon iglemi

ile hiicreler lizat haline getirildi.

2) Lizat lizerine %70’ lik etanolden bir hacim eklendi ve pipet yardimiyla iyice
karistirildi. Elde edilen lizat 3 dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Siipernatant

kisim bir pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde ayrildi.

3) Ornekten 700 pl alind1 2 ml toplama tiipii igerisinde bulunan RNeasy mini spin

kolona dikkatli bir sekilde aktarildi. Sonra 8000xg’ de 15 saniye kadar santrifiij edildi.

4) RNeasy mini spin kolona 700 ul RW1 tamponu eklendi ve 8000xg’ de 15 saniye
kadar santrifiij edildi.
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5) RNeasy mini spin kolona 500 pl RPE tamponu eklendi ve 8000xg’ de 15 saniye
santrifiij edildi.

6) Yine RNeasy mini spin kolona 500 ul RPE tamponu eklendi ve 8000xg” de 2 dakika
santrifiij edildi. istege bagl olarak RNeasy mini spin kolon 2 ml’ lik yeni bir tiipe
alindi. Membrani kurutmak icin 1 dakika tekrar santrifiij yapildi.

7) RNeasy mini spin kolon yeni bir 1,5ml’ lik yeni bir toplama tiipiine alindi. Kolon
membranina direk olarak 30-50 ul RNeasy-free su eklendi. Toplama tiipiiniin
kapaklar1 kapatilarak 8000xg” de 1 dakika santrifiij edildi.

8) Elde edilen RNA’ lar, nanodrop cihazi (Green Bioresearch, USA) ile kantitatif
olarak oOl¢iildii. RNA’ lar ya hemen kullanildi ya da daha sonra kullanilmak {izere -

80°C' ye kaldirildu.
3.10.cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in RT2 First Strand cDNA Sentez Kiti (Qiagen, kat. no: 330404)
kullanild: (Tablo 5).

Tablo 5. cDNA sentez kitinin igerigi

Madde Hacim

GE tampon 50ul

BC3 tampon 100ul

RE3 Reverse transkriptaz 50ul

Kontrol P2 25ul

Niikleaz free su iml
c¢DNA sentez protokolii:

1) RT2 First Strand cDNA sentez kiti ¢oziindiikten sonra 15 saniye kadar santrifiij
edildi.

2) Her bir RNA 6rneginden cDNA sentezi Tablo 6’ya gore gergeklestirildi.
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Tablo 6. Genomik DNA eliminasyon karigimi

Madde Hacim
RNA 25ng — 5pg
GE tampon 2ul
Niikleaz free su Uygun miktar
Toplam hacim 10pl

3) Genomik DNA eliminasyon karisimi 42°C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Sonra buz
tizerinde 1 dakika bekletildi.

4) Reverse transkriptaz karigimi Tablo 7’ye gore hazirlandi.

Tablo 7. Reverse Transkriptaz karigimi

1 Reaksiyon 6 Reaksiyon 24 Reaksiyon

Madde i i )
Hacmi Hacmi Hacmi
5xBC3 Tampon 4ul 24ul o6ul
P2 Kontrol imi oul 24ul
RE3 Reverse Transkriptaz 2ul 12ul 48ul
Niikleaz free su 3ul 18ul 72l
Toplam hacim 10ul 60ul 240ul

5) 10ul genomik DNA eliminasyon karigimi igeren her tiipe 10 pl reverse
transkriptaz karisimi eklendi. Elde edilen karisim dikkatli bir sekilde alt {ist edilerek
karisgtirildi.

6) mRNA analizi i¢in qPCR protokolii

- 42°C’ de 15 dakika ilk inkiibasyon

- 95°C” de 5 dakika ikinci inkiibasyon yapilip reaksiyon durduruldu.

7) Her bir reaksiyon tiipiine 91 pl RNase-free su eklendi.Bir kag saniye pipetle alt {ist

edilerek ornekler karistirildi.

8) Reaksiyon tiipleri buz iizerine yerlestirildi ve RT-PCR analiz hazirliklar1 yapilda.
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3.11. Real Time PCR (RT-PCR)

RT-PCR analizi RT? SYBR Green qPCR Mastermix Kiti kullanilarak gergeklestirildi.
Mastermix tiiplerinde olusabilecek ¢okelti i¢in 42°C’de 1 dakika bekletilip
vortekslendi. Calismada, 25 pul qPCR karigimi 1 pl diliie cDNA igerecek sekilde
hazirlandi. Deneylerde tiim cDNA ornekleri ayni sartlarda 3’er kez calisildi. Bu ¢
Ol¢iimiin ortalamasit analizlerde kullanildi. Calismada housekeeping gen(GAPDH),
kontrol ve ¢alisma grubu arasindaki ekspresyon diizeyi farkliliklarini belirlemek

amaciyla i¢ kontrol olarak kullanildi (Tablo 8).

Tablo 8. RT-PCR kosullar1

Madde Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5ul
cDNA Tl
RT? gPCR primer Tl
RNase free su 10,5ul
Toplam Hacim 25ul

Real Time-PCR reaksiyonu Rototor Gene 6000 marka cihazda Tablo 9’da verilen

dongii program1 uygulanilarak gergeklestirildi.

Tablo 9. Déngii kosullart

Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dakika! 1
95°C 15saniye 40
60°C 1dakika? 40

'HotStart DNA polimerazin aktivasyonu
2Her dongiiniin uzama basamaginda her bir 6rnek icin SYBR Green floresans

belirlenmesi ve kaydedilmesi.
3.12.Primerler

SYBR Green, gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla kullanilan, ¢ift zincirli DNA’

ya baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR
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iriiniine baglanmasi lirtin miktar1 ile orantili olarak floresans aciga ¢ikmasini saglar.
SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en
onemli asamadir. Bu teknigin basariyla uygulanabilmesi i¢gin PCR primerlerinin
sadece 6zgiil cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya 6zglil olmayan amplifikasyon
tiriini olusturmamasi gereklidir. Caligmamizda kullanilan primerler Tablo 10°da

verilmisgtir.

Tablo 10. RT-PCR yonteminde kullanilan primerler, firma ve katalog numaralari

Primerler Katalog Numarasi Firma
DUSP1 QT00036638 Qiagen
DUSP2 QT00199794 Qiagen
DUSP4 QT00067018 Qiagen
DUSP6 QT00209986 Qiagen
DUSP10 QT00082117 Qiagen
GAPDH PPHO00150F Qiagen

4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Sitotoksisite ¢aligmasi igin; tiim deneyler ii¢ kopya halinde gerceklestirildi ve sonuglar
ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edildi. Veriler, tek yonlii varyans
analizi kullanilarak analiz edildi. ICso, istatistiksel yazilim GraphPad Prism7
(GraphPad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) tarafindan belirlendi. Gen ekspresyon
deneylerine ait tim RT-PCR analiz sonuglari, Rotor-gene 6000 Series Software
Version 1.7 yazilimi ile kantite edildi. Verilerin AACT metodu ile istatistiksel analizi
“RT?  profiler RT-PCR  Array Data  Analysis  version  3.5”
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)yazilimi kullanilarak

gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1.PEG-TiO2 PEG-TiO2-DOX ve PEG-TiO2-PTX Sentezi ve Karakterizasyon

Analizi

Sentez isleminde ilk olarak TiO2 nanopargaciklar1 elde edildi, daha sonra
kararliliklarini ve biyouyumluluklarini arttirmak i¢in TiO2 NP'leri PEG ile modifiye
edildi. PEG-TiO.-DOX nanotasiyict temelli ilaglart sentezlemek amaciyla PEG-
TiO2 NP'lerine DOX eklendi. DOX'in PEG-TiO2 NP'lerine basariyla yiiklenip
ylklenmedigini belirlemek i¢in UV spektrum analizi yapildi. Sekil 24°de goriildigi
gibi, DOX'un karakteristik pik degeri 488 nm'dedir. Sekil ayrica agikca
gostermektedir ki, 488 nm'de bulunan pik DOX, PEG-TiO2 yiizeyine adsorbe

edilmistir.
1 -
488 nm (DOX)
0,8 7
! TiO2-PEG
(%] .
€06 - e Ti02-PEG-DOX
=
=1
204 -
q r
0,2 A
0 T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
Dalga boyu [nm]

Sekil 24. PEG-TiO2 ve PEG-TiO2-DOX nanopartikiillerinin UV-Goriiniir bolge

absorbsiyon grafigi

PTX'in PEG-TiO2 nanotasiyici sisteme basariyla yiiklenmesi ise ayni sekilde UV-
goriiniir spektrum analizi ile dogrulandi. Sekil 25’da gosterildigi gibi, PTX'in
karakteristik pik degeri yaklagik 250 nm'de bulundu. Bu sonuglar, PTX'in PEG-TiO>

nanotastyici sisteme bagarili bir sekilde yiiklendigini gosterdi.
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Sekil 25. PEG-TiO2 ve PEG-TiO2-PTX nanopartikiillerinin UV-Goriiniir bolge

absorbsiyon grafigi
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5.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

DU-145 hiicre hattina uygulanan PEG-TiO,-DOX, PEG- TiO,-PTX, PEG-TiO,, TiO,,
DOX ve PTX’in sitotoksik dozu MTT testi ile belirlendi (Sekil 26).

Sekil 26. DU-145 Prostat kanseri hiicre hattinda PEG-TiO,-DOX, PEG- TiO,-PTX,
PEG-TiO,, TiO,, DOX ve PTX’in ICso dozlarimin belirlenmesi (MTT Testi)
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5.3.PEG-TiO2 Nanotasiyict temelli DOX ve PTX ilaclarnmn Sitotoksik

Aktivitesinin Belirlenmesi

Prostat kanseri hiicre hatt1 (DU-145) lizerine, PEG-TiO,-DOX, PEG- TiO,-PTX, PEG-
TiO,, TiO,, DOX ve PTX’in 0,5-50 pg/ml araligindaki derigimleri uygulandi. Her biri

24, 48, 72 saat inkiibasyona birakildi ve siire sonunda yasayan hiicre sayist MTT
deneyi ile analiz edildi. Analiz sonuglar1 bos kontrol ve su kontrol grubuna dahil olan
hiicreler ile kiyaslama yapilarak elde edildi. Elde edilen bulgulara gore; prostat kanseri

hiicre hattina (DU-145) uygulanan PEG-TiO,-DOX, PEG- TiO,-PTX, PEG-TiO,,
TiO,, DOX ve PTX’in sitotoksik aktivitesi degerlendirildi. Bu durumda PEG-TiO,-
DOX, PEG-TiO,-PTX, PEG-TiO, TiO, DOX ve PTX’in DU-145 iizerindeki

sitotoksisitesinin kontrol grubundaki hiicrelere nazaran en aktif 72 saat inkiibasyonda

oldugu saptandi. Ilag baglh nanotastyici sistem dahilinde olan PEG-TiO,-DOX ve
PEG-Ti0,-PTX’in sitotoksik aktivitesinin 24, 48, 72 saatte DOX ve PTX ilaglarina

gore daha aktif oldugu bulundu. DOX ve PTX kendi aralarinda degerlendirildiginde
ise PTX’in 24 saatteki sitotoksik aktivitesinin DOX’a gore yiiksek oldugu gozlendi.

Ayrica PEG-TiO,’in digerlerine kiyasla en diisiik sitotoksik aktiviye sahip oldugu
belirlendi. Ayn1 zamanda TiO> nanopartikiiliiniin hiicreler tizerindeki toksik etkisinin
PEG-TiO2’ye nazaran yiiksek oldugu degerlendirildi. Buna gore ila¢ bagli nanotastyici
sistemlerin sadece ilag¢ tedavisine gore daha etkili oldugu ve kanser terapisi i¢in umut

verici oldugu kanisina varildi (Sekil 27) (Tablo 11).
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Sekil 27. DU-145 hiicre hattinda 24 saat, 48 saat ve 72 saat 0,5-50 pg/ml doz
araliklarinda PEG-TiO,-DOX, PEG-TiO,-PTX, PEG-TiOZ’ TiOZ’ DOX ve PTX’in

uygulamasinin hiicre canliligina etkisi



Tablo 11. PEG-TiO,- DOX, PEG- TiO,- PTX, PEG-TiO,, TiO, DOX ve PTX’in 24
saat, 48 saat ve 72 saat sonrasi DU-145 prostat kanseri hiicre hatt1 {izerindeki ICso
degerleri

I1C;) (ng/ml£SD¥)
24h 48h 72h
PEG-TiO,- DOX 5,87+0,89 2,42+1,07 1,94+0,33
PEG- TiO,- PTX 3,10+1,03 1,72+1,06 0,53+0,11
PEG-TiO, >50,00 33,92+2,43 13,62+3,31
TiO, 11,68+0,69 4,99+1,08 1,1240,16
DOX 7,24+0,39 3,48+1,28 1,15£2,11
PTX 4,61+0,59 3,32+0,44 2,42+0,28

5.4.Real Time-PCR Verilerinin istatistiksel Analizi

5.4.1.Genlerin ekspresyon diizeyleri

DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarina uygulanan ilaglarin 48 saat inkiibasyonu
sonrasi izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA Ornekleri kullanilarak DUSP
genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. Bu ¢aligmada
housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir. GAPDH ile ¢alisma genlerinin
ekspresyon diizeyleri normalize edilmistir. Real Time-PCR reaksiyonu sonucunda
GAPDH i¢in 6rnek olarak spesifik amplifikasyon egrisi ve erime egrileri asagidaki

Sekil 28°da verilmistir.
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Sekil 28. GAPDH geninin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi
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6 B |Bos K-DU145-GAPDH Unknown  |20,89

7 B |SuK-DU145-GAPDH Unknown (20,75

DU145 prostat kanseri hiicre hattindan elde edilen bos kontrol, TiO2, PEG-TiO2, DOX,
PTX, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX orneklerinin uygulanmasi sonrast RNA
izolasyonu yapildi. Sonra RNA 6rneklerinden elde edilen cDNA 6rneklerinde DUSP1,
DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz gruplart asagidaki tabloda siniflandirilmistir
(Tablo 12).

Tablo 12. DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerininin ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesinde gruplarin siniflandirilmasi

Kontrol Grup Kontrol
TiO, Grupl
PEG-TiO; Grup2
DOX Grup3
PTX Grup4
PEG-TiO,-DOX Grup5
PEG-TiO.-PTX Grup6

5.4.2.Cift ozgiilliiklii fosfataz geninin (DUSP1) ekspresyon diizeyi

DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarina TiO,, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO>-
DOX, PEG-TiO2-PTX’in ICsp dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole
edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak DUSP1 geni ekspresyon
diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. DUSP1 geni ekspresyon diizeyleri,
DU-145 kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden incelendiginde kontrol grubuna gore

diger gruplarin ekspresyon diizeyinde sirasiyla 1.54, 2.19, 6.77, 9.25, 143.15 ve 26.17
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kat azalma izlendi. Sonuglara bakildiuginda farkliligin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriildii (*p<0,0001) (Sekil 29).

Fold Change

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Sekil 29. DUSP1 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

5.4.3.Cift ozgiilliiklii fosfataz geninin (DUSP2) ekspresyon diizeyi

DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarina TiOz, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO»-
DOX, PEG-TiO2-PTX’in ICsp dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole
edilen RNA’dan elde edilen ¢cDNA o6rnekleri kullanilarak DUSP2 geni ekspresyon
diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. DUSP2 geni ekspresyon diizeyleri,
DU-145 kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden incelendiginde, kontrol grubuna gore
diger gruplarin ekspresyon diizeyinde sirasiyla grupl de 2.02 kat artis diger gruplarda
ise 2.69, 4.85, 3.38, 1.62ve 1.90 kat azalma izlendi. Sonuglara bakildiginda farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0,0001) (Sekil 30).

Fold Change

Group 3 Group 4

Sekil 30. DUSP2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi



5.4.4.Cift ozgiilliiklii fosfataz geninin (DUSP4) ekspresyon diizeyi

DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarina TiO2, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO»-
DOX, PEG-TiO2-PTX’in ICsq dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole
edilen RNA’dan elde edilen cDNA o6rnekleri kullanilarak DUSP4 geni ekspresyon
diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. DUSP4 geni ekspresyon diizeyleri,
DU-145 kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden incelendiginde, kontrol grubuna gore
diger gruplarin ekspresyon diizeyinde sirastyla grupl de 2.99 kat artis diger gruplarda
1.82, 11.24, 2.28, 3.61 ve 1.28 kat azalma izlendi. Sonuglara bakildiginda farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0,0001) (Sekil 31).

Fold Change

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group §

Sekil 31. DUSP4 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

5.4.5.Cift ozgiilliiklii fosfataz geninin (DUSP6) ekspresyon diizeyi

DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarina TiO,, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO>-
DOX, PEG-TiO2-PTX’in ICsp dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi izole
edilen RNA’dan elde edilen cDNA o6rnekleri kullanilarak DUSP6 geni ekspresyon
diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. DUSP6 geni ekspresyon diizeyleri,
DU-145 kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden incelendiginde, kontrol grubuna gore
diger gruplarin ekspresyon diizeyinde sirastyla grupl de 6.92 kat artis diger gruplarda
5.10, 935.76, 16.11, 117.78 ve 8.34 kat azalma izlendi. Sonuclara bakildiginda
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0,0001) (Sekil 32).
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Fold Change

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Sekil 32. DUSP6 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

5.4.6.Cift ozgiilliiklii fosfataz geninin (DUSP10) ekspresyon diizeyi

DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarina TiO2, PEG-TiO,, DOX, PTX, PEG-
TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX’in ICso dozlar1 uygulandiktan 48 saat inkiibasyon sonrasi
izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA oOrnekleri kullanilarak DUSP10 geni
ekspresyon diizeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmistir. DUSP10 geni ekspresyon
diizeyleri, DU-145 kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden incelendiginde, kontrol
grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde sirastyla grupl de 4.59 kat artis
diger gruplarda 4.92, 50.56, 407.31, 1.25 ve 2.01 kat azalma izlendi. Sonuglara
bakildiginda farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0,0001) (Sekil
33).

Fold Change

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Sekil 33. DUSP10 genlerinin ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda

karsilastirilmasi

DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 gen ekspresyon diizeyleri, konrol grubu
ve diger gruplar arasinda kiyaslandiginda tiim gruplarin DUSP1 gen ekspresyon
diizeyi azalmigtir. DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyon

67



diizeyleri ise grupl ‘de artarken diger tiim gruplarda azalmistir. DUSP1, DUSP2,
DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 gen ekspresyon diizeyleri Du-145 kanser hiicre hattinda
tiim gruplar yoniinden incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edildi
(p<0,0001) (Sekil 34). Tim gen ve gruplara ait CT degerleri asagidaki tabloda
verilmistir (Tablo 13).

DUSP1
DuUsP2
DUsP4
DUSPS
DUSP10
GAPDH

Fold Change

:l el 0 a0 o.M .

Group 1 Group 2 Group 2 Group 4 Group 5 Group 6

Sekil 34. DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 ve GAPDH genlerinin ifade

diizeylerinin karsilastirilmast

Tablo 13. RT-PCR verilerinin kontrol ve test gruplarinda ortalama C; degerleri

Ortalama Ct Degerleri

Numuneler GAPDH DUSP1 DUSP2 DUSP4 DUSP6 DUSP10

Boskontrol 2089 2372 3589 38,51 2506 27,03
Tio, 2501 2846 36,97 33,19 2729 269
PEG-TIO, 2257 2653 37,24 35,22 2909 2896
DOX 1598 2157  29.26 31,04 3092 2573
PTX 2224 2828 3033 30,76 3132 3536

oooo 10T 1ges 3197 3035 32,07 306 20,06

OO o107 s061 3375 31,46 312 2817
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6. TARTISMA

Kanser, viicudun herhangi bir béliimiinii etkileyebilen veya viicudun diger kisimlarina
yayilma potansiyeline sahip, anormal hiicre biiyiimesi ve ¢cogalmasi ile karakterize bir
hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore, kanserin diinyadaki dliimlerin
ikinci onde gelen nedeni oldugu bildirilmistir. 2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1
milyon yeni kanser vakasi gelismistir. 2015 yilinda 8,8 milyon kansere baglh 6liim
meydana gelmistir. 2018'de ise kanserin tahmin edilen 9.6 milyon 6liimden sorumlu
oldugu bildirilmistir. Bu sekilde kanser artig hizinin devam etmesi durumunda, Diinya
niifusunun artisina ve niifustaki yaslanmaya bagli olarak yeni kanser vakalarinin
gelecek yirmi yilda % 70 oraninda artmasi beklenmektedir. Kanser, diinyadaki her
bolgede ve tiim iilkelerde, morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir. Ayni
zamanda kiiresel olarak, 6 oliimden yaklasik 1 tanesinin kanserden kaynakladigi
bilinmektedir. Kanser oliimlerinin yaklagik % 70" diisiik ve orta gelirli iilkelerde
goriilmustiir. Her iki cinsiyette yapilan degerlendirmelerde, akciger kanserinin en
yaygin goriilen kanser tiirii oldugu ve kanserden ileri gelen 6liimlerin baslica nedeni
haline geldigi tespit edilmistir. Diinya ¢apinda her iki cinsiyette en sik goriilen kanser
tiirleri arasinda sirasiyla akciger kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser ve prostat
kanserinin yer aldig1 saptanmigtir. Kanserden ileri gelen 6liimlerin arasinda ise en ¢ok
akciger kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, karaciger kanseri ve meme kanserinin

oldugu bilinmektedir (Tablo 14) (2,29,279,280).
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Tablo 14. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yayimnlanan
GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya ¢apinda her iki cinsiyette goriilen yeni
kanser vakalar1

Diinya Genelinde Erkek Kadin
Kanser Vaka Kanser Vaka ~ Vaka
Kanser Tiirleri

tiirleri Sayisi Tiirleri Sayisi Sayisi
Tim 18 078

Tiim kanserler 9456 418 Tiim kanserler 8622 539
kanserler 957
Akciger 2093876 Akciger 1368524 Meme 2 088 849
Meme 2088849 Prostat 1276 106 Kolorektal 823 303
Kolorektal 1849518 Kolorektal 1026 215 Akciger 725 352
Prostat 1276 106 Mide 683 754 Serviks uteri 569 847
Mide 1033701 Karaciger 596 574 Tiroid 436 344
Karaciger 841 080 Mesane 424 282 Yumurtalik 295 414

http://gco.iarc.fr/today/home

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2018 y1li istatistiklerine gore yaklasik 18 milyon kanser
vakasinin % 52’sinin erkek , % 48’inin ise kadin oldugu tespit edilmistr. Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2018 verilerine gore
erkeklerde akciger kanserinin en sik teshis edilen kanser oldugu ve kanser 6liimiiniin
onde gelen nedeni oldugu, bunu insidans i¢in prostat ve kolorektal kanser, mortalite
icin karaciger ve mide kanserinin izledigi bildirilmistir. Kadinlar i¢in yapilan
degerlendirmede ise meme kanserinin en sik tami alan kanser oldugu ve kanser
6liimiiniin 6nde gelen nedeni haline geldigi, bunu insidans i¢in kolorektal ve akciger
kanserinin izledigi belirtilmistir. Genel olarak, istatistiksel verilere gore ilk 10 kanser
tiirliniin, yeni tant alan kanser vakalarmin ve Oliimlerin % 65'inden fazlasim
olusturdugu bilinmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verilerine gore,
Tiirkiye’de 6liim nedeni incelendiginde; kanser tiim dliimlerin yaklasik %20 civarini
olusturmaktadir. Kanserin, 2015 yili igerisinde Tiirkiye’de 49.946 erkek, 27.022

kadinin 6liimiine neden oldugu bildirilmistir. Girtlak, soluk borusu, brons ve akcigerin
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kotii huylu tiimorii erkeklerde 20.388 kisi ile en fazla 6liime neden olurken, kadinlarda

ise meme kanseri 3.853 kisi ile en yiiksek sayida 6liime neden olmustur (2,28).

2018’de tahmini istatistiklere gore tiim yaslardaki erkeklerde kanser tiirleri olarak en
cok sirasiyla akciger kanseri, mide kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri, tiroid
kanseri, mide kanseri, mesane kanseri ve pankreas kanseri goriilmiistiir. 2018°de
Tiirkiye’deki her iki cinsiyetteki kanser 6liim oranlarina gore ise sirasiyla akciger
kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, pankreas kanseri, meme kanseri ve prostat
kanseri kaydedilmistir. Ayrica, ayni yilda tahmini olarak kanserden dolay1 6len erkek
sayis1 74 542, 6len kadin sayis1 ise 42 168 olarak tespit edilmistir (Tablo 15) (2).

Tablo 15. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan
GLOBOCAN 2018 verilerine gore Tiirkiye’de kanser i¢in erkek ve kadinlardaki 6liim
oranlari (http://gco.iarc.fr/today/home)

Erkek Kadin

Kanser tiirleri Oliim sayisi Kanser tiirleri Oliim sayis1
Tiim kanserler 74 542 Tiim kanserler 42 168
Akciger 28 525 Meme 5452

Mide 6 376 Akciger 5158
Kolorektal 5571 Kolorektal 4 462
Prostat 5165 Mide 3630
Pankreas 3622 Yumurtalik 2191

Prostat kanseri, erkekler arasinda Onemli bir hastalik ve 6liim sebebidir. Prostat
kanserinin kiiresel yiikii hem insidans hem de mortalite acisindan ilk bes kanser
arasinda yer almaktadir. 2012 yilinda diinya genelinde yaklasik 1 milyon erkege
prostat kanseri teshisinin konulmustur ve erkeklerde teshis edilen malignitelerin %
15'inin ve tahmin edilen 6liim sayisinin yaklasik 307.000 oldugu tahmin edilmistir.
Prostat kanserinin, Amerikalilar arasinda en sik goriilen ikinci kanser oldugu
bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2015 yilinda erkekler arasinda tahmin
edilen yaklasik 220.800 yeni prostat kanseri vakast oldugu ve tahmin edilen 6lim
sayisinin yaklasik 27.540 oldugu tahmin edilmistir. Buna ek olarak tiim malignitelerin

% 26'smin prostat kanseri oldugu bildirilmistir. Bir erkegin prostat kanserine
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yakalanma oraninin yedi kisiden biri oldugu tespit edilmistir. 2018 verilerine gore ise
global olarak yaklasik 1.3 milyon yeni prostat kanseri vakasinin meydana geldigi ve
prostat kanserine bagli 6liimlerin yaklasik 359 000 oldugu tahmin edilmistir. Ayrica
kiiresel olarak 2030 yilina kadar diinya niifusunun artmasi ve yaslanmasiyla birlikte
prostat kanseri kaynakli 1,7 milyon yeni vakanin ve 499,000 Sliimiin goriilmesi
beklenmektedir (2,280,281,282).

Ulkemizde 2014 verilerine gore erkeklerde prostat kanseri insidans1 100000'de 32.9'dir
ve akciger kanserinden sonra ikinci sirada goriilmektedir. 2018 Globocan verilerine
gore ise Tiirkiye’de tahmini 17 332 yeni prostat kanseri vakasi goriilmiistiir ve prostat
kanserinden dolay1 6liimlerin sayis1 5 165 olarak kaydedilmistir (2,283).

Prostat kanserinin epidemiyolojik ¢alismalari, prostat kanseri gelismesini ve bu
hastaliktan sagkalimi etkileyen, kisisel biyolojik ve yasam bigimlerini igeren birgok
risk faktoriiniin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bazi1 erkeklerde prostat kanseri agresif
olmasina ragmen, digerlerinin ¢ogunda yavas ilerleyen ya da zayif bir hastalik sekli
gozlenmistir. Buna gore, prostat kanserinin klinik olarak heterojen bir hastalik oldugu
bilinmektedir. Bu klinik heterojenite, hastaligin altinda yatan etiyolojiyi
yansitmaktadir. Risk faktorleri, kanserin baglamasindan metastazlara ve 6liime kadar
olan hastaligin patogenezi boyunca prostat kanserini etkileyebilir. Oliimciil olan ile
yavas seyreden prostat kanseri karsilastirildiginda birkag¢ risk faktorii aradaki farki
ortaya koyabilir. Bu nedenle, bir faktor ile prostat kanseri riski arasindaki iliski, timor
evresi veya timor derecesi gibi hastaligin klinik 6zelliklerine gore farklilik gosterebilir
(284,285).

Prostat kanseri risk faktorleri genel itibartyla yas, irk/etnik koken ve ailede prostat
kanseri Oykiisii ile tanimlanmistir. Son zamanlarda, genom ¢apinda iliskilendirme
caligmalarinda prostat kanserine genetik yatkinhigin katkis1 oldugu gdsterilmistir.
Etnik olarak ¢esitli kokenlere sahip popiilasyonlarda, 180'den fazla genetik risk lokusu
dogrulanmigtir. Yas, prostat kanserinde yiliksek oranda risk faktoriidiir. Yapilan
istatistiksel calismalarla prostat kanserinin, 40 yasindan kii¢iik erkekler arasinda nadir
goriildiigii ve prostat kanseri insidansinin 55 yasindan sonra, diger epitelyal kanserler
ile benzer bir egilim izleyerek carpict sekilde arttigi bildirilmistir (281,286,287,288).
Ayrica, 1tk ve etnik gruplar arasinda prostat kanseri insidans1 ve mortalite acisindan

carpict farkliliklar vardir. Ornegin Amerika’da siyah erkeklerin beyaz erkeklere gore
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en yiiksek prostat kanseri insidansina sahip olmaklartyla birlikte, bu insidans oraninda
3 kat farklilik oldugu tespit edilmistir. Prostat kanseri kaynakli olimlerin ise,
ABD'deki beyazlara gore siyah erkekler arasinda 2.4 kat daha fazla oldugu ortaya
cikmustir (289).

Bir diger risk faktorii olan ailede prostat kanseri &ykdisii, prostat kanserine
yakalanmada etkili olmaktadir. Isve¢ Aile Kanseri Veri Tabani’nda yapilan bir
calismaya gore, prostat kanseri teshisi koyulmus baba veya kardese sahip erkeklerin,
aile Oykiisii olmayan erkeklerle karsilastirildiginda prostat kanserine yakalanma
riskinin 2 ila 3 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yine benzer bir ¢alismaya
gore buna benzer iliski Oliimciil prostat kanseri igin de gozlenmistir. Prostat
kanserinden Glen babasi veya erkek kardesi olan erkeklerin, aile Oykiisii olmayan
erkeklere kiyasla iki kat daha 6liim riski tasidigi bulunmustur (290).

Prostat kanserinde bir diger risk faktorii olarak obezite belirlenmistir. Obezite artmis
prostat kanseri mortalitesi ve niiks riski ile iligkilidir. Prostat kanseri olan erkeklerin
teshisi sonrasi yapilan ¢alismalarinin meta-analizine gore, viicut kitle indeksinde
(BK1I) 5 kg / m?'lik bir art1s, % 20 daha yiiksek 6liim riski ile iliskilendirilmistir (291).
Ek olarak, boy uzunlugunun da prostat kanseri riskini artirabilecegine ve hastalik i¢in
giiclii kanitlara neden olabilecegine dair yiiksek olasiliklar vardir. Yapilan 58
calismanin meta-analizine gore, prostat kanserinde viicut biiyiikligiiniin her 10
santimetre artiginda risk oraninin anlamli bir sekilde arttig1 bildirilmistir (292).
Prostat kanseri de dahil olmak iizere biitiin kanserlerde sigara igmenin rolii halk saglig
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. ABD Genel Cerrahi Kurulu tarafindan yayinlanan
2014 raporunda, sigaranin prostat kanserinden oliim riskini, ayrica ileri evre hastalik
riskini ve daha az farklilasmis kanser riskini arttirdigi konusunda kanitlar oldugu
sonucuna varilmistir (293). Baska biiyiik bir ¢alismaya gore ise, prostat kanseri teshisi
konan 5366 erkek, 22 yil boyunca prospektif olarak takip edilmistir ve 524 prostat
kanseri olimi gozlenmistir. Calismada yer alan sigara igmeyen erkeklere kiyasla,
mevcut sigara igenlerde prostat kanseri 6liim riskinin % 60 daha yiiksek oldugu
saptanmustir (294). Sigara icmenin prostat kanseri mortalitesini etkileyebilecegi diger
bir olast mekanizma ise tedaviye yanitin etkilenmesidir. Radyasyon, androjen

yoksunlugu tedavisi ve radikal prostatektomi ile tedavi edilen prostat kanseri
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hastalarinda sigara igmeyenlere kiyasla sigara i¢enler arasinda daha kotii sonuglara
iliskin tutarli bulgular elde edilmistir (295-297).

Degistirilebilen bazi risk faktorlerinin bilinmesi, prostat kanserini onlemede veya
mevcut prostat kanserinin ilerlemesini azaltmada umut verici oldugu bildirilmistir.
Fakat yas, 1rk / etnik koken, aile 6ykiisii ve genetik degiskenler gibi belirlenmis risk
faktorlerinin degistirilemez olmasi, prostat kanseri riskini artirdigi bilinmektedir.
Onemli olarak, bircok yasam tarzi degisikliginin, prostat kanserinin agresif olma
riskini dusiirebildigi veya prostat kanseri hastalarina hayatta kalma faydalari
saglayabildigi kanitlar1 mevcuttur. Bu nedenle gelecekteki arastirmalar, hedeflenen
miidahalelerle bu 6nleme stratejilerinin etkinligini gelistirme potansiyeline sahiptir
(298).

Mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK'ler), fizyolojik ve patolojik
stireglerde hiicrenin Kilit diizenleyicileridir. Evrimsel olarak korunmus mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) kaskadlari, hiicre proliferasyonu, farklilasma,
metabolizma, hayatta kalma ve apoptoz gibi ¢ok ¢esitli hiicresel siiregleri koordine
eder (188). Memeli tiirlerinde 3 ana MAPK grubu vardir. Bunlar; hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen protein kinazlar (ERK1/2), p38 MAP kinazlari (&, a, v, 6 izoformlart) ve
c-Jun NHa-terminal kinazlaridir (JNK1/2/3). Bu MAPK yolaklari, MAPK kinazlariin
(MAPKK'ler) Ser/Thr kalintilarinin, MAPK kinaz kinazlari (MAPKKK’ler)
tarafindan fosforilasyonun baslamasiyla ve ek olarak biiyiime faktorleri, sitokinler ve
hiicresel stres dahil olmak tizere ¢esitli hiicre uyaricilari ile aktive edilebilir. Aktive
edilmis MAPKK'lar, komsu treonin ve tirozin tortularindaki aktivasyon ilmekleri
iginde korunmus Thr-X-Tyr (TXY) motifinde MAPK'lar1 fosforilasyona ugratir. X ile
belirtilen amino asit, ERK’deki glutamik aside, JNK'deki proline veya p38'deki glisine
karsilik gelir.

Aktive edilmis MAPK'lar, MAPK tarafindan diizenlenen genlerin transkripsiyonunu
kolaylastiran protein kinazlar ve transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek aktive
edebilir. (188,299). MAPK yollarinin hiicresel tepkisi uyaricinin dogasina ve sinyalin
siiresine baglidir. Genel olarak, ERK yolu biiylime, farklilasma ve gelisme ile
ilgilenirken, JNK ve p38 MAPK yollari iltihaplanma, apoptoz, biiyiime ve farklilasma
ile ilgilidir. Anormal MAPK sinyalleri, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde ve ayrica

kanser tedavisine yanitlarin belirlenmesinde kritik bir rol oynar. ERK1/2 yolagindaki
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bozukluk, hepatoseliiler karsinom, mide adenokarsinom ve renal hiicreli karsinom
dahil olmak tizere ¢esitli malignitelerde gosterilmistir. INK ve p38 gibi stresle aktive
olan MAPK'lerin kanserdeki rolii ise, karmasiktir ve bazi durumlarda tartismalidir.
Arastirmalara gore, fosforile edilmis p38’in artmus seviyeleri, folikiiler lenfoma,
akciger, tiroid ve meme karsinomlarinda, ek olarak glioma ve bas boyun skuaméz
hiicreli karsinomlarda gozlenmistir. Ayrica p38 yolagmin, p53 ve p53 aracili
apoptozun aktivasyonunda da rol oynadigi kaydedilmistir (188). JNK yolaginin ise
kanserde tlimor baskilayict fonksiyonlarinin oldugu rapor edilmistir. Buna gore
JNK’nin tiimdr baskilayict fonksiyonlart genellikle proapoptotik aktivitelerine
baghdir. Ek olarak JNK'nin onkojenik fonksiyonlari, asagi yonlii hedef c-Jun'u
fosforile etme ve transkripsiyon faktorii AP-1'i aktive etme yeteneklerine baglhdir.
Hepatoselliiler karsinomda, JNKI aktivitesinin artmasmnin, timdr hiicresi
proliferasyonu ve degismis histon H3 metilasyonu ile iliskili oldugu bulunmustur
(300).

Cift 6zgiilliklii fosfataz (DUSP) protein ailesi, MAPK'lerin ana negatif diizenleyicileri
olarak tanimlanmistir ve MAPK fosfataz (MKP) olarak da bilinmektedir. Memeli ¢ift
ozgiilliklii MAPK fosfatazlari (DUSP’ler), korunmus domain yapisina sahip katalitik
olarak aktif 10 enzimin alt ailesini igermektedir. Bu 10 enzim, amino asit dizisi
homolojisi, hiicredeki lokalizasyonu ve substrat spesifikligine dayanarak {i¢ alt gruba
ayrilmaktadir. Bu alt gruplar indiiklenebilir ¢ekirdeksel, ERK’e spesifik sitoplazmik
ve p38 ve JNK’e spesifik hem sitoplazmik hem de ¢ekirdeksel olarak
siniflandirilmustir.  Indiiklenebilir ¢ekirdeksel grubunda dahil olan DUSP’ler,
DUSP1/MKP-1, DUSP2, DUSP4/MKP-2 ve DUSPS5; ERK’e spesifik sitoplazmik
olan DUSP’ler, DUSP6/MKP-3, DUSP7/MKP-X ve DUSP9/MKP-4; hem
sitoplazmada hem de hiicre g¢ekirdeginde bulunup, p38 ve JNK’e spesifik olan
DUSP’ler ise DUSP8, DUSP10/MKP-5 ve DUSP16/MKP-7 olarak belirlenmistir.
DUSP’lerin dogal veya adaptif immiin yanitlarda, aymi zamanda metabolik
homeostazda 6nemli oldugu gosterilmistir. Ek olarak, normal ve kétii huylu dokularda
DUSP'lerin fonksiyonlariin artmasinin ya da azalmasinin, kanserlerin patogenezinde
onemli oldugu vurgulanmistir. DUSP'lerin kanser tedavisine direng gostermesi,
DUSP'leri kanser onleyici tedavi icin potansiyel bir hedef haline getirerek 6nem
kazanmustir (200).
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DUSPL, ilk olarak kesfedilen MAPK fosfatazdir. DUSP1’in metabolik sinyal, iskelet
kas1 fonksiyonu, inflamatuar yanit ve kanser gibi ¢esitli fonksiyonlarda yer aldigi
bilinmektedir (301-305). Buna karsilik, DUSP1'in ve MAP kinaz sinyallemesinin
diizenlenmesindeki roliiniin kesfedilmesinden bu yana gecen 25 yil boyunca, ¢ok
cesitli insan tiimorlerinde DUSP1’in ekspresyonunun arttigini veya azaldigini bildiren
¢ok sayida yayin bulunmaktadir. DUSP1 ekspresyon seviyelerinin belirli kanserlerde
tutarsizlik gosterdigi bulunmustur. Buna bagli olarak DUSP1’in mMRNA diizeyindeki
artmis seviyeleri meme kanseri (235), akciger kanseri (236), yumurtalik kanseri (306),
pankreas kanseri (307), mide kanseri (231) ve prostat kanserinde (234) kaydedilmistir.
Prostat, yumurtalik, kolon ve mide kanseri gibi ¢ogu kanserde ise, histolojik dereceli
artigla birlikte, progresif DUSP1 kaybi tespit edilir. Yapilan calismalara gore
DUSP1’in ekspresyon seviyesinin, kotii huylu meme kanseri dokularinin normal
dokularla karsilastirilmasi sonucu yiiksek oldugu tespit edilmistir (235,307). Liao ve
ark. yapmis oldugu ¢alismada pankreas kanserindeki DUSP1 ekspresyon seviyelerini
yiiksek bulmustur, ayrica DUSP1 ekspresyonunun baskilanmasinin in vivo pankreas
kanseri hiicrelerindeki tiimorijenezi baskiladigi kanitini elde etmistir (308). Tsujita ve
ark. tarafindan yapilan yapilan ¢alismaya gore ise hepatoseliiler karsinomu olan 77
hastadan cerrahi olarak dokular alinmistir ve bu dokularda DUSP1’in
immiinohistokimyasal  analizine gore hepatoseliiler karsinomda DUSP1
ekspresyonunda azalma kaydedilmistir (238). Primer yumurtalik tiimoérlerin invazif
karsinomlarinin % 57.6'sinda DUSP1 ekspresyonu orta veya yiiksek seviyeli olarak
saptanmistir (306). DUSP1 ekspresyonunun, insan bas ve boyun skuaméz hiicreli
karsinomu (SCC) dokularinin, tiimorlii olmayan bitisik kontrol dokulariyla
karsilastirilmasiyla azaldigi gozlenmistir. Son g¢aligmalar, DUSP1 eksikligi olan
farelerde kanserojene yamit olarak enflamatuar bir mikro-ortam gelistirme
yatkinligiyla bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomu olusmasinda hassasiyet
gbzlenmigtir. Bir bagka deyisle DUSP1, bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinomu
olusumunu inhibe etmek i¢in timor proinflamatuar mikro-ortamindaki IL-1pB'i
azaltmistir (239). Prostat kanseri lizerine yapilan bir ¢alismaya gore ise, DUSP1’in
prostat kanserinin erken evrelerinde asir1 eksprese edildigi ve ardindan daha yiiksek
histolojik dereceli ve metastazli dokuda ekspresyonun kaybi oldugu bulunmustur

(232). Prostat kanseri hiicre hattinda (LNCaP) androjen ablasyonuna cevap olarak
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diisiik seviyelerde DUSP1 ekspresyonu gozlenmistir, ayrica DUSP1’in mRNA
ekspresyonunun, LNCaP hiicrelerinin androjen tedavisine cevap olarak, artacak
sekilde regiile edildigi kanisina varilmistir (309). Ek olarak baska bir ¢alismada
androjenden bagimsiz prostat kanseri hiicre hatti olan DUI145'te, DUSP1'in
ekspresyonunun, kaspaz-1 ve kaspaz-3'in FasL (Fas ligand) kaynakli aktivasyonunu
azalttig1 ve boylece hiicreleri apoptozdan korudugu bildirilmistir (310).

DUSP1 ayrica kanser tedavisi ve tedaviye direng ile ilgili olarak degerlendirilmistir.
Buna bagli olarak DUSP1’in bir dizi kimyasal ve fiziksel tepkileri sayesinde kanser
tedavisinde 6nemli oldugu saptanmistir. P38 ve JINK MAPK'lerin DUSP1 i¢in tercih
edilen substratlar oldugu netlestikten sonra, bu fosfatazin asir1 ekspresyonunun hem
UV radyasyonuna hem de kemoterapoétik ilag olan cisplatine karsi hiicresel direnci
arttirdigt ve JNK aracili apoptozun baskilanmasiyla iligkili oldugu bulunmustur
(311,312).

Birgok baska ¢alisma DUSP1'in meme kanseri hastalarinda olumsuz bir prognostik
faktor olabilecegini ve kemoterapiye direng gosterdigini tespit etmistir (313).

Ayrica, DUSP1 geni ¢ikarilan farelerden tiiretilen embriyonik fibroblastlarin UV
radyasyonuna, cisplatin, hidrojen peroksit ve anisomisine duyarli oldugu tespit edilmis
ve DUSP1’in bu gibi maruziyetlere hassasiyetin modiile edilmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynadig1 dogrulanmistir (314).

Normal hiicrelerde, DUSP1 ekspresyonu, p38 MAPK'nin aktivasyonu yoluyla UV ve
cisplatin tarafindan uyarilir, oysa hiicre dliimiinii modiile eden DUSP1 tarafindan JNK
aktivitesinin baskilanmasidir. Bu iki farkli MAPK yolu ve DUSP1 arasindaki baglanti
hiicresel duyarliligi diizenler. Bu nedenle, timorlerde DUSP1l'in  yiiksek
ekspresyonunun kemodirence aracilik etmesi muhtemeldir.

DUSP1'in asir1 ekspresyonunun gozlendigi ve cisplatin ile tedavi edilen hastalarin
tedaviye direngli hale geldigi kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri (NSCLC) ¢alismalari
ile desteklenir. DUSP1'in yapisal olarak eksprese edildigi kiiglik hiicre dis1 akciger
kanseri hiicre hatlarinda gen baskilamasi ile, cisplatin hassasiyetinin 10 kat arttig
gozlenmistir ve bu hiicre hatlari1 uygulanmis farelerde tiimorlerin bityiimesinin azaldigi
ve sonucta ortaya ¢ikan tiimorlerin cisplatin duyarliliginin arttig1 tespit edilmistir
(315). Akciger kanseri hastalarinda, deksametazon, tedavinin istenmeyen yan

etkilerini hafifletmek i¢in siklikla cisplatin ile birlikte uygulanmistir. Bununla birlikte,

77



glukokortikoidlerin  DUSP1 ekspresyonunu artirdigt  bulunmustur.  Ayrica,
deksametazonun, DUSP1’in ekspresyonundaki artisa bagli p38 protein kinazinin
deaktivasyonu ile akciger adenokarsinom hiicre hattinda cisplatin kaynakli apoptozu
etkili bir sekilde bastirdig1 kanisina varilmistir. Ek olarak, DUSP1 geninin etkinliginin
azaltilmas: ile de cisplatin kaynakli hiicre apoptozunun deksametazon tarafindan
inhibisyonunu tersine gevirdigi goriilmiistiir (316).

Insan pankreas hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismaya gore, gemsitabinin, iki
ana stresle aktive olan JNK ve p38 sinyalleme yolundaki anahtar kinazlar1 aktive ettigi
gosterilmigtir. Gemsitabine bagli JNK ve p38 MAPK aktivasyonunun, artan apoptoza
aracilik ettigi, fakat ayni zamanda, transkripsiyonel olarak DUSP1'i de yiikselttigi
bulunmustur. Bunun tersi olarak, siRNA aracili DUSP1 inhibisyonu ile, JINK ve p38
MAPK aktivasyonunun ve gemsitabin kemosensitivitesinin arttigi gozlenmistir.
Gemsitabine bagli DUSP1 ekspresyonunun artmasinin, pankreas kanserinde DUSP1'i
hedeflemenin, anjiyogenezi baskilayarak gemsitabin kemosensititesini arttirma
avantajina sahip olabilecegi olasiligini artirarak, stres yollar1 ve apoptoz iizerindeki
faydali etkilerini hafifleten bir negatif geri besleme dongiisiine katkida bulundugunu
gostermektedir (317).

Hana Yu ve ark. DUSP1 genini inaktif hale getirerek glioblastoma hiicrelerine 10
farkli antikanser ilaci (cisplatin, siklofosfoamid, doksorubisin, epirubisin, etoposid, 5-
floroiirasil, gemsitabin, irinotekan, mitomisin C ve vinkristin) uygulamistir.
Antikanser ilaclara bagl hiicre 6liimii, DUSP1’inde inaktif olmasiyla biiylik 6l¢iide
artmigtir. DUSP1’in inaktif olmasi ve ilaca bagl olarak da JNK’nin fosforilasyonu
artmistir. Buna gore DUSP1’in regiilasyonu, glioblastoma hiicrelerini kemoterapotik
ajanlar tarafindan indiiklenen sitotoksisiteye duyarli hale getirmistir. JNK yolu da
kemoterapoétik ajanlara karst DUSP1 aracili tiimor direncinde rol oynamustir (318).
DUSP1 ekspresyonu, cisplatin ile tedavi edilmis safra kesesi kanseri hiicre hattinda
saglikli hiicre hattina gore (SGC996) belirgin sekilde artmistir. DUSP1 indiiksiyonunu
daha fazla dogrulamak i¢in deri alt1 ksenograft safra kesesi kanseri olan fare modelleri,
normal SGC996 hiicrelerinin farelere nakledilmesiyle tiretilmistir. DUSP1 seviyeleri,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda cisplatin ile tedavi edilen grupta artmistir. Buna
gore DUSPL’in ekspresyonunun yiiksek olmasi, safra kesesi kanserinde artmis

kemodireng ile sonuglanmigtir (319).
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Montagut ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, Setuksimab adli kemoterapik ilag ile tedavi
edilen 48 metastatik kolorektal karsinoma hastasinin timor Orneklerini
immiinohistokimya ile degerlendirdiginde DUSP1 ekspresyonunun yiiksek oldugunu
ve bunun kemodirengle ilgili oldugunu belirtmistir (320). Ayrica hepatoseliiler
karsinom hiicre hatlarinda, DUSP1 geninin baskilanmasi ile kemoterapinin kombine
edilmesi, tek basma kemoterapi uygulamasinin aksine daha yiiksek etkinlikle
sonug¢lanmasini saglamistir. Kemoterapdtik ajan olan cisplatinin yumurtalik kanseri
hiicre hatlarinda DUSP1'i indiikledigi ve bunun ERK'ye bagl bir yolla ger¢eklestigi
gosterilmistir. Caligmalar, ERK'nin DUSP1'i fosforile edebildigini belirtmistir, bunun
da protein stabilizasyonu ve ubikuitin aracili bozulmaya kars1 direngle alakali oldugu
bulunmustur. DUSP1’in asir1  ekspresyonunun meme kanseri hiicrelerini,
doksorubisin, miklorethamin ve paklitaksel ilaglar1 tarafindan tetiklenen apoptozdan
korudugu kaydedilmistir. Buna gore, DUSP1'in, JNK yolunu inhibe ederek bu
kemoterapotik ajanlara karst direng kazandirdigi gosterilmistir. Bu ¢aligmalar,
DUSP1'in MAPK yollarimi diizenleyerek kemoterapiye direncin aracilik ettigi kanitini
sunmaktadir. Bununla birlikte, DUSP1 tarafindan kemo-diren¢ kazandirmak igin
diizenlenen spesifik MAPK yolu, hiicre/doku tipine ve kullanilan kemoterapdtik
maddeye bagl goriinmektedir. Genel olarak, bu bulgular DUSP1'in kanser gelisiminde
kritik bir rol oynayabilecegini, kanser hastalarinin hayatta kalmasimi Ongdrmede
yararli bir belirte¢ olabilecegini ve tedavi sonuglarinin belirlenmesinde 6nemli
olabilecegini diisiindiirmektedir (313).

DUSP2, baslangigta hematopoetik hiicrelerden klonlanmistir. Bu nedenle, DUSP2
caligmalar1 baslangicta bagisiklik sistemindeki role odaklanmistir. Son yillarda,
DUSP2'nin insan kanserinin patolojik siire¢lerindeki rolii aragtirmacilar igin biiyiik ilgi
gormiistiir. Ik olarak, DUSP2, Erk sinyallesme yolunun etkisizlestirilmesinde belirgin
bir rolii olan hematopoetik dokuda maksimal olarak eksprese edilen bir protein tirozin
fosfataz olarak tamimlanmistir. Caligmalar Erk kaskadi aktivasyonunun DUSP2'nin
ekspresyonunu arttirdigini gostermistir. Bununla birlikte, DUSP2'nin ekspresyonu,
insan akut l6semilerinde beklenmedik bir sekilde azalmistir ve bu da Erk
aktivasyonunun asir1 baskilanmasi ile 6nemli 6l¢iide iligkili bulunmustur (245).
DUSP2’nin mRNA ve protein diizeyleri, meme, kolon, akciger, yumurtalik, bobrek ve

prostat kanserinde 6nemli 6l¢iide azalmistir. DUSP2'nin baskilanmasinin, tiimorijenez
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ve malignite ile iligkili oldugu belirtilmistir. DUSP2'nin ekspresyonu, kanser
hiicrelerinde HIF-la. tarafindan inhibe edildikten sonra artmistir. DUSP2'nin hipoksik
hiicrelerde Erk fosforilasyonunun negatif regiilasyonu olarak kilit ¢ekirdeksel bir
DUSP oldugunu gostermektedir. Ek olarak, hipoksinin inhibe ettigi DUSP2
ekspresyonunun birincil olarak c¢oklu kanser hiicresi tiplerinde HIF-la tarafindan
kontrol edildigi, boylece uzun siireli Erk fosforilasyonunun saglandigi gosterilmistir.
DUSP2 apoptozu tetikler, tiimor bilylimesini inhibe eder ve hipoksiye bagl ilag
direncini ortadan kaldirir. Bununla birlikte, DUSP2 ekspresyonunun inhibisyonu ilag
direncini artirabilir (248).

Sano ve ark. epirubisin/siklofosfamid kombinasyon kemoterapisine bireysel cevap igin
bir 0ngorii modeli araciligryla meme kanseri i¢in potansiyel biyobelirte¢ genlerini
belirlemeye ¢alismistir. Sonug olarak DUSP2'yi belirteglerden biri olarak se¢mislerdir
(321).

Yin ve arkadaslari, p53'in, apoptoz sirasinda, DUSP2’nin promotoriindeki bir
palindromik bolgeye baglanarak DUSP2 transkripsiyonunu aktive ettigini
bulmuslardir. DUSP2’nin transkripsiyonu oksidatif strese yanit olarak indiiklenir, bu
da p53'e bagli apoptozise yol agar. DUSP2 transkripsiyonunun azaltilmasi, insan kolon
kanseri hiicre hattinda (EB-1 hiicreleri) p53 aracili apoptozu inhibe ederken, DUSP2'in
asir1 ekspresyonu apoptoza duyarliligi arttirir ve timor olusumunu baskilar. Ayrica,
p53'lin aktivasyonu, MAP kinaz aktivitesini 6nemli 6l¢lide inhibe eder (249).
DUSP2’nin ekspresyonunun, over serdz karsinomu eflizyon hiicrelerinde arttigi
bildirilmistir. Givant-Horwitz ve arkadaglari ser6z over karsinomu tanisi olan
hastalarin 39’unun malign efiizyonunda DUSP2 mRNA ekspresyonunu saptamistir.
Sonuglar, DUSP2’nin hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunda ifade edildigini gostermistir.
Yani DUSP2 ekspresyonunun kotii prognoz ile iligkili oldugu belirtilmistir. Bu ayni
zamanda DUSP2'nin yumurtalik karsinomu hiicrelerinde MAPK'nin gergek bir negatif
regilatorii oldugunu gostermektedir (322).

Bizim ¢alismamizda, Sekil 36°da verilen tiim gruplarda DUSP1geninin ekspresyonun
azaldig1 tespit edilmistir. Ekspresyon en fazla grup5 (PEG-TiO2-DOX)
(IC5,=2,42+1,07 pg/ml) en az ise grupl (TiOz)’de (IC;=4,99+1,08 ng/ml) anlaml
derecede azaltmistir (p<0,0001) (Sekil 36). Hiicreye uygulanan ICso dozlarina
bakildiginda TiO2 dozunun PEG-TiO2-DOX un iki kat1 olmasina ragmen PEG-TiO:-
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DOX nanotastyict temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek DUSP1
ekspresyonunu baskiladigi belirlenmistir.

DUSP2'nin apoptotik sinyallesmede dogrudan E2F-1'in (E2F transkripsiyon faktorii
1) transkripsiyonel bir hedefi oldugu bulunmustur. E2F-1 kanser hiicrelerinde ifade
edilir. E2F-1, RB (Retinoblastoma protein) tiimor baskilayicisinin aktivitesine aracilik
eder ve hedef genlerinin transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla hiicre dongiisiiniin
kontroliinde ©nemli bir role sahiptir. Meme kanseri hiicreleri (MB425) ve
osteosarkoma hiicrelerinde (Saos-2, DUSP2 ekspresyonu hem transkripsiyonel hem
de translasyonal seviyelerde E2F-1 ile arttirilabilir. Ayrica, E2F-1, kanser hiicrelerinin
apoptoz yoluyla ortadan kaldirilmasina yol ac¢an kemoterapotik ajan olan N-4-
hidroksifenilretinamid tedavisine duyarliligini arttirmak i¢in DUSP2 yoluyla Erk
aktivitesini baskilar. Ag¢iklandigi gibi, bulgular kanser gelisimi ve malignitede iki
kritik faktor olan hipoksi ile ERK aktivasyonu arasinda mekanik bir baglanti oldugunu
ortaya koyar. DUSP2'nin in vivo ortamdaki spesifik mekanizmasi belirsizligini
korumaktadir. Birbirleriyle baglantili olan DUSP2, MAPK ve apoptoz, kanser hiicresi
oliimiine aracilik etmesi ile gelecekte kanser terapisinde molekiiler bir hedef haline
gelebilir. Ayrica, potansiyel bir hastalik belirteci olarak, DUSP2'nin kanser tanisinda
kullanilmast olasidir (323).

Bizim ¢aligmamiza gore ise; DUSP2 gen ekspresyonu grupl’de (TiO»)
(IC;,=4,99+1,08 pg/ml) artarken, diger tiim gruplarda anlamli derecede azaltmistir
(p<0,0001). Yukarida bahsedilen bilgilere gore grupl sitotoksik etki gosteren bir
molekiil olmasina ragmen, ilging bir sekilde DUSP2 geninin ekspresyonunu
artirmustir. Bu artma hiicrelerde grup1’e kars1 bir direng gelisiminin bir sonucu olabilir.
Ancak en fazla ekspresyon diizeyinde azalma grup3’te (DOX) (IC,,=3,48+1,28 pug/ml)
oldugu belirlendi. Grup 4’iin (PTX) 48 saat inkiibasyon ICs, degeri (IC4,=3,32+0,44
pg/ml) grup3 ile benzer olmasina ragmen grup3 DUSP2 genin ekspresyonunu daha
fazla azaltmistir.

DUSP4’iin kanserle iliskisi, DUSP1 ile kiyaslandiginda daha az bilinmektedir.
Genetik calismalara gore, hepatomlarda, pankreas kanserlerinde, ailesel modiilator
tiroid karsinomunda (FMTC), multipl endokrin neoplazisinde ve papiller tiroid
karsinomunda DUSP4’iin artmis mRNA diizeylerinin bulundugu kanitlanmistir.

Ayrica, DUSP4 ekspresyonu, insan meme kanseri numunelerinde malign olmayan
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numunelere kiyasla, DUSP1 ile birlikte eksprese edilerek 3 kat artis gostermistir.
Pankreas kanseri hiicrelerinde ise, MAPK'ye bagli DUSP4'liin asir1 ekspresyonu
bildirilmistir (324).

Ayrica yumurtaliktaki iyi huylu serdz tiimorlerde yiiksek DUSP4 ekspresyonu
varligina dair kanitlar da mevcuttur. DUSP4'iin ekspresyon seviyelerinin,
yumurtaliktaki iyi huylu ser6z timorlerde, ser6z yumurtalik karsinomlara kiyasla daha
yiksek oldugu bulunmustur ve hiicre dis1 matrisin degradasyonu ile iliskili olarak
yumurtaliktaki iyi huylu ser6z tiimorlerde ERK'ye bagl olaylarin DUSP4 aracili
baskilanma ile gerceklesmis olabilecegi belirtilmistir (263). Groschl ve ark. tarafindan
yapilan son bir arastirmada, DUSP4'nin, mikrosatellit kararliligi olan kolorektal
karsinomaya gore, yiiksek sikliktaki mikrosatellit kararsizligi olan kolorektal
karsinomada yliksek oranda eksprese edildigi kesfedilmistir. Ek olarak, DUSP4'iin
kolorektal karsinoma hiicre hatlarindaki ekspresyonunun yiiksek olmasi, muhtemelen
Myc ve siklin D1 gibi hiicre biiylimesini tesvik eden genleri uyararak hiicre
proliferasyonun artmasina neden olmustur (325).

DUSP4'iin ayrica KRAS ve BRAF'In onkojenik formlarini eksprese eden intestinal
epitel hiicrelerinde ve ¢ekirdeksel ERK inhibisyonundan sorumlu KRAS ve BRAF
mutant kolorektal hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi bildirilmistir. Buna
karsin, baska bir¢cok ¢alisma DUSP2'yi negatif bir kanser diizenleyici olarak dahil
etmistir. Tarama c¢aligmalari, DUSP2'nin, meme ve prostat kanserlerinde siklikla
mutasyona ugrayan 8p kromozomuna bagl bir tiimor baskilayici/kansere duyarlilik
geni olabilecegini gostermistir. Diisiik DUSP4 ekspresyonu seviyeleri, ayn1 zamanda
neoadjuvan kemoterapi sonrasi kanser hiicresi proliferasyonunun artmasi ve meme
kanseri hastalarinda niikssiiz sagkalimda azalma ile iligkili bulunmustur. EK olarak,
EGFR (epidermal biiyiime faktorii resptoril) mutasyonlarinin, akciger kanserinde 8p
lokusunda yer alan DUSP4 kaybiyla da iligkili oldugi belirtilmistir. Bu, meme kanseri
hiicre hatlarinda DUSP4’e bitisik veya icinde olan markdrlerde yiiksek oranda
heterozigozite kaybi goézlemledigine ve aday tiimor baskilayict genler olarak
durumlarini destekledigine dair baska bir caligsma ile desteklenir. Meme kanseri hiicre
hatlarinda DUSP4 de dahil olmak {izere belirli genlerin yiiksek oranda heterozigozite
(LOH) kaybii gozlemleyen ¢alismada DUSP4’{in timor baskilayict gen olarak
desteklendigi gosterilmistir. Ayrica, DUSP4’lin gliomada epigenetik olarak
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susturulmus ortak bir gen oldugu bilinmektedir. Yiiksek DUSP4 ekspresyon
diizeyinin, glioblastoma hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi bulunmustur. Daha yakin
zamanlarda, DUSP4’{in meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) tamoksifen tarafindan
indiiklendigi ve bu hiicrelerdeki yiiksek DUSP4 eskpresyon seviyesinin, ERK aracili
proliferasyonu ve tamoksifen direncini inhibe ederek, tamoksifen tedavisine
duyarlihigin arttirdig: tespit edilmistir. Ilging bir sekilde, DUSP4 ekspresyonunun,
JNK aktivasyonunun negatif regiilasyonu yoluyla UV veya sisplatin maruziyeti
izerine apoptozdan 293T hiicrelerini kurtardigi, ancak ERK regiilasyonu yoluyla rapor
edilmedigi bildirilmistir. Bu bulgular DUSP4’iin kanser gelisiminde hem olumlu hem
de olumsuz diizenleyici rollere sahip olabilecegini ve mekanizmalarin hala yeterince
anlasiimadigini géstermektedir (22).

Bizim ¢alismamizda DUSP4 ekspresyonunun DUSP2 genine benzer olarak grupl’de
(TiO2) (IC5;=4,99+1,08 pg/ml) anlaml bir sekilde arttig1 (p<0,0001) ve diger tiim
gruplarda azaldigi tespit edilmistir. DUSP4 geninin en fazla ekspresyon diizeyinde
azalmasi ise grup3’te (DOX) (IC,,=3,48+1,28 ng/ml) oldugu belirlenmistir.

DUSPS6, sitoplazmik olan fosfatazlarin en iyi sekilde karakterize edileni olarak
bilinmektedir. DUSP6’nin 06zellikle strese bagli indiikklenen ERKI1/2 yolunu
hedefledigi bildirilmistir. DUSP6 esasen ERK sinyalizasyonunun negatif regiilasyonu
yoluyla olan tiimor baskilayici isleve sahiptir. DUSP6’nin bu islevi, pankreas kanseri,
akciger kanseri, nazofarengeal karsinom, meme kanseri ve bas boyun kanseri gibi
cesitli kanserler iizerinde yapilan g¢aligmalarla desteklenmistir. Ornegin DUSPS,
pankreas kanseri hiicre hatlarinda sik goriilen allel kayip bolgelerinden biri olan 1221
kromozomunda lokalize olup, bu molekiiliin kanser patogenezinde rol
oynayabilecegini diistindiirmektedir. DUSP6 ekspresyonu genellikle primer pankreas
kanseri dokularinda ve displastik in situ karsinom hiicrelerinde hafif bir sekilde
artmistirg, ancak invaziv karsinomda, 6zellikle zayif sekilde farklilagmus tipte azalarak
regiile edilmistir. EK olarak pankreas kanseri hiicre hatlarmin ¢ogunda, KRAS'taki
mutasyonlarin aktive edilmesiyle, azalmis DUSP6 seviyeleri goriilmiistiir. DUSP6'nin
ayrica, yapisal olarak aktif mutant bir gen olan NRAS genini barindiran miyelom
hiicrelerinde ve BRAF'da aktive edici mutasyonlara sahip insan melanom hiicre
hatlarinda indiiklendigi gozlenmistir. Bu calismalar, DUSP6'nin ifadesinin, aktive

edilmis RAS veya RAF'a cevap olarak, RAS/RAF/MEK/ERK1/2 yolagina negatif bir
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geri besleme olarak hizmet edebilecegini gostermektedir. DUSP6 ekspresyonunun
primer akciger kanserinde azaldigi, buna bagh olarak da akciger kanseri hiicrelerinde
bliylimenin ve tiimorlerin histolojik derecesinin arttigir gosterilmistir. Ancak yapilan
caligmaya goére DUSP6’nin zorunlu ifadesinin bu kanser hiicre hatlariin biiylimesini
baskiladig1 gosterilmistir. Ozofagus skuaméz hiicreli karsinom ve nazofarengeal
kanseri ile ilgili olan ¢alismada ise, DUSP6'nin, kontrol gruplarina kiyasla 6zofagus
skuamoz hiicreli karsinom biyopsilerinde % 40 ve nazofarengeal kanser biyopsilerinde
% 75 oraninda azaldigi saptanmistir. Calisma aym1 zamanda, ERK'nin
oliimsiizlestirilmis 6zofagus kanseri ve nazofarengeal kanseri hiicre hatlarina DUSP6
ile negatif regiilasyonunu gosteren kiyasla diisik DUSP6 seviyelerini ifade eden
ESCC ve NPC hiicre hatlarinda ERK aktivitesinde artis oldugunu godstermistir.
Calisma ayn1 zamanda diisik DUSP6 seviyelerini ifade eden 6zofagus kanseri ve
nazofarengeal kanseri hiicre hatlarinda ERK aktivitesinde artis oldugunu belirtmistir.
Ozofagus kanseri ve nazofarengeal kanseri hiicre hatlarinda DUSP6’nin asir
ekspresyonu, in vivo olarak azalmis tiimor biiylimesinin yani sira, in vitro kanser
hiicresi cogalmasi ve in vitro hiicre gocii ile sonuglanmustir. Ileri calismalar DUSP6'nin
ERK aktivasyonunun diizenlenmesi yoluyla kemo direnglendirmede rol oynadigini
gostermistir. Yumurtalik kanserinde, DUSP6’nin ekspresyonunun zorla artirilmasi
veya bir ERK inhibitérii ile tedavisi, cisplatin duyarliligint artirmistir. Ancak DUSP6
geninin susturulmast ile, cisplatin kaynakli hiicre 6liimiinde azalmaya neden oldugu
bulunmustur. Melanoma hiicrelerinde, DUSP6’nin asir1 ekspresyonu sisplatin
duyarliliginin artmasina neden olmustur. Bunun aksine, DUSP6’nin asir1 ekspresyonu,
in vitro ve in vivo glioblastoma hiicrelerinde cisplatin aracili hiicre 6liimiine karsi
direnci arttirmistir, bu da DUSP6’nin bu kanserde bir tiimdr promotdrii olarak islev
gorebilecegini gostermistir. Bu, DUSP6 roliiniin, ERK'nin, DNA'ya zarar veren
ajanlara yanit olarak apoptozu tetikleme veya direnci arttirma islevine bagli olduguna
dair kanit saglamaktadir. Prostat kanseri {izerine yapilan ¢alismalar ise DUSP6'nin
asir1 ekspresyonunun DU-145 insan prostat Kkanseri hiicrelerinin biiyiimesini
baskiladigin1  gosterirken, DUSP6'nin  susturulmasi ile LNCap insan prostat
adenokarsinom hiicrelerinin proliferasyonunu destekledigini gostermistir. Ancak diger
deneyler, DUSP6'min asir1  ekspresyonunun farelerde DU-145 hiicrelerinin

proliferasyonunu ve karaciger metastazini inhibe ettigini gostermistir. Birlikte ele
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alindiginda, bu bulgular DUSP6'nin prostat kanseri hiicre biiylimesi ve metastazinin
diizenlenmesinde negatif bir aract olarak hareket edebilecegini gostermektedir
(22,326,327).

Bizim ¢alismamizda DUSP6 ekspresyonunun DUSP2 ve DUSP4 genlerine benzer
olarak grupl’de (TiO2) (IC5;=4,99+1,08 nug/ml) anlaml bir sekilde artt1g1 (p<0,0001)
ve diger tim gruplarda azaldig1 tespit edilmistir. DUSP6 geninin en fazla ekspresyon

diizeyinde azalmas ise grup3’te (DOX) (IC4,=3,48+1,28 pg/ml) oldugu belirlenmistir.

DUSP10, hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulunan, memeli hiicrelerinde yaygin
bir sekilde eksprese edilen JNK ve p38’e spesifik olup ERK1/2’ye spesifik olmayan
bir MAPK fosfataz olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, DUSP10 eksikligi olan
farelerin kullanildig1 ¢alismalarda, bu proteinin, iic MAPK grubunu da defosforile
edilebildigi gosterilmistir (328). Hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 olan HepG2'de,
cevresel kanserojenler, DUSP10’u hedefleyerek p38 aktivasyonunu arttirmak igin
miR-181"yi (microRNA-181) yiikseltmistir. miR-181'in inhibisyonu, DUSP10'un
ekspresyonunun artmasina ve buna karsilik olarak p38 aktivasyonunun
baskilanmasia neden olmustur ve bu da kanser hiicresi gogiinii azaltmistir (329).
Pankreas kanseri hiicre hatlarinda miRNA-92a, INK aktivasyonunu tesvik etmek icin
DUSP10’u hedefler ve boylece hiicre cogalmasini arttirir. Bu ¢aligmalar, DUSP10un
hepatoseliiler karsinomda ve pankreas kanserinde p38 veya JNK'yi inhibe ederek bir
timor baskilayicist oldugunu gostermektedir (330). Nomura ve ark. DUSP10
ekspresyonunun, kolorektal kanserde artarak diizenlendigini ancak akciger
karsinomunda, meme kanserinde ve glioblastomlarda bu sekilde olmadigini
belirlemistir (269).

DUSP10’un ERK ig¢in bir iskele proteini oldugu ve sitoplazmik tutucu olarak islev
gordiigii, fosfo-ERK'nin ¢ekirdeksel translokasyonunu 6nledigi ve bdylece ERK'ye
bagli transkripsiyon ve kanser ilerlemesini 6nledigi bulunmustur. Intestinal epitel
hiicrelerinde DUSP10 ve tiimér olusumu konusundaki ¢aligmada, bu proteinin,
intestinal epitel hiicresinde yara iyilesmesini baskiladigini ve ERK aracili
sinyalizasyonu baskilayarak tiimoér olusumunu inhibe ettigini gostermistir. Bu
bulgulara gére DUSP10, kolorektal kanserde tiimor baskilayici olarak gorev almistir
ve terapotik yontemlerin gelistirilmesinde potansiyel bir hedef olarak belirlenmistir

(331). Ayrica DUSP10, meme kanseri ¢alismalarinda ekSpresyonunun arttigi bilinen
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bir gendir. Ek olarak DUSP10, HER2-pozitif (insan epidermal biiyiime faktor
reseptorii  2-pozitif) olan meme timorlerinde indiikklenmis bir gen olarak
tammmlanmistir.  EK olarak, DUSP10, H20> gibi oksidatif stresler tarafindan
indiiklenebilir (332). DUSP10’un yiiksek orandaki ekspresyonu ayrica, akut miyeloid
16semi (AML) gibi yaygin bir kemik iligi hastaliginda da bulunur (333). Prostat
kanserinde, bugiine kadar yapilan caligsmalar, bu hastaligi tedavi etmek i¢in kullanilan
D vitamininin hormonal olarak aktif metaboliti olan 1,25D (1,25-dihidroksi vitamin
D) ile DUSP10 ekspresyonu arasindaki iliski lizerine odaklanmistir. Bu nedenle,
cDNA mikrodizi analizi ile DUSP10 ekspresyonunun insan prostatik normal ve kanser
epitel hiicrelerinin primer kiiltiirlerinde artmis oldugu, ancak 1.25D tedavisinden sonra
normal prostat stromal hiicrelerinde artmadigi tespit edilmistir (334). DUSP10'un
1,25D ile yiikselmesi, primer prostatik adenokarsinomda meydana gelmistir. Ancak
DUSP10 ekspresyonu, kanserojenik iltihaplanmaya yol agan prostat kanseri hiicre
hatlarindan tiiretilmis metastazlarda yoktur. DUSP10’daki bu artis, DUSP10
promotori igindeki spesifik bir D vitamini reseptorii (VDR) yanit elemanindan
kaynaklanmaktadir (335). DUSP10'u indiiklemenin yani sira, 1,25D tedavisi, COX-2
ve prostaglandin E2 ve F2a reseptorii (EP ve FP) ekspresyonunu azaltarak ve 15-
prostaglandin dehidrojenazi artirarak prostaglandin sentezini de inhibe eder. Sonug
olarak, DUSP10 prostat kanserinde anti-enflamatuar bir etkiye sahiptir, bununla
birlikte ekspresyonunun yiiksek olmasi karsinojenezi tesvik eder. Bununla birlikte, bir
anti-enflamatuar mikro-ortam ve DUSP10 ekspresyon seviyeleri arasindaki denge
prostat kanserini diizenlemek i¢in 6nemli olabilir (336).

Bizim ¢alismamizda DUSP10 ekspresyonunun DUSP2, DUSP4 ve DUSP6 genlerine
benzer olarak grupl’de (TiOz) (IC;;=4,99+1,08 pg/ml) anlaml bir sekilde arttig:

(p<0,0001) ve diger tiim gruplarda azaldig1 tespit edilmistir. DUSP10 geninin en fazla
ekspresyon diizeyinde azalmasi ise grup3’te (DOX) (IC,,=3,48+1,28 pg/ml) oldugu
belirlenmistir.

Sonug olarak, grupl (TiO2) DUSP1 geni hari¢ diger tim genlerin ekspresyonunu
artirmistir. TiO2 molekiilii normalde sitotoksiktir. Bu sitotoksik etkisi sebebiyle,
kanser hiicrelerinde ekspresyon diizeyleri yiiksek olan DUSP1, DUSP2, DUSP4,
DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyonunu baskilamasi beklenmekteydi. Bu

sonuca bakildiginda hiicrelerde grup1’e karsi bir direng gelisimi s6z konusu olabilir.
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Bu ¢alismada ilag tasiyici olarak kullanmak amaciyla TiO2 nanopartikiilleri, toksisiteyi
gidermek icin PEG ile modifiye edildi. Ayrica geleneksel olarak kullanilan grup3
(DOX) ve grup4 (PTX) ilaglarin saglikli dokular {lizerine olan toksitesini azalmak
amaciyla bu temel ¢alismada bu ilaglar PEG-TiO2 nanotasiyiciya yiiklendi. Ancak
grup2 (PEG-TIOy) ilging bir sekilde DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10
genlerinin ekspresyonunu anlamli derecede azaltmigtir (p<0,0001). 48 saat sonrasi
grup2 (PEG-TIO,) sitotoksitesi diger gruplara gére diisiik olmasina ragmen hiicrelere
toksik etki gosterdigi belirlendi. PEG-TiO2 nanotasiyici temelli DOX (grup5) ve PTX
(grup6) hipotezimize dayanarak beklentimiz dogrultusunda DUSP1, DUSP2, DUSP4,
DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyonunu anlamli derecede azaltmistir
(p<0,0001). Grup3 (DOX) ve grup4 (PTX) sonuglar1 bu sonuglara benzer olarak DUSP

genlerinin ekspresyonunu anlamli derecede azaltmistir (p<0,0001).
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Sonug olarak PEG-TiO2-DOX ve PEG-TiO2-PTX nanopartikiil temelli ilaglarin kanser
tedavisinde farkli mekanizmalar tizerine olan etkileri hem in vitro hem de in vivo daha
genis arastirilmalidir. Ayrica saglikli dokular lizerine olan toksiteyi azaltmak ve kanser
dokusu tizerine olan sitotoksisiteyi artirmak amacgli, ekspresyonu artan bir protein ile
bu molekiiller isaretlenerek hedefli hale getirilebilir ve bu sekilde tedavi etkinligi daha

fazla artirilabilir.
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