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ÖZET 

Prostat Kanseri Tedavisine Yönelik Paklitaksel ve Doksorubisin ile Modifiye 

Edilmiş Nanotaşıyıcı İlaç Sistemlerinin DUSP Genlerin Ekspresyon Düzeyleri 

Üzerine Etkisi 

Zuhal TUNÇBİLEK 

Yüksek lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Yavuz SİLİĞ 

2020, 139 sayfa 

Prostat kanseri, erkeklerde yaygın olarak görülen malign bir tümördür. Prostat 

kanser tedavisinde Doksorubisin (DOX) ve Paklitaksel (PTX) ilaçları yaygın olarak 

kullanılmaktır. Ancak bu ilaçlar tüm vücut sistemi etkilediği için istenmeyen birçok yan 

etkisi mevcuttur. Ayrıca dolaşımda kalma süresi kısadır. İlaçların bu gibi dezavantajlarının 

üstesinden gelmek ve tedavi etkinliği artırmak amacıyla, bu çalışmada ilk olarak titanyum 

dioksit (TiO2) nanopartiküllerini sentezlendi. Daha sonra TiO2 toksitesini azaltmak ve 

biyouyumlu hale getirmek için polietilen glikol (PEG) ile modifiye edildi. Son olarak 

sentezlenen PEG-TiO2 nano taşıyıcı sisteme DOX ve PTX ilaçlarını başarılı bir şekilde 

yüklendi. Sentez sonrası elde ettiğimiz PEG-TiO2-DOX ve PEG-TiO2-PTX ilaçlarına ek 

olarak, PEG-TiO2, TiO2, DOX ve PTX ilaçlarını prostat kanser hücre hattına (DU-145) 

uygulayıp sitotoksik doz MTT yöntemiyle belirlendi. DU-145 hücreleri 24, 48 ve 72 saat 

boyunca PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, PEG-TiO2, TiO2, DOX ve PTX ilaçlarının 

farklı konsantrasyonlarıyla (0,5-50µg/ml) ile muamele edildi ve IC50 değerleri belirlendi. 

Bu moleküller arasında en aktif 72 saat sonrası PEG-TiO2-PTX nanotaşıyıcı temelli ilacın 

olduğu tespit edildi. Daha sonra DU-145 hücrelerine her bir molekülün IC50 dozları 

uygulandı, 48 saat inkübasyon sonrasında hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. RNA 

örneklerinden cDNA sentezi yapıldı ve bu örneklerde DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 

ve DUSP10 genlerinin ekspresyon düzeyleri RT-PCR analiz yöntemiyle belirlendi. Sonuç 

olarak TiO2 nanopartikülünün DUSP1 geni hariç diğer tüm genlerin ekspresyonunu 

artırdığı ancak, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, PEG-TiO2, DOX ve PTX ilaçlarının 

DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyon düzeylerini azalttığı 

bulundu. 

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, gen ekspresyonu, paklitaksel, doksorubisin,  

nanopartikül, nanotaşıyıcılar, DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10. 
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ABSTRACT 

The Effect of Paclitaxel and Doxorubicin Modified Nanostructured Drug 

Systems on the DUSP Genes Expression Levels for Prostate Treatment 

Zuhal TUNÇBİLEK 

Master Thesis, Deparment of Biochemistry 

Supervisor: Prof.Dr. Yavuz SİLİĞ 

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 TiO2 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-TiO2-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 µg/ml) of 

PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, PEG-TiO2, TiO2, DOX and PTX drugs for 24, 48 

and 72 hours, and IC50 values were determined. Among these molecules, PEG-TiO2-

PTX nano-carrier based drug was found to be the most active after 72 hours. Then, 

DU-145 cells received IC50 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-TiO2-

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.GİRİŞ 

Kanser Dünya çapında önemli bir sağlık problemi haline gelmiştir ve ölümlerin önde 

gelen nedenidir. Kanser vakalarının görülme sıklığı ve ölüm oranlarındaki artış hızla 

büyümektedir. Prostat kanseri, prostat bezindeki hücrelerin anormal biçimde 

bölünmesiyle karakterize olan bir kanser türüdür. Prostat kanseri, erkeklerde en sık 

görülen ikinci kanserdir ve dünya çapında beşinci önde gelen ölüm nedenidir (1-3). 

Kanser tedavisinde kullanılan başlıca yöntemler cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. 

Kemoterapide, toksik etkisi olan ilaçlar tarafından kanserli hücrelerin bölünmesini 

yavaşlatmak, durdurmak ya da öldürmek amaçlanır. Klasik kemoterapik ilaçlar 

vücutta hedefe yönelik hareket etmemektedir. Kullanılan ilaçlar kanser hücrelerini 

etkilediği gibi sağlıklı hücreleri de etkilemektedir. Ayrıca kanser hücrelerine, tedavi 

için gereken dozlar da ulaşmamaktadır. Kanser tedavisinde kemoterapi ilaçlarının 

mümkün olduğunca tümörleri hedef alması ve sağlıklı dokular üzerinde etkisinin 

sınırlı olması, tedavideki başarı bakımından esastır. Bu husus ayrıca hastanın yaşam 

süresi ve kalitesinin artması bakımından önemlilik arz eder (4,5). 

Prostat kanseri tedavisinde dosetaksel, paklitaksel (PTX) ve doksorubisin (DOX) gibi 

kemoterapik ajanlar kullanılmaktadır.  Paklitaksel, taksan sınıfı bir bileşiktir ve porsuk 

ağacının kabuğundan elde edilmiştir. Paklitaksel kanser hücrelerinde apoptozu 

destekleyen bir antimitotik ajandır. Pek çok paklitaksel türevi (yani, dosetaksel ve 

cabazitaksel) geliştirilmiştir ve çeşitli adjuvanlarla kombinasyon halinde prostat 

kanseri hastalarına hayatta kalma avantajı sağlamıştır. Ne yazık ki, tümörler genellikle 

taksanlara karşı direnç geliştirmiştir. Bu direnç mekanizmaları büyük ölçüde 

bilinmemektedir (6-8). Doksorubisin, Streptomyces türlerinden izole edilmiştir ve 

antrasiklin grubu bir bileşiktir. Doksorubisin, DNA sentezinin ve fonksiyonunun 

inhibisyonu ile sonuçlanan DNA interkalasyonu ile kanser hücrelerine etki eder. 

DNA'ya bağımlı RNA polimerazın inhibisyonu yoluyla da transkripsiyonu inhibe 

eder. Doksorubisin çok düşük oral biyoyararlanım, düşük geçirgenlik ve normal 

dokuya akut toksisite göstermektedir. Ayrıca midede asitle hidrolize uğrar ve sitokrom 

P450'ye duyarlıdır. İlaçların bu gibi yan etkilerinden ve gelişen ilaç direncinden dolayı 

bazı kısıtlamalar yaşanmaktadır. Bu anlamda etkili tedavi seçeneklerine aşırı derecede 

ihtiyaç bulunmaktadır (9-13). 
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Nanoteknoloji alanındaki gelişmeler ile nanopartiküller de kanser tedavisinde yerini 

almaya başlamıştır. Boyut ve yapı nedeniyle nanopartiküller, yeni bir terapötik fikir 

olarak kabul edilebilir. İlaç bağlı nanotaşıyıcı sistemler ile sağlıklı dokulara kıyasla 

anti-kanser ajanlarının tümör hücrelerinde birikiminin arttırılması, nanopartiküllerin 

kanser terapisinde potansiyel olarak kullanıldığını kanıtlamıştır. Nanotaşıyıcı 

sistemler, boyut ve hedef ligandın partikül yüzeyine bağlanma kabiliyetlerinden dolayı 

serbest kemoterapötik moleküllerden çok daha fazla tercih edilmektedir. Kanser 

tedavisi için bu yeni yöntemlerde en çok kullanılan nanopartiküller arasında titanyum 

dioksit (TiO2) yer almaktadır (14,15). TiO2’in, yeterli biyolojik uyumluluk, düşük 

toksisite, kimyasal stabilite ve fotokatalitik gibi birçok benzersiz özelliğinden dolayı 

biyomedikal endüstrisinde kullanımı cazip hale gelmiştir. Ayrıca, TiO2 

nanopartiküllerinin biyouyumluluğunun artırılması için, polietilen glikol (PEG) 

kullanılmaktadır. Nanopartiküllerin yüzeyinin PEG ile modifikasyonu, 

nanopartiküllerin kandaki dolaşım süresini uzatabilir ve mononükleer fagositik 

sistemden kaçma olasılığını artırabilir (16-20). 

Çift özgüllüklü fosfatazlar (DUSP'ler) olarak da bilinen mitojenle aktive olan protein 

kinaz fosfatazları (MKP’ler), memeli hücrelerinde mitojenle aktive olan protein kinaz 

(MAPK) aktivitelerinin ana negatif düzenleyicileri olarak işlev gören bir protein 

ailesidir. MAPK yolakları, büyüme, farklılaşma ve hücre ölümünde kritik rollere 

sahiptir.  Bazı çalışmalar MAPK'lerin farklı kanserlerin gelişiminde ve ilerlemesinde 

rol oynadığını göstermiştir; ancak, kanserojenezdeki kesin işlevlerini bugüne kadar 

belirlemek zor olmuştur. MAPK ekspresyon düzeyleri prostat kanserinde 

değişmiştir. Bu nedenle DUSP'lerin prostat kanserinde MAPK yollarını düzenlemede 

önemli rolleri olduğu ve dolayısıyla hastalığın sonucunu doğrudan etkileyebileceği 

konusunda artan kanıtlar bulunmaktadır. DUSP'lerin ekspresyonundaki değişiklikler, 

prostat kanseri hücrelerinde hayatta kalma, hücre ölümü, kemoterapik ilaçlara direnç 

ve prognoz ile ilgilidir. Ancak genel ve tutarlı bir mekanizma mevcut değildir. 

DUSP’lerin ekspresyonundaki anormalliklerin ve MAPK yollarının bu fosfatazlar 

tarafından nasıl düzenlendiğinin anlaşılması, kansere karşı daha etkili tedaviler 

geliştirmek için kritik öneme sahip olabilir (21-23). 

Bu çalışmada ilk olarak kanser tedavisinde geleneksel olarak kullanılan DOX ve PTX 

ilaçlarının PEG-TiO2 nanotaşıyıcı sisteme yüklenmesi amaçlanmıştır. İkinci olarak 
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ise, elde edilen PEG-TiO2-DOX ve PEG-TiO2-PTX ilaçlarının prostat kanseri hücre 

hattına (DU-145) uygulanması ve ardından sitotoksisiteninin belirlenmesi ve son 

olarak bu sitotoksik dozun DUSP gen ailesinin ekspresyon düzeylerine olan etkisinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 

 

 

 

  



4 

 

2.GENEL BİLGİLER 

2.1.Kanser 

Kanser, bir organ veya dokudaki hücrelerin düzensiz olarak bölünüp çoğalmasıyla 

beliren bir hastalık grubu için kullanılan genel bir terimdir. Kanser, olağan sınırlarının 

ötesinde büyüyen ve daha sonra vücudun bitişik veya diğer organlara yayılabilen bir 

hastalıktır.  

Kanser, 2018'de tahmini 9.6 milyon ölüme neden olan Dünya çapında ölümün önde 

gelen bir nedenidir. Küresel olarak, 6 ölümden yaklaşık 1 tanesi kanserden 

kaynaklanmaktadır. 2015 yılında Dünya Sağlık Örgütü'nün (WHO) tahminlerine göre, 

kanser, 172 ülkenin 91'inde 70 yaşından önce ilk veya ikinci ölüm nedenidir ve buna 

ek olarak 22 ülkede üçüncü veya dördüncü sırada yer almaktadır (Şekil 1) (24). 

 

 

 

Şekil 1. Ulusal kanser sıralamasının 2015 yılında 70 yaş altında ölüm nedeni olarak 

sunulan küresel harita. (WHO) 

Kanser insidansı ve mortalitesi dünya çapında hızla artmaktadır. Bunun birçok sebebi 

vardır ancak popülasyonun hem yaşlanması hem de nüfus artış oranlarındaki 

hızlanmalar  başlıca sebepler arasında yer alır. Sosyoekonomik düzey kanserin 

yaygınlığı ve dağılımındaki değişimin ana risk faktörleri arasındadır (25,26). 
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GLOBOCAN verilerine göre 2018’de tüm kanserlerin her iki cinsiyette, Dünya 

çapında görülen tahmini vaka sayısı 1,276,106’tır. 2040’da ise bu tahmini vaka 

sayısının 2.293.818’a yükseleceği öngörülmektedir (Şekil 2). 

 

Şekil 2. Dünya’daki tüm kanserlerin her iki cinsiyette 2018 ve 2040’taki tahmini vaka 

sayısı. (GLOBOCAN 2018) 

Dünya genelinde tahmin edilen vakalar ve ölümler için 10 kanser türü ele alındığında 

her iki cinsiyette de, akciğer kanseri en sık tanı alan (toplam vakaların % 11.6' sı) 

kanserdir. Akciğer kanseri, kanserden ölümlerin ilk (toplam kanser ölümlerinin % 

18.4'ü) sırasındadır. 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 karaciğer kanseri (% 8,2) görülmektedir (Şekil 3) (2). 

 

Şekil 3. Dünya genelinde her iki cinsiyette 2018'de en sık görülen 10 kanserin olguları 

ve ölümlerinin dağılımı (GLOBOCAN 2018) 
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Cinsiyete göre kanser insidansı karşılaştırıldığında erkeklerde oran daha yüksek oldu 

görülmektedir. Sırasıyla prostat, akciğer ve kolorektal kanserler, erkeklerde tüm 

vakaların % 42' sini oluştururken, sadece prostat kanseri, 5 yeni tanı için neredeyse 1'i 

oluşturmaktadır. Kadınlar için, en sık tanı alan 3 kanser sırasıyla meme, akciğer ve 

kolorektal kanserdir;  bunlar kolektif olarak tüm vakaların yarısını temsil eder; sadece 

meme kanserinin, kadınlarda tüm yeni kanser teşhislerinin % 30' unu oluşturması 

beklenmektedir. Erkeklerde en sık görülen kanser ölüm nedenleri, akciğer kanseri, 

kolorektal ve prostat, kadınlarda ise akciğer, meme ve kolorektal kanserdir. Bu 4 

kanser, tüm kanser ölümlerinin % 46'sını oluştururken, akciğer kanseri dörtte birinden 

fazlasını (% 26) oluşturmaktadır (Şekil 4) (27).  

 

 

Şekil 4. Cinsiyete göre tahmini yeni kanser olguları ve ölümleri için on öncü kanser 

(27) 

Türkiye genelinde tahmin edilen vakalar için kanser türleri ele alındığında her iki 

cinsiyette de, akciğer kanseri toplam 210537 vakanın % 16.5’i olarak en sık tanı alan 

kanserdir. Akciğer kanserini takiben kanser türlerinin görülme sıklığı sırasıyla 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). Ülkemizde kanserden ileri 
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gelen ölümlerin toplam sayısı 116710 olarak tahmin edilmektedir.   Bu kanser 

ölümlerinin % 28.9’u ile her iki cinsiyette de kanserin önde gelen ölüm nedeni akciğer 

kanseridir ve ardından sırasıyla kolorektal kanser (% 8.6), mide kanseri (% 8.6), 

pankreas kanseri (% 5.5), meme kanseri (% 4.7) ve  prostat kanseri (% 4.4) yer alır 

(Şekil 5).  

 

  Şekil 5. Türkiye’de 2018’de her iki cinsiyette bütün yaş gruplarında tahmin edilen 

kanser vakalarının insidansı (a) ve mortalitesi (b) (GLOBOCAN 2018) 

Yurt genelinde cinsiyete göre belirli kanser türlerinin erkeklerde görülme sıklığı 

sırasıyla akciğer kanseri (% 24.7), prostat kanseri (% 14.6), kolorektal kanser (% 9.7), 

mesane kanseri (% 8.1) ve mide kanseri (% 6.2), ölüm oranları ise sırasıyla akciğer 

kanseri (% 38.3), mide kanseri (% 8.6), kolorektal kanser (%7.5), prostat kanseri (% 

6.9), mesane kanseri (% 4.7) olarak tahmin edilmektedir (Şekil 6). 

 

Şekil 6. Türkiye’de 2018’de bütün yaş gruplarındaki erkeklerde tahmin edilen belirli 

türlerdeki kanser vakalarının görülme sıklığı ve ölüm oranları (WHO) 
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Türkiye’de görülmekte olan kanser sıklığı Avrupa Birliği ülkeleri ve Amerika gibi 

gelişmişlik düzeyi yüksek olan ülkelere göre daha düşüktür. Kanser çeşitlerinde 

farklılıklar olsa da ülke genelinde kanserin dağılımda ya da teşhis edilen kanser 

olgularının sayılarında bölgesel olarak anlamlı farklılık bulunmamaktadır. Türkiye’de 

2030’da 22 milyon yeni vakanın olacağı tahmin edilmektedir (2,28,29). 

2.1.1.Prostat kanseri 

Prostat kanseri, prostat bezindeki hücrelerin anormal biçimde bölünmesiyle 

karakterize olan bir kanser türüdür (3). Prostat kanseri, dünya genelinde erkeklerde en 

sık görülen ikinci kanserdir. 2018 yılında 1.276.106 yeni prostat kanseri vakası 

kaydedilmiştir ve bu vakaların 358.989’u ölümle (erkeklerde kansere bağlı tüm 

ölümlerin % 3.8' ü) sonuçlanmıştır (2, 30). 

Prostat kanseri insidans ve mortalite oranları dünya çapında oldukça değişkendir. 

Prostat kanserinin yaş ile standardize edilmiş oranı en yüksek Okyanusya ve Kuzey 

Amerika'da, ardından Avrupa’da gözlenmiştir.  Buna karşılık, Afrika ve Asya, 

gelişmiş ülkelerdekinden daha düşük insidans oranlarına sahiptir. 2018'de en yüksek 

ölüm oranları ise sırasıyla Orta Amerika, Avustralya, Yeni Zelanda ve Batı Avrupa'da 

kaydedilmiştir. En düşük ölüm oranı ise Asya ve Kuzey Afrika'da bildirilmiştir. 

Dünyada prostat kanserinin insidansı ve mortalitesi, artan yaşla ilişkilidir. İnsidans 

oranı, 65 yaş üstü erkeklerde yaklaşık % 60'tır ve ölümlerin neredeyse % 55'i 65 

yaşından sonra ortaya çıkmaktadır. Afrika kökenli Amerikalılar için insidans oranları 

beyaz erkeklere oranla daha yüksektir, her 100.000 erkekten 158.3’üne yeni vaka 

teşhisi konmuştur ve ölüm oranları beyaz erkeklerden iki kat daha fazladır (31,32). 

Bu farklılıklar çevresel faktörlerin prostat kanseri etiyolojisinde de önemli bir rol 

oynadığını ve görülme sıklığındaki değişikliklerin yetersiz tanı, tarama 

yöntemlerindeki farklılıklar ve sağlık hizmetlerine erişimdeki eşitsizliklerden 

kaynaklanabileceğini göstermektedir (33). 

2018'den 2040'a kadar prostat kanserinden ileri gelen ölümlerin Dünya çapında ikiye 

katlanacağı tahmin edilmektedir. En yüksek ölüm oranının Afrika'da, ardından 

Asya’da olduğu tahmin edilirken, en düşük oran Avrupa'da kaydedilecektir. 

Türkiye genelinde 2018 yılında, 210.537 yeni prostat kanseri vakası kaydedilmiştir. 

2040 yılında ise bu sayının tahmini 368.674 kişi olarak artması beklenmektedir. 
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Türkiye’deki prostat kanseri kaynaklı tahmini ölüm sayısı ise 5.165 olarak 

belirlenmiştir. Bu ölüm sayının 2040’da 11.796 kişi olacağı öngörülmektedir (30). 

Prostat kanseri insidansı yüksek olmasına rağmen, çoğu prostat kanseri vakası, kanser 

prostat içinde ilerlediği zaman tespit edilir. ABD'de prostat kanseri teşhisi konan 

erkekler için 5 yıllık sağkalım oranı % 98 civarındadır. Hayatta kalma oranları Doğu 

ülkelerinde % 76, Güney ve Orta Avrupa ülkelerinde ise %88 olarak değişiklik 

gösterir. Ayrıca, Doğu Avrupa ülkelerinde en büyük iyileşme gözlenerek, tüm 

Avrupa'da hayatta kalma oranları artmıştır (30,31,34). 

2.1.1.1.Prostat anatomisi ve fonksiyonu 

Prostat (Eski Yunanlılara göre: “koruyucu”) yalnızca erkeklerde bulunan bir dışsal 

salgı bezidir. Erkek üreme sisteminin bir parçasıdır ve vücudun içinde bulunur (35,36). 

Prostat, pelvisin derininde yer alan, şekli ters çevrilmiş bir koni ya da cevize benzeyen 

kapsülle çevrili fibromüsküler ve glandüler bir organdır. Genç erişkinlerde hacmi 

yaklaşık 20 ml olan prostatın yüksekliği 3 cm, genişliği 4 cm, kalınlığı ise yaklaşık 2.5 

cm’dir. Prostat, mesaneye superiordan, eksternal üriner sfinkter ve membranöz 

üretraya ise inferiordan bağlıdır. Mesaneyle komşu olan bezin superior kısmı, prostatın 

bazal kısmıdır. Prostatın posterior, anterior ve iki adet inferolateral olmak üzere 4 yüzü 

vardır.İnferolateral yüzler konveks biçimlidir ve levator ani kaslarının medial kenarları 

ve endopelvik fasya ile ilişkilidir. Posterior yüz rektumla komşudur ve rektumdan 

Denonvilliers’ fasyasıyla ayrılır. Denonvillier’s fasyası anterior rektal duvarla 

prostatın ve seminal veziküllerin posterior yüzü arasında yer alır (37). Bu fasya prostat 

kanserinin posterior yayılımını engelleyen bir bariyer gibidir (38). 

Prostatın glandüler elemanları üçe ayrılır. Bunlar; santral bölge, periferik bölge ve 

transizyonel bölgedir. Glandüler olmayan yapılar ise anterior fibromüsküler stroma ve 

preprostatik sfinkter olarak ikiye ayrılır. Prostat dokusunun %30’unu oluşturan, 

anterior fibromüsküler stroma prostatın ön yüzünü tamamen kaplar. Retrograd 

ejekülasyonu sağlayan preprostatik sfinkter ise üretrayı saran düz kas yapısında 

sfinkterdir (Şekil 7). 
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Şekil 7. Prostat bezinin genel ve mikroskobik anatomisi. a. Prostatın genel anatomik 

yapısı. b. Prostatın mikroskobik yapısı (39) 

Prostatın elle muayene edilebilen tek bölümü periferik bölgedir ve apeksten tabana 

doğru posterolateral olarak uzanır. Santral bölge koni şeklindedir ve taban kısmı 

mesane boynunda, apeksi ise prostatik utrikul seviyesindedir. Prostatın yaklaşık 

%70’ini periferik bölge, %25’ini santral bölge, %5-10’unu ise tranzisyonel bölge 

oluşturur. Yaşla birlikte artan bez hacmi, benign prostat hiperplazisinden kaynaklanan 

tranzisyonel ve periüretral bezin hacminin artmasından kaynaklanır. Prostat 

adenokarsinomu % 70 oranla en sık periferik bölgede oluşmakla birlikte, % 20 

oranında tranzisyonel bölgede ve % 1-5 oranında ise santral bölgede oluşabilmektedir. 

Prostatın zonal anatomisinin bilinmesi  prostatta gelişen hastalıkların patogenezi 

hakkında bilgi sahibi olmayı sağlar (37, 40, 41). 

Prostat, erkek fertilitesinde rol alan üreme bezidir. Erkeklerde üreme, prostat epiteli 

tarafından salgılanan prostatik sıvının içeriğine dayanır. Prostatik sıvının %30’u 

semenden oluşan süt beyazı sıvıyı içerir. Prostatik sıvı, ejakülasyon işlemini kontrol 

eden ve sperm olgunlaşmasını aktive eden proteinleri düzenleyen bir dizi faktör içerir; 

bu faktörler semen sıvılaştırması, pıhtılaşma döngüsü ve sperm hareketliliği için 

gereklidir (41, 42). 



11 

 

Prostatik sıvıdaki bu fonksiyonları sağlayan faktörler şunlardır: Serin proteazın 

spesifik bir alt ailesi olan, Kallikrein ilişkili peptidaz 3 (KLK3) tarafından kodlanan 

prostat spesifik antijeni (PSA) dahil olmak üzere kallikrein ilişkili peptidazlar 

(KLK’ler); krebs döngüsünün ara metabolitinden biri olan sitrat; ve prostatik epitel 

hücrelerinin sitoplazmasında aktif olarak depolanan bir eser element olan çinko (Zn2+). 

Bu ana faktörler, mekanik ve işlevsel olarak, prostat epitel hücrelerinin metabolik 

özellikleri ile bağlantılıdır. Prostatik epitel hücreleri Krebs döngüsünden ziyade 

glikolizle (çoğalan kanser hücrelerinin bir işareti) enerji üreten tek sağlıklı insan 

hücreleridir. Normal insan prostatı, insan vücudundaki herhangi bir yumuşak dokuya 

göre yüksek seviyede Zn2+ biriktirir. Bu benzersiz özellik, prostatik epitel hücrelerinin 

Zn2+’yi androjene bağımlı olarak hücresel alımı ve spesifik çinko taşıyıcıların aracılık 

ettiği serbest bırakma döngüsü temeline dayanmaktadır.  Çinkonun prostat hücrelerine 

aktif transport ile alımından sorumlu protein çinko taşıyıcı protein1-4 (ZIP1-4), 

sitoplazmadan hücre dışına salınımında ise çinko taşıyıcı1-10 (ZnT1-10) proteinleri 

görev alır (43-46). 

Sağlıklı prostat epiteli bazolateral zarında eksprese edilen ZIP1 proteini kandan Zn2 + 

alımında ana taşıyıcıdır. ZIP1 gen ekspresyonu, normal prostat veya iyi huylu prostat 

hiperplazisi (BPH) dokusu ile karşılaştırıldığında prostat kanseri dokusunda belirgin 

şekilde azalır veya yok olur (47,48). 

Zn2+ iyonunun ve sitratın intraprostatik birikimi, krebs döngüsünün inhibisyonu ve 

prostatik sıvı salınımı, androjen reseptörü (AR) yoluyla erkek seks steroidleri 

tarafından düzenlenir. AR, hem hücre içinde lokalize reseptörler hem de ligandla 

aktive edilmiş transkripsiyon faktörleri olarak görev yapan, çift fonksiyonlu bir 

reseptör alt ailesi olan 48 insan çekirdek reseptöründen biridir (49). 

Prostat içinde testosteron, 5α ‑ redüktaz enzimi tarafından daha güçlü (AR'ye 

bağlanma afinitesi) bir androjen olan, 5α - dihidrotestosterona (DHT) dönüştürülür.  

Prostat homeostazında yer alan kilit genler prostat epiteli içinde DHT tarafından 

düzenlenir. AR, sağlıklı epitelyal homeostazı sürdürmek ve prostat kanseri vakalarında 

malign progresyonu en aza indirmek için gereklidir (50-52). 

Yaşlanma ile birlikte, dolaşımdaki testosteron seviyeleri ve intraprostatik DHT 

seviyeleri aşamalı olarak azalarak bezin düzgün çalışmasını engeller ve Zn2+, sitrat ve 

KLK salgılayan proteinlerin prostatik sıvı içindeki sağlıklı doku seviyelerini koruma 
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kabiliyetini azaltır. Sonuç olarak, DHT'nin prostatik dokuda yaşa bağlı azalması 

aşamalı olarak erkek fertilitesini bozar. Aynı zamanda, Zn2 + ve sitrat birikiminin yaşa 

bağlı olarak bozulması, Krebs döngüsünü inhibe etme kabiliyetini zayıflatarak, 

mitokondrideki terminal oksidasyonla ATP üretimine yol açıp prostatik epitel 

hücresinin kansere eğilimli durumunu destekleyen, prostat kanserini kolaylaştıran bir 

metabolik değişime neden olur (50). 

İnsan üremesi ve erkek fertilitesi için gerekli olan KLK'ler androjenler tarafından 

düzenlenir. KLK2 ve PSA en çok çalışılanlar arasında yer alan proteindir ve sırasıyla 

KLK2 ve KLK3 genleri tarafından kodlanmıştır. KLK2 ve PSA, tüm KLK'lerin 

arasında organa spesifik olarak yüksek ekspresyon profiline sahiptir, yani bol miktarda 

prostat epitelinde eksprese edilir. Gen ekpresyonu seviyeleri ise, çekirdeksel AR'nin 

işlevsel durumunu, aktivitesini ve androjenlere verdiği cevabı yansıtır. Doku 

özgüllüğü ve androjene bağlı eşsiz kombinasyonu sayesinde KLK2 ve PSA'nın 

ekspresyon profili, prostat epitelinin sağlıklı ve patolojik koşullarda aktivitesini 

izlemek için basit ve biyolojik bir son nokta sağlar (53). 

Prostat bezi, erkek fertilitesi için gerekli koşulları sağlar. Ancak potansiyel olarak 

fertilite bozukluğuna sebep olan bir dizi yaygın iyi huylu veya kötü huylu hastalığın 

(örneğin, prostatit, BPH ve prostat kanseri) doğrudan bir hedefidir (54). 

2.1.1.2.Prostat kanseri risk faktörleri 

Prostat kanserinin en yaygın risk faktörleri ileri yaş, etnik köken, genetik faktörler ve 

aile öyküsüdür (55-57). Prostat kanseri ile pozitif olarak ilişkili diğer faktörler arasında 

diyet (doymuş hayvansal yağ ve kırmızı et tüketimi, beslenmede meyve ve sebze 

azlığı, vitamin yetersizliği, kahve alımı), obezite ve fiziksel hareketsizlik, 

iltihaplanma, hiperglisemi, enfeksiyonlar, iyonlaştırıcı radyasyon ve çevresel 

kimyasallara maruz kalma sayılabilir (55-62). 

Prostat kanserine yakalanma riski 50 yaşından sonra hızla yükselir ve 65 yaşından 

büyük erkeklerde 10 vakadan 6’sında görülebilir (63). 

Etnik köken prostat kanserinde bir risk faktörüdür. Afrikalı ve Amerikalı erkeklerin 

beyaz erkeklere göre prostat kanserinden ölme olasılığının iki kat daha fazla olduğu 

ve genellikle daha ölümcül olduğu bir risk faktörüdür (64). 

Ailede prostat kanseri öyküsü, prostat kanseri insidansı için iyi belirlenmiş bir risk 

faktörüdür (65). Babası prostat kanserine yakalanmış erkekler, iki kat daha fazla 
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prostat kanseri riskine sahiptir ve prostat kanseri olan erkek kardeşe sahip olanlarda üç 

kattan daha büyük bir risk vardır (66).  Ayrıca, ikiz kardeşlerde prostat kanseri 

yükümlülüğündeki değişkenliğin neredeyse %60'ının, genetik faktörlere bağlı 

olabileceğini ve prostat kanserini en fazla kalıtımsal malignitelerden biri haline 

getirdiğini göstermektedir (67,68). 

Yüksek kalorili doymuş hayvansal yağ alımı, dolaşımdaki androjen seviyelerini 

artırarak prostat kanseri hücrelerinin büyümesini arttırır, aynı zamanda oksidatif stres 

ve peroksidasyon ile DNA hasarına neden olan reaktif oksijen türleri (ROS) 

seviyesinde artışa sebep olur (69,70,71). Obezite, ilerlemiş ve agresif prostat kanseri 

ile ilişkilidir (72,73). Obezite, çoğu zaman erkeklerde prostat gelişimi ile ilgili olduğu 

bilinen dolaşımdaki steroid hormon düzeylerini değiştirerek prostat kanseri gelişimine 

yol açar (74). 

Sigara dumanına aktif ve pasif maruz kalmanın birçok insan için kanserojen olduğu 

bilinmektedir (75). Sigara içen erkekler genellikle prostat kanseri riskini artırabilen 

veya kanserin ilerlemesine katkıda bulunabilecek dolaşımdaki yüksek seks hormonu 

seviyelerine sahiptir (76,77). Sigara dumanının kanserojen kimyasallarından biri olan 

polisiklik aromatik hidrokarbonların metabolizmasında yer alan genlerdeki 

fonksiyonel polimorfizmler kanserin başlamasını ve ilerlemesini etkileyebilir (75,78). 

Prostat kanseri patogenezinde ve ilerlemesinde androjenler için “androjen hipotezi” 

olarak da bilinen bir rolü destekleyen hem tarihsel hem de modern veriler vardır (79). 

Prostat kanseri hücre hatlarından elde edilen birkaç in vitro veri, hücrelerin androjen 

uyarımına yanıt verdiklerini ve androjenlerin yoksunluğunda ise apoptoza maruz 

kaldıklarını göstermektedir (80,81). Benzer şekilde, in vivo çalışmalar, androjenlerin 

hayvan modellerinde tümörigenezi desteklediğini ve androjen yoksunluğu üzerine 

tümör regresyonunun görüldüğünü göstermiştir (82,83). Preklinik çalışmalar prostat 

kanseri patogenezinde androjenlerin rolünü desteklese de, klinik veriler hala 

tartışmalıdır (84). 

Hiperglisemi, meme, pankreas ve kolorektal gibi kanserler ile pozitif olarak ilişkilidir, 

fakat prostat karsinogeneziyle bağlantısı çelişkilidir. 

Epidemiyolojik ve biyolojik çalışmalar, inflamasyonun yüksek dereceli veya agresif 

prostat tümörlerine ve nihayetinde metastatik yayılıma neden olduğunu belirtmektedir 

(39,85). Son zamanlarda, prostat kanseri hastalarında prostatik inflamasyona bağlı 
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tümör ilerlemesini öngörmek için bir biyobelirteç olarak bir inflamatuar efektör olan 

pentraxin 3 tanımlanmıştır (86). Prostat kanserinin iyi bilinen bir öncülü olan kronik 

inflamasyon, prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) geliştirebilen proliferatif 

inflamatuar atrofiye (PIA) neden olur (39,87).  

Prostatit, genellikle asemptomatik olduğu için teşhisi zor olan prostat bezinin 

iltihabıdır (88). Prostatit gelişimi, enfeksiyonlar, kimyasal ve fiziksel travma ve diyet 

dahil olmak üzere birçok faktörün birleşimiyle indüklenir (89). E. 

coli ve Propionibacterium acnes gibi cinsel yolla bulaşmayan patojenler akut ve 

kronik prostatite neden olabilir (90,91). Ayrıca,  Chlamydia trachomatis ve Neisseria 

bel soğukluğu gibi  cinsel yolla bulaşan birçok organizmalar, potansiyel olarak prostat 

kanseri gelişme riskini artıran kronik enfeksiyona neden olabilir (92,93). 

Bazı epidemiyolojik çalışmalar cinsel davranış ve cinsel yolla bulaşan hastalıklarla 

ilişkili diğer faktörlerin prostat kanseri ile bağlantılı olabileceğini göstermiştir (94). 

Bel soğukluğu ve diğer bakteriyel enfeksiyonlar için, prostat iltihabı ve prostat atrofisi, 

prostat kanserine yol açan süreçlerdir (95). Afrikalı-Amerikalı ve beyaz erkekler 

arasında yapılan geniş populasyon temelli bir vaka kontrol çalışmasında bel soğukluğu 

veya sifiliz öyküsü olan erkekler arasında prostat kanseri riskinin yüksek olduğunu 

bildirilmiştir (93). İnsan prostat kanserinde ve iyi huylu prostat dokusunda ortaya çıkan 

insan papiloma virüsünün (HPV), insan prostat hücrelerini in vitro olarak etkilediği 

gösterilmiştir (96). 

Kadınlarda yaygın bir vajinit nedeni olan Trichomonas vaginalis enfeksiyonu ile 

prostat kanseri arasındaki ilişkinin varlığı yapılan çalşmalarla gözlenmiştir. 

Trichomonas vaginalis asemptomatik üretrit ve prostatite yol açarak erkekleri de 

enfekte edebilir (95). 

X ışını, bilgisayarlı tomografi (BT) ve nükleer görüntülemeden üretilen, vücudun iç 

organlarını ortaya çıkarmak için dokuya nüfuz eden iyonlaştırıcı 

radyasyondur. Bununla birlikte, iyonlaştırıcı radyasyon DNA'ya zarar verebilir ve 

hücreler hasarın çoğunu tamir etse de, hasar kalıcı olabilir ve sonuçta kanser gelişimine 

katkıda bulunabilecek DNA mutasyonlarına yol açabilir. Tanısal X-ışını 

prosedürlerinden düşük dozlu iyonlaşma radyasyonu ile prostat kanseri riski 

arasındaki bağlantıyı araştıran ilk çalışmaya göre , kalça / pelvikte  X-ışına maruz 
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kalmanın, aile öyküsü gibi bilinen diğer risk faktörlerinden bağımsız olarak prostat 

kanseri riskini önemli ölçüde arttırmıştır (97). 

2.1.1.3.Prostat kanseri belirtileri 

Prostat kanseri genellikle yavaş ilerler ve semptomlar yıllarca ortaya çıkmayabilir. 

Prostat kanserinin erken evrelerinde, genellikle belirti yoktur. Bununla birlikte, 

prostatın üretrayı çevreleyen konumu nedeniyle, en sık idrara çıkma sorunu yaşanır. 

Prostat kanserinin, yavaş veya zayıf idrar akımından dolayı idrar yapma problemleri 

veya özellikle geceleri daha sık idrara çıkma ihtiyacı; idrarda veya menide kan; 

ereksiyon problemi (erektil disfonksiyon); kalça, sırt (omurga), göğüs (kaburga) veya 

diğer alanlarda ağrı; bacaklarda veya ayaklarda zayıflık veya uyuşukluk veya hatta 

omuriliğe bası yapan ilerlemiş kanser nedeniyle mesane veya bağırsak kontrolü kaybı 

gibi belirtileri vardır. Üriner semptomların çoğu, prostatın genişlemesi ile birlikte, iyi 

huylu prostat hiperplazisi gibi diğer prostat hastalıklarında da görülür. Bu yüzden 

erkeklerde prostat kanserini kontrol etmek için daha fazla teste ihtiyaç vardır (98,99). 

2.1.1.4.Prostat kanserinde tanı 

Prostat kanseri tanılaması geleneksel olarak dijital rektal muayene (DRE), PSA testi 

ve ardından transrektal ultrason (TRUS) rehberliğinde biyopsi yapılır. Bununla 

birlikte, prostat kanseri için geniş PSA testlerinin reçete edilmesi ve tarama 

programlarının geliştirilmesi göz önüne alındığında, normal DRE ve yüksek PSA'lı 

semptomsuz hastalarda prostat kanserinin % 60'ından fazlası teşhis edilir. 

Prostat kanseri küçük, yavaş ilerleyen, düşük dereceli tümörlerden; büyük, agresif, 

hayatı tehdit edici tümörlere kadar değişen, heterojen bir hastalık olduğundan, prostat 

kanserinin başlangıç değerlendirmesinde ürologların birincil hedefi, hastalığın 

varlığını belirledikten sonra lokal veya uzak kanser yayılımını ve evreleme ile 

saldırganlığı değerlendirmektir. Bu evreleme prognozu tahmin etmek, tedaviyi 

yönlendirmek ve hastaların takibini organize etmek için önemlidir (100). 

TRUS-güdümlü sistematik biyopsi, prostat kanserinde prostatın dijital olarak 

yönlendirilmiş biyopsi örneklemesinden daha üstün olduğunu gösteren standart bir 

tanı testi olmuştur (101). 

Bununla birlikte, tümörün konumuna göre iğnenin yerleştirilmesi rastgele olduğu için, 

TRUS biyopsisinde 15%–46% oranında, radikal prostatektomideki nihai Gleason 
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skoruyla karşılaştırıldığında ise 15%–46% oranında tümörü tespit etme başarısızlığı 

vardır. Rastgele TRUS biyopsisi düşük dereceli ve yavaş ilerleyen kanseri 

tanılayabilir, aynı zamanda erken tedaviye büyük ölçüde katkı sağlayabilir. Bu nedenle 

biyopsi gerektiren hastaların seçimi ve “potansiyel agresif” lezyonların tespiti ve 

ortadan kaldırılması için tekniklerin değerlendirilmesi gerekir (102). 

• DRE 

DRE, prostat büyüklüğünü, hareketliliğini ve şeklindeki düzensizliğini 

değerlendirmeye yarayan ucuz bir testtir (103). 

DRE uygulaması, parmak ucunun birkaç saniye için anüs girişine yerleştirilerek anal 

sfinkter refleks kasılmasına karşı bası uygulanmasını, sfinkterin gevşemesini takiben, 

parmağın hafifçe dönme hareketi ile rektuma yavaşça itilmesi ve rektumdan prostatın 

incelenmesini içerir (104,105). 

Parmak ucu, prostatın iki lobunun arasına boylamasıyla oluk (ortanca sulkus) içine 

yerleştiriliek mediolateral ve anteroposterior olarak hafifçe hareket ettirilir ve prostatın 

tutarlılığı, simetrisi, nodülerliği, ve hareketliliği incelenir (106). 

Ancak, prostatın boyut ve şeklinin sadece rektal muayene ile değerlendirilmesi, prostat 

kanseri teşhisi için tek başına yeterli değildir. Buna bağlı olarak transrektal 

ultrasonografi (TRUS) ile ölçülen prostat hacmi ve DRE ile tahmin edilen hacim 

arasında düşük korelasyon vardır (107). 

Ek olarak, karsinomlar sert düzensiz nodüller olsa da, DRE ile elde edilen sonuçlar 

benign prostat hipertrofisi (BPH) veya taş oluşumunda da benzer olabilir. Bu, muayene 

eden kişinin herhangi bir sertlik ve değişiklik hissettiğinde daha fazla test yapması 

gerektiği ve meydana gelecek olan herhangi bir değişiklik veya ilerlemeyi tespit etmek 

için testi düzenli olarak tekrarlaması gerektiği anlamına gelir (103,108) 

DRE aynı zamanda teknik beceri gerektirir. Muayene eden kişilerden, prostatın tüm 

arka yüzeyini palpe edemeyenler de vardır (109). 

Yaşlanan bir popülasyon ve artan prostat kanseri vakalarıyla, sağlık uzmanlarının 

DRE'yi fiziksel muayenenin rutin bir parçası haline getirmesi gerekmektedir. DRE, 

hem prostat kanseri bulma hem de klinik olarak önemli hastalıkları tespit etme şansını 

arttırır. Bununla birlikte, prostat kanseri taraması yapılacaksa, kanser tespit oranını 

arttırmak için DRE ile birlikte PSA testi kullanılması tavsiye edilir (110). 
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• PSA 

PSA, prostatta üretilen glikoproteindir; insan kallikrein ailesinin bir parçasıdır ve hem 

semen hem de plazmada bulunur. Semendeki PSA konsantrasyonları serumda ölçülen 

seviyelerin yaklaşık bir milyon katıdır. PSA, prostat kanserine özgü olmasa da prostata 

spesifiktir. Prostat kanserinin testi ve izlenmesi için kullanılır (111). 

PSA seviyeleri, sistoskopi, akut idrar retansiyonu, prostat travması (örn., iğne 

biyopsisi veya prostatektomi) sonrasında, idrar yolu veya prostatik enfeksiyonla 

birlikte yükselebilmektedir. DRE, PSA seviyesini yükseltmez. BPH de bir miktar PSA 

yükselmesine sebep olur. Bu nedenle PSA taraması, BPH'yi erken prostat kanserinden 

ayırmak açısından klinik bir problemdir (112). PSA değerlerinin yorumlanmasında her 

zaman yaş, idrar yolu enfeksiyonu, prostat hastalığı, son tanı prosedürleri ve prostata 

yönelik tedavilerin mevcudiyeti dikkate alınmalıdır (113). 

PSA testinin gerçek duyarlılığı ve özgüllüğü belirsizdir. Bu testin klinik olarak 

hassasiyeti %50-%75, özgüllüğü ise yaklaşık %90’dır. BPH düşündüren semptomları 

olan erkekler arasında özgüllük azalır. PSA düzeyi 4.0 ng / mL'den daha yüksek 

olduğunda prediktif değeri yaklaşık %30'dur ve yaş faktöründe duyarsızdır. Çünkü 

artan prevalans, yaşla birlikte özgüllüğün azalmasına neden olmaktadır. PSA'nın 

duyarlılığının göreceli olarak düşük olması, düşük PSA seviyelerinde hastadan biyopsi 

alınması önerilir. PSA’nın ne kadar süre ile taranacağı tam olarak belli değildir, ancak 

1 ila 2 yıl aralıklarla tekrarlanması önerilmektedir. İlk PSA seviyesi <2,0 ng / mL 

olduğunda daha uzun aralıkla, yüksek PSA seviyelerinde ise daha kısa aralıkla takip 

önerilir (112,114). 

Normal PSA seviyeleri iyi tanımlanmamıştır Ancak genel olarak, bir erkeğin PSA 

seviyesi ne kadar yüksek olursa, prostat kanseri olması o kadar olasıdır. Ayrıca, bir 

erkeğin PSA seviyesindeki zaman içindeki sürekli yükseliş de prostat kanseri belirtisi 

olabilir (115). 

Prostat kanseri olan hastaların %20 ve daha fazlasında PSA seviyesi normal 

bulunurken, 4 ng / ml ile 10 ng / ml arasında PSA seviyesine sahip olan erkeklerin 

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

• PSA türevleri  

Prostat kanserinin erken teşhisinde mevcut olan test total PSA serum düzeyidir . Total 

PSA kullanılmasından bu yana, PSA ölçümünün performansını iyileştirmek için çeşitli 
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PSA türevleri geliştirilmiş ve önerilmiştir. Böylece PSA’nın özgüllüğü arttırılmakla 

beraber gereksiz biyopsiler de azaltılmıştır. Bu PSA türevleri şunlardır: 

Serbest PSA (fPSA)  ve kompleks PSA (cPSA): PSA kanda serbest (fPSA) veya bir 

protein molekülüne (cPSA:Kompleks PSA) bağlı şekildedir Toplam PSA (tPSA), 

serbest ve bağlı formların toplamıdır. Standart PSA testi olarak ölçülen tPSA’dır. Aksi 

belirtilmedikçe, PSA, tPSA anlamına gelir. İyi huylu prostat koşullarında fPSA, 

kanserde ise cPSA daha fazla üretilir. Toplam PSA oranı (fPSA / tPSA), PSA testine 

yardımcı olan kullanışlı bir ölçüdür. Bir biyopsinin gerekip gerekmediğine karar 

vermek için PSA seviyelerinin 4 ile 10 ng / mL arasındayken fPSA ve cPSA ölçümleri 

kullanılır (112,117). 

PSA hızı: 50 yaşından önce erken teşhis programlarına başlayan genç erkeklerde PSA 

hızı belirlenir. PSA hızı, zaman içinde PSA seviyelerindeki değişim oranıdır. PSA 

seviyesi 4 ng/mL’den az olan erkekler için, veriler PSA hızının 0.35 ng/mL ve daha 

yüksek olduğunu, kanser şüphesi ile biyopsi önerildiğini göstermektedir. PSA seviyesi 

4-10 ng/mL olan erkekler için, PSA’nın 0.75 ng/mL ve daha yüksek değerdeki hızı 

kanser için şüphelidir. PSA seviyesi 10 ng/mLden yüksek olan erkeklerde ise PSA hızı 

mevcut değildir. PSA hızının kullanımı için mevcut öneriler, PSA seviyelerinin 18 

aydan daha kısa olmayan bir sürede toplanmasını ve hesaplamanın gerçekleştirilmesi 

için çoklu değerlerin (yani en az üç) kullanılmasını içerir. PSA hızı, normal prostat 

kanserinde erken teşhis için önemlidir ve “normal” serum PSA seviyelerine sahip 

milyonlarca erkeğin takibi için faydalı bir seri testi sağlar. 

PSA yoğunluğu: PSA yoğunluğu, prostat hacminin TRUS (Transrektal 

ultrasonografi) ile ölçülmesini ve santimetreküp prostat hacmine düşen, mililitre 

başına nanogram cinsinden PSA değerini ifade eder. Hem PSA'nın hem de prostat 

hacminin ölçüm hassasiyetindeki eksiklik, PSA yoğunluğunun yaygın olarak klinik 

kullanımını engellemiştir (117,118). 

• Prostat kanseri geni 3 (PCA3)  

PCA3, prostata spesifik, kodlayıcı olmayan bir mRNA biyobelirtecidir. Rektal 

muayene sırasında prostata yapılan masaj sonrasında alınan idrar örneğinde 

saptanabilmesi avantajı ile ilk biyopsi sonuçları negatif olan erkeklerde ikinci biyopsi 

kararı verilmeden önce PCA3 değerlendirilebilmektedir. PCA3 testi için, rektal 

muayene sırasında 20-30 ml kadar idrarın toplanması yeterlidir. PCA3 geni normal 
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prostat dokusunda düşük düzeyde eksprese edilir (119). Prostat kanseri olan dokuda 

ise %95 den fazla bir oranda eksprese edilir. Normal prostat dokusuna göre kanserli 

dokuda PCA3 sentezinin 60 ile 100 kat fazla olması bu gene PSA’dan daha çok 

kansere spesifik olma özelliğini verir (120). 

Prostat haricindeki normal ve kanser dokularında PCA3 transkripsiyonunun 

bulunmaması bu genin prostat kanserine spesifik olduğunu göstermektedir. Kanser 

hücrelerinde PCA3 geninin aşırı eksprese olması, prostat hücresi içeren doku ve sıvı 

materyallerinin prostat kanseri teşhisinde kullanılabilmesine imkan sağlar (120-122). 

Aynı zamanda  yapılan klinik çalışmalarda idrar PCA3 değeri (PCA3 mRNA/ PSA 

mRNA) serum PSA seviyesinden prostat kanseri teşhisinde daha üstün bulunmuştur 

(121-125). Sonuç olarak PCA3 geninin kansere özgüllüğü kansere bağlı olmayan PSA 

artışlarında önem kazanmaktadır (126). 

2.1.1.5.Prostate biyopsisi 

Prostat biyopsisi prostat kanseri tanısı için kullanılan güncel standartlardan birisidir. 

Hastanın biyopsi adayı olarak kabul edilmesi için iki ana kriter vardır. Bunlar şüpheli 

rektal muayene ve ideal koşullar altında elde edilen ve en az 3 hafta arayla iki ayrı 

ölçümle elde edilen 4 ng/ml ve daha yüksek PSA düzeyidir. 

Dijital rektal muayene veya ultrason ile ölçülen prostatın büyüklüğünün dikkate 

alınması önemlidir. Örneğin, küçük olan prostat için yüksek PSA seviyesi, prostat 

kanseri olasılığının yüksek olduğunu gösterir. Prostat bezinin hacmi hesaplanarak 

biyopsi gerçekleştirilir. Prostat biyopsisi transrektal ultrason ve sedasyon altında 

gerçekleştirilir. Örnekler tüm bez yüzeyinin delinmesiyle elde edilir ve periferik 

bölgeden (adenokarsinomların %75'i bu bölgeye bağlıdır) alınmaya çalışılır. 

Geleneksel olarak her lobdan altı tane olmak üzere toplam 12 parça örnek alınır. Bu 

uygulamaya ilişkin riskler çoğunlukla kanama (rektal kanama, hematospermi ve 

hematüri) ve ateştir (idrar yolu enfeksiyonları, sepsis). Bu semptomlar dünyadaki 

işlemlerin yaklaşık % 2-20'sinde görülür. Biyopsinin amacı, patologun doğru bir 

histolojik tanı koyması için tüm prostat bezinin temsili örneklerini elde etmektir. 

Biyopsiler karşılık gelen bölgeleri ile tanımlanır, böylece patologlar tümörün 

kapsamını ve lateralitesini belirleyebilir. 

Gleason histolojik farklılaşma ölçeği hastadan alınan biyopsi örneklerinde 

sınıflandırma yapmak için kullanılır. Gleason ölçeği prostat kanseri hastalarının 
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evresini ve prognozunu tanımlamak için temeldir. Ölçek, baskın histolojik dereceyi 

temsil eden ilk sayı ve ikincil histolojik dereceyi belirten ikinci bir sayıyla ek olarak 

uygulanır. Buna göre, bir Gleason değeri, bir 3 + 4 tümörünü (buradaki ilk sayı 3'tür, 

yani daha az agresif) veya bir 4 + 3 tümörünü (ilk sayı 4'tür, yani daha agresif) yansıtır 

(127). 

2.1.1.6.Prostat kanserinde evreleme 

Bir hastaya prostat tümörü teşhisi konduktan sonra, kanserin prostatın dışına yayılıp 

yayılmadığını tespit etmek için evrelenmesi gerekir. Evreleme aynı zamanda 

hastalığın yayılma riskini daha iyi anlayabilmemizi ve doğru tedavi seçeneğine sahip 

olmamızı sağlar. TNM evrelemesi, Amerikan Kanser / Kansere Karşı Uluslararası 

Birlik Ortak Komitesi (AJCC / UICC) tarafından geliştirilmiştir. 

Primer tümörün (T), etkilenen bölgesel lenf nodlarının (N) ve yayılmış veya metastazlı 

(M) derecesini değerlendirmek için kullanılır. Dört aşama vardır; Aşama I'de prostatın 

sadece küçük bir kısmı kanserlidir, hücrelerin çoğu normaldir ve bez normal hissedilir. 

II. aşamada, prostatın parmakla muayesinde bir yumru hissedilir ve prostatın daha 

büyük bir kısmı etkilenir. III. evrede, tümör prostatın ötesine ve IV. Evrede ise daha 

ileri olarak lenf düğümlerine veya yakındaki organlara yayılmıştır. Evreleme Tablo 

1’de daha açık bir şekilde belirtilmektedir (128,129). 
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Tablo 1. Prostat kanseri TNM sınıflandırması (130) 

T - Birincil tümör  

TX Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 Primer tümör kanıtı yok 

T1 Klinik olarak bulunmayan tümör elle tutulamaz veya görüntülenemez 

T1a Rezeke edilen dokunun %5 ve daha azında tesadüfi histolojik 

bulgu 

T1b Rezeke edilen dokunun %5 ve daha fazlasında tesadüfi histolojik 

bulgu 

 T1c Yüksek prostat spesifik antijen nedeniyle iğne biyopsisi ile 

tanımlanan tümör 

T2 Prostat içinde sınırlı tümör1 

T2a Bir lobun yarısını veya daha azını içerien tümör 

T2b Bir lobun yarısından fazlasını içeren, ancak her iki lobu da 

içermeyen tümör 

T2c Her iki lobu da içeren tümör 

T3 Prostat kapsülleri boyunca uzanan tümör2 

T3a Mikroskobik mesane boynu tutulumu da dahil olmak üzere 

ekstrakapsüler genişleme (tek taraflı veya bilateral) 

T3b Seminal vezikülleri istila eden tümör 

T4 Tümör sabittir veya seminal veziküllerin dışındaki bitişik yapıları istila 

eder: dış sfinkter, rektum, levator kaslar ve / veya pelvik duvar. 

  

N- Bölgesel lenf düğümleri   

NX Bölgesel lenf bezleri değerlendirilemiyor 

N0 Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1 Bölgesel lenf bezi metastazı 

M - Uzak metastaz  

MX Uzak metastaz değerlendirilemiyor 

M0 Uzak metastaz yok 

M1 Uzak metastaz 

 M1a Bölgesel olmayan lenf nodu 

 M1b Kemik  

 M1c Diğer bölgeler 

 
1 iğne biyopsisi ile loblardan birinde veya her ikisinde bulunan, ancak elle tutulur 

veya görüntülemeyle görülemeyen tümör T1c olarak sınıflandırılır. 

2 Prostat apeksine veya prostat kapsülü içine (ancak bunun ötesinde değil) istila, 

patolojik T3 olarak değil, patolojik T2 olarak sınıflandırılır. 
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2.1.1.7.Prostat kanserinin derecelendirilmesi: Gleason derecesi, skoru ve sınıf 

grupları 

Tümörler, prognoz için daha iyi öngürüde bulunabilecek şekilde derecelendirilir. 

Gleason Derecelendirme Sistemi, kanserlerin mikroskopta göründüğü şekilde 

puanlandığı en yaygın kullanılan sistemdir. Biyopsiyle prostat dokusu örneği alınır ve 

mikroskop lamı üzerinde hazırlanır. En yaygın iki tümör modeli için iki dereceli puan 

verilir ve bu puanlar Gleason toplamı için bir araya getirilir. Gleason skorları 1 ile 5 

arasında değişmekte olup, 5 en kötü prognoza sahiptir ve Gleason toplamları 2 ile 10 

arasındadır. Gleason derecelendirmesi detaylı olarak Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Patologlar hangi modelin tümörün en az %50'sine karşılık geldiğini belirlemek için 

birincil derece, tümörün azınlığını temsil etmek için ise ikincil derece tanımlaması 

yaparlar. Prostat kanseri için prognoz değişken olabilir. Gleason toplamı 8, 9 veya 10 

olan daha agresif tümörler kısa sürede ölüme neden olabilir, ancak Gleason toplamı 6 

veya daha düşük olan düşük dereceler herhangi bir klinik sonuca karşılık gelmeyebilir 

(Tablo 3) (131-134). 

 

Tablo 2. Gleason skoru ve derecelendirmesi (134) 

 

ISUP derecesi Bulgular Gleason Skoru 

1 Kanserli prostat hücreleri, normal prostat 

hücrelerini yakından andırır. Bezler küçük, 

iyi biçimlendirilmiş ve sıkı bir şekilde 

paketlenmiştir. 

2 - 6 

2 Bezler daha büyük ve aralarında daha fazla 

doku var. 

7 (3+4) 

3 Doku hala tanınabilir bezlere sahiptir, 

ancak hücreler daha koyu renklidir. Bazı 

hücreler bezleri terk etmiş ve çevresindeki 

dokuyu istila etmeye başlamıştır. 

7 (4+3) 

4 Doku az sayıda tanınabilir bezlere sahiptir. 

Birçok hücre etrafındaki dokuyu istila 

ediyor 

8 (4+4, 3+5 veya 

5+3) 

5 Doku tanınabilir bezleri yok. Çevreleyen 

doku boyunca genellikle sadece hücre 

tabakaları vardır. 

9 - 10 

*ISUP = Uluslararası Ürolojik Patoloji Derneği 
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Tablo 3. Prostat kanseri risk tanımlama (134) 

 

Düşük risk  Orta seviye risk Yüksek risk 

PSA<10 ng/mL ve 

GS<7 (ISUP derecesi 

1)  

 

 

 

PSA 10-20 ng/mL ve 

GS=7 (ISUP derecesi 

2/3) 

PSA>20 ng/mL ve GS > 

7 (ISUP derecesi 4/5) 

*GS= Gleason skoru; ISUP= Uluslararası Ürolojik Patoloji Derneği; PSA= Prostat spesifik antijeni 

 

2.2.Nanoteknoloji 

‘Nano’, metrenin milyarda birini ’ya da 10-9’u tanımlamak için kullanılan bir ifadedir. 

Nanoteknoloji kavramı ilk defa, Nobel ödüllü Richard P Feynman tarafından, 

Amerikan Fizik Derneğinin 1959' da yapılan toplantıda, “Altta bir sürü oda var” 

başlıklı ünlü konuşmasında tanımlandı (135). O zamandan beri, Feynman’ın atom 

ölçeğinde maddeyi manipüle etme fikirleri fizik, kimya ve biyoloji alanında birçok 

gelişmelere neden oldu. Bu gelişmelerden sonra nanoteknolojilerin artık, ilaç 

geliştirme, su dekontaminasyonu, iletişim teknolojileri ve daha güçlü veya daha hafif 

malzemelerin üretimi gibi çeşitli alanlarda fayda sağlama potansiyeline sahip olduğu 

belirlendi. Nanoteknolojiler, nanometre ölçeğinde ya tek atom gruplarından 

ölçeklendirerek ya da dökme malzemeleri inceleyerek yeni malzemelerin 

yaratılmasını ve manipülasyonunu içermektedir (136). Nanoteknolojilerin gelişimi, 

fizik, kimya, biyoloji ve mühendislik alanlarını içeren modern, çok disiplinli bir bilim 

olsa da, hem doğada hem de insanlar tarafından nanopartiküllerin (NP'lerin) üretimi 

Hristiyanlık öncesi dönemden kalmadır (137). Nanoteknolojik yöntemler ile 

günümüzde kullanılan mevcut teknolojilerin yerine geçmesi ve daha hassas sistemlerin 

oluşturulması amaçlanmaktadır. Nanoteknolojik olarak üretilen nano boyutlu 

ürünlerin tıp, kimya ve biyoteknoloji gibi birçok alanda kullanmak mümkündür. Anti 

kanser ilaçların geliştirilmesine yönelik çeşitli nanopartiküllerin üretimi, nano tıbbın 

en önemli alanlarından biri olmuştur. Nano malzemelerin ortaya çıkışı disiplinlerarası 

çalışmaların bir sonucudur. Nano boyut olarak açıklanan yapılar, nano kristaller, nano 

parçacıklar, nano tüpler, nano teller, nano çubuklar gibi farklı sınıflara ayrılmaktadır. 

Temel olarak bu yapılara nanopartikül denir (138). 
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2.2.1.Nanopartiküller 

NP’ler çok yüksek yüzey alanı/hacim oranı ile karakterize küçük malzemelerdir (en az 

bir boyutta 1 ila 100 nm çap) (139). Boyutlarının sağladığı benzersiz özelliklerden 

dolayı, NP’ler endüstriyel, elektrik, tarım, ilaç ve tıbbi alanlarda çok çeşitli 

uygulamalara sahiptir (140). Son yıllarda, NP’ler çok küçük çaplara sahip 

olduklarından, sağlık, biyomedikal ve farmasötik uygulamalar, özellikle kanser tanısı 

ve tedavisi, hedefli ilaç salımı, biyosensör alanında hem in vitro hem de in vivo 

çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktır. Özellikle kanser tedavisinde, kemoterapik 

ajanların kanser hücrelerinde hedeflenen bölgelere ulaşmaması ve sağlıklı dokular 

üzerinde meydana gelen toksiteden dolayı bilim insanları bu dezavantajların 

üstesinden gelmek için NP temelli ilaçlar üzerine odaklanmıştır. Nano taşıyıcı temelli 

ilaçların tümör dokusuna ulaşmasını sağlamak açısından NP’lerin büyüklüğü 

önemlidir (141). Küçük boyutlu NP’ler, büyük boyutlu olanlara göre kan damarları 

yoluyla tümör dokularına daha hızlı nüfuz ederler. Dolasıyla NP büyüklüğünün 

optimizasyonu ilacın tümör dokusunda spesifik olarak yer almasına yardımcı olabilir 

(142). NP tabanlı ilaç dağıtım sistemleri, biyolojik engelleri aşma, ilaçları etkin bir 

şekilde taşıma ve belirlenen dokuyu hedefleme yeteneklerinden dolayı büyük bir 

popülerlik kazanmıştır (143). İlaç dağıtımı için NP’leri tercih etmenin ana nedeni, 

partikülün boyutunun ve yüzey özelliklerinin kontrol edilmesidir. Hedefli ilaç taşıyıcı 

sistemlerinde; antikanser ilaç, taşıyıcı ve bir de ligand yer alır. Ligandlar dokuları 

hedeflerken, nanotaşıyıcı sistem antikorla konjüge edilir ve kanser hücreleri 

üzerindeki spesifik reseptörlere yönlendirilir (144). Bu özelliklere sahip olmasına 

rağmen, NP’ler ayrıca partiküllerin bir araya toplanması ve küçük boyutlarından 

dolayı zor tutuş gibi dezavantajlara sahiptir. Bununla birlikte, NP’ler tıp ve kozmetikte 

birçok uygulamada kullanılmaktadır (14). 

NP’ler kanser tedavisindeki  yaygın kullanımlarından dolayı ilgi çekmektedir. NP’ler, 

kanser hücrelerine son derece spesifik olan biyobelirteçleri veya antijenleri 

hedeflemek için kullanılabilir. Boyut ve yapı nedeniyle NP’ler, kemoterapötikler için 

yeni bir terapötik fikir olarak kabul edilmektedir. NP taşıyıcı sistemleri ile sağlıklı 

dokulara kıyasla anti-kanser ajanların tümör dokusunda birikiminin arttırılması ile 

NP’lerin kanser terapisinde potansiyel olarak kullanılabilirliği kanıtlanmıştır. NP 

taşıyıcı sistemler, büyüklüklerinden ve hedef ligandın partikül yüzeyine bağlanma 
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kabiliyetlerinden dolayı serbest kemoterapötik moleküllerden çok daha fazla tercih 

edilir (15). Bu şekilde, tedavinin sonuçları iyileştirilir ve yan etkiler azaltılır (140). Son 

yıllarda, bu nano sistemlerin, hedeflenen ilaç dağıtımı, hipertermi, fotodinamik 

tedavisi, biyo görüntüleme ve biyosensörler gibi farklı biyomedikal uygulamalarda 

yerini almıştır (141,145).  

NP’ler, en yaygın olarak metaller, metal oksitler, silikatlar, oksit olmayan seramikler, 

polimerler, organikler, karbon ve biyomoleküller olan çeşitli kimyasal yapıdaki 

malzemelerden yapılabilir. Bu amaçla alüminyum oksit, demir oksit, çinko oksit ve 

titanyum oksit NP’leri yaygın olarak kullanılmaktır. Genel olarak, bu NP’ler 

kullanılacakları belirli uygulamaların ihtiyaçlarını karşılamak üzere yüzey 

modifikasyonları ile tasarlanırlar. NP’ler, gaz, sıvı veya katı faz işlemleri kullanılarak 

çeşitli yöntemlerle sentezlenebilir (146). 

2.2.2.TiO2 

TiO2 beyaz, kokusuz ve yanıcı olmayan bir tozdur. TiO2 iki kristal yapıya sahiptir; 

bunlar rutil ve anatazdır ve bu kimyasal olarak daha aktiftir. TiO2 NP’lerinin rutil 

formları ayrıca TiO2 ince parçacıkları olarak da adlandırılır. Anataz kristal yapısı 

arttıkça, reaktif oksijen türlerinin üretimi de artar. Bu nedenle, anataz TiO2’nin sağlıklı 

hücreler için rutil TiO2’den daha toksik olduğu düşünülmektedir. Rutil TiO2 kimyasal 

olarak inert olarak kabul edilir, ancak partiküller küçüldüğünde, yüzey alanı artacaktır 

ve bu nedenle rutil TiO2 partikülleri daha zararlı hale gelebilir. Aynı zamanda, NP’lerin 

yüzeyi üzerinde yapılan modifikasyonlar, TiO2 partiküllerinin aktivitesinde 

değişikliklere neden olmaktadır (147). TiO2 NP’leri ve mikropartiküller arasındaki 

önemli ve ana fark, yüzey alanıdır. Daha büyük yüzey alanlarının yardımı ile TiO2 

NP’leri, UV ışınımını emebilir, bu da mikropartiküllerden çok daha fazla fotokatalitik 

aktiviteye sahip olmasını sağlar. Gurr ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada, 

TiO2 NP’lerinin çapı ve toksisitesi arasında bir ilişki olduğunu göstermiştir (148). TiO2 

tıp ve endüstride yaygın olarak kullanılan bir malzemedir. Fotokatalitik, fotodinamik 

ve sonodinamik olmasının yanı sıra boya, gıda boyası, diş macunu ve kozmetiklerde 

önemli kullanımlara sahiptir. TiO2 NP’leri, biyouyumluluk, kimyasal stabilite ve optik 

özellikler gibi birçok benzersiz özelliğe sahiptir (149). Bu özelliklerden dolayı, ilaç 

taşıyıcısı olarak biyomedikal uygulamalarda TiO2 NP’lerinin kullanımında son 

zamanlarda bir artış olmuştur (150). TiO2’nin taşıyıcı olarak kullanılması için ilk 
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olarak toksisitesinin giderilmesi gereklidir. TiO2’nin biyo uyumluluğunu artırmak için 

PEG ile modifiye edilir (141). 

Polietilen glikol (PEG) tekrar eden etilen eter gruplarına sahip hidrofilik bir 

polimerdir. PEG, birçok uygulamada kullanılan ucuz, çok yönlü, toksik olmayan, 

uygun farmakokinetik ve doku dağılımına sahip FDA onaylı bir polimerdir (151,152). 

NP’lerin yüzeyini PEG ile modifiye etmek sıvı içerisinde NP’lerin aglomerasyonunu 

engellediği gibi (153) onları protein adsorpsiyonuna dirençli kılar ve 

biyouyumluluklarını arttırır (154).  Nanomalzemeleri PEG ile kaplamak aynı zamanda 

in vivo sirkülasyon süresini arttırır ve böylece retiküloendoteryal sistem (RES) yoluyla 

dışarı atılma süresi azaltılmış olur (155). Yapılan çalışmalarda PEG ile kaplanmış tek 

duvarlı karbon nanotüpleri, kaplanmamış olanlardan daha az sitotoksik etki 

göstermiştir (156,157). 

2.2.3. Kemoterapik ajanlar 

Prostat kanseri tedavisinde çoğunlukla kullanılan kemoterapötik ilaçlar; etoposid, 

paklitaksel (PTX), dosetaksel, mocetinostat, vinblastine, mitoxantrone, doksorubisin 

(DOX), cisplatin (Cis) ve estramustine’ dir. Bu kemoterapötiklerin istenmeyen birçok 

yan etkileri mevcuttur. Bu nedenle, prostat kanserinin uzamış tedavisinde yaşam 

kalitesinin iyileştirilmesi ve bu yan etkilerin giderilmesi amacıyla yeni anti-kanser 

bileşiklerin keşfi önem kazanmaktadır (158-161). Kemoterapide kullanılan ilaçlara 

karşı vücudun direnç geliştirmesi, ilacın hedeflenen tümör bölgesine ulaşamaması ve 

kanser hücrelerinin normal sağlıklı hücrelere çok benzemesinden dolayı ilacın kanser 

hücreleri yanında normal hücreleri de yok etmesi bilim insanlarını bu konuda 

araştırmalar yapmaya yöneltmiştir (162).  

DOX, çift DNA sarmalının iki nitrik bazının interkalasyon olarak rolünü açıklamak 

için hücresel düzeyde çeşitli moleküler mekanizmalar göstermektedir. Bu 

mekanizmalar DNA zincirlerinin kopmasına yol açan serbest radikallerin oluşumu, 

mitokondrideki solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu, membran lipit oksidasyonu, 

helikaz aktivitesi ve topoizomeraz II inhibisyonuna yanıt olarak apoptoz 

indüklemesidir (163). Bununla birlikte, bazı çalışmalarda endotel hücreleri, 

kardiyomiyositler ve diğer kanserli olmayan hücrelerdeki DOX kaynaklı toksisitedeki 

p53'ün rolü üzerine odaklanmıştır. Klinikte DOX kullanımı ile ilişkili önemli yan etki, 

kardiyomiyopati ve kalp yetmezliği başlangıcıdır (164). Yapılan bir çalışmada, DOX 
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ile indüklenen apoptozun DOX' un redoks aktivasyonundan türetilen reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) oluşumuyla bağlantılı olan kardiyotoksisitesinde önemli bir rol 

oynadığını ileri sürülmektedir (165,166). Şimdiye dek, DOX, yumurtalık karsinomu, 

lenfoblastik lösemi, prostat, meme kanseri ve hepatoselüler karsinom gibi kanserlerin 

tedavisinde etkili antikanser ilaçlarından biridir (167). DOX için en büyük 

zorluklardan biri “bu ilacı istenen noktalara nasıl getireceğimiz” dir. Bu nedenle, yan 

etkilerini azaltmak için biyolojik dağılımını değiştirip tümör bölgelerinde birikimini 

artırabilen yeni bir dağıtım tekniği geliştirilmeye odaklanılmıştır (167,168). 

Son yıllarda platin ve antitübilin bileşikleri kulanılarak solid tümörler için yeni bir 

tedavi geliştirilmiştir. Bu iki molekül grubu sıklıkla kanser hücreleri üzerinde daha iyi 

kontrol sağlamak için birlikte kullanılır (169). Hem platin bileşikleri hem de 

antitubulinler periferik sinir sistemi için toksiktir (170) ve bu ilaçların kombinasyon 

halinde kullanılması periferal nörotoksisiteyi arttırır (171). McKeage ve ark. wistar 

sıçanlarında PTX ve cisplatinin birbirlerinin nörotoksisitesini antagonize ettiğini 

bildirmişlerdir (172).  

Taxus brevifolia kabuğundan izole edilmiş büyük bir antikanser ilaç olan PTX, 

özellikle solid tümörlerin çeşitli türlerine karşı anti-neoplazik aktiviteye sahiptir. PTX, 

birçok ülkede yumurtalık ve meme kanserlerinde ikinci basamak tedavisi için 

onaylanmıştır. PTX'in tek bir etki mekanizması vardır. Mikrotübül sistemindeki 

dinamik dengeyi bozar ve hücre döngüsünün geç G2 fazı ve M fazındaki hücreleri 

bloke eder ve böylece hücre replikasyonunu inhibe eder (173,174). 

Çalışma kapsamında; PEG ile modifiye edilen TiO2 NP’sine yüklenmiş DOX ve PTX 

ilaçlarının prostat kanseri hücreleri üzerine sitotoksik etkisinin ve DUSP genlerinin 

ekspresyonlarının incelenmesi amaçlanmıştır. 

2.3.Mitojenle Aktive Edilmiş Protein Kinazlar (MAPK’ler) 

MAPK, hücrelerdeki spesifik proteinlerin serin, treonin veya tirozin yan zincirine 

kovalent olarak fosfat bağlayarak hücre dışı sinyalleri hücresel tepkilere dönüştürerek 

hücreleri düzenleyen ana kinaz ailelerinden biri olan enzimlerdir. Proteinlerin 

fosforilasyonu, enzimatik aktivitelerini, diğer proteinler ve moleküller ile 

etkileşimlerini, hücre içindeki yerlerini ve proteazların parçalanma eğilimlerini kontrol 

edebilir. MAPK'ler, bira mayası gibi tek hücreli organizmalardan, insanlar da dahil 



28 

 

olmak üzere karmaşık organizmalara evrimi sırasında fonksiyonu ve düzenlenmesi 

korunmuş bir protein kinaz ailesi oluşturur (175,176). 

MAPK ailesinin 3 önemli üyesi vardır. Bunlar; hücre dışı sinyalle düzenlenmiş kinaz 

(ERK1/2), p38 (α, β, γ, δ izoformları) ve c-Jun N-terminal kinazdır (JNK1/2/3).  Her 

biri benzer şekilde komşu treonin ve tirozin kalıntıları üzerinden çift fosforilasyonla 

aktive edilir (177,178). 

MAPK yolakları, MAPK kinazlarının (MAPKK) serin ve treonin kalıntıları üzerindeki 

MAPK kinaz kinazları (MAPKKK) tarafından fosforilasyonundan başlayarak, 

büyüme faktörleri, sitokinler ve hücresel stres dahil olmak üzere birçok hücre 

uyarıcıları ile aktive edilebilir (179). Aktive edilmiş MAPKK'lar, aktivasyon 

ilmeğindeki korunmuş Thr-X-Tyr (TXY) motifinin komşu treonin ve tirozin 

kalıntılarında MAPK'ları fosfatlar. X ile belirtilen amino asit, ERK’de glutamik aside, 

JNK'de proline, p38'de ise glisine karşılık gelir (180-182). MAPK yolaklarının 

hücresel tepkisi, uyaranın yapısına ve sinyalin süresine bağlıdır (183). 

MAPK’ların ERK yolu büyüme, farklılaşma ve gelişme ile ilgilenirken, JNK ve p38 

yolları tercihen iltihaplanma, apoptoz, büyüme ve farklılaşma ile ilgilidir (184). Genel 

olarak MAPK'lar, gen ekspresyonu, mitoz bölünme, hareket, metabolizma, bağışıklık 

ve programlanmış hücre ölümü gibi birçok hücresel aktiviteyi düzenler. Aynı 

zamanda, kanser oluşumunda, ilerlemesinde ve ayrıca kanser tedavisine verilen 

tepkilerin belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Birçok önemli hücresel fonksiyonu 

kontrol etmesi nedeniyle MAPK’lerin insan fizyolojisindeki rollerini tanımlamak için 

yoğun olarak çalışılmıştır (185). 

MAPK sinyalindeki düzenin bozulması, kanserin gelişimine ve ilerlemesine neden 

olur. Bunlara ek olarak ERK1/2 yolu genellikle hücre büyümesiyle bağlantılı olsa da, 

bu yol tümörlerin fenotipinin diğer yönlerine dahil edilmiştir . Bu nedenle, tüm insan 

kanserlerinin üçte birinde anormal ERK1/2 aktivasyonu gösterilmiştir (186). Bu yolun 

düzensizliği, hepatoselüler karsinom, mide adenokarsinom ve renal hücreli karsinom 

dahil olmak üzere çeşitli malignitelerde gözlenmiştir. ERK1 / 2 ek olarak,  TNFα 

(Tümör Nekroz Faktör-α), Fas ligand, radyasyon, ozmotik stres, hipoksi, büyüme 

faktörü yoksunluğu, nitrik oksit, hidrojen peroksit ve kemoterapötik ajanlar gibi çok 

çeşitli uyarıcılara cevap olarak apoptozu inhibe ederek hücre sağkalımını arttırır (187). 

JNK ve p38’in dahil olduğu stresle aktive olan MAPK'lerin kanserdeki rolü ise 
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karmaşıktır. Fosforile edilen p38’in artmış seviyeleri, foliküler lenfoma, akciğer, tiroid 

ve meme karsinomlarının yanı sıra glioma ve baş boyun skuamöz hücreli karsinomlar 

gibi çeşitli malignitelerde ortaya çıkmıştır. Aynı zamanda p38 MAPK yolağının tümör 

baskılamadaki rolünü gösteren çalışmalar da mevcuttur (188,189). JNK'lar 

programlanmış hücre ölümünü kontrol etmede önemlidir, ayrıca kanser tedavisinde 

moleküler bir hedef sağlayabilmektedir (190,191).  

MAPK'ların gen ekspresyonu, hücre büyümesi, apoptozu ve çevreye verilen hücresel 

tepkileri kontrol etmesindeki önemi ile birçok hastalıkla ilişkisi araştırmalarda onları 

öncelikli hale getirmiştir. ERK, JNK ve p38 yolaklarının hepsi ilaç gelişimi için 

moleküler hedef haline gelmektedir (192). 

2.3.1.Çift özgüllüklü fosfataz ailesi (DUSP) 

DUSP'ler, protein tirozin fosfataz (PTP) geni süper familyasına ait sınıf I Cys bazlı 

heterojen enzim grubudur (193,194). PTP'ler arasında, çift özgüllüklü MAPK 

fosfatazlar (DUSP-MKP) (10 üye), küçük boyutlu atipik DUSP'ler (15 üye), diğer 

atipik DUSP'ler (beş üye), yenilenen karaciğer fosfatazları (PRL), PTEN-benzeri 

fosfatazlar (sekiz üye) ve dahası yer almaktadır (195). 

DUSP veya diğer bir deyişle MAPK fosfatazlar fonksiyonel olarak, MAPK’lerin ana 

negatif düzenleyicileri olarak tanımlanmıştır (196). DUSP’ler, sinyal lipitlerinin de 

dahil olduğu protein olmayan substratlardan ve proteinlerin Ser/Thr (serin/treonin) ve 

Tyr (tirozin) kalıntılarından fosfatları kaldırma yeteneğine sahiptir. Fosfatların 

kaldırılmasıyla MAPK inaktivasyonu gerçekleşir. MAPK aktivasyonunun süresi 

sinyal çıkışını belirler ve bu nedenle sayısız biyolojik işlem için çok önemlidir. 

Anormal MAPK sinyalleri, uygun olmayan hücresel immün yanıt ve malignitelerle ile 

ilişkilendirilmiştir. Çalışmalar, MAPK'ların negatif regülasyonunun kaybı nedeniyle 

MAPK fosfatazların kanser gelişimi veya ilerlemesi ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

(197). 

Çift özgüllüklü MAPK fosfatazlar (DUSP-MKP’ler), korunmuş bölge yapısına sahip, 

katalitik olarak aktif 10 enzimi içeren bir alt aileyi temsil eder. Bir amino-terminal 

katalitik olarak aktif olmayan bölge ve bir de karboksil-terminal katalitik olarak aktif 

bölgeden oluşur. Katalitik olarak aktif olmayan bölge, farklı MAPK izoformları için 

DUSP’nin spesifik olarak bağlanmasını sağlayan ve dolayısıyla substrat seçiciliğini 
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belirleyen kinaz etkileşim motifini (KIM) içerir. Ayrıca, bazı DUSP’lerin subsellüler 

lokalizasyonunu belirleyen nükleer lokalizasyon sinyallerini (NLS) veya nükleer  

sinyallerini (NES) aynı zamanda CDC25 homoloji domaini 2 (Hücre bölünme 

döngüsü-25 homoloji domani 2) içerebilir. Katalitik bölge, daha geniş çaplı protein 

tirozin fosfataz (PTPaz) süper ailesinin karakteristiği olan yüksek oranda korunmuş 

aktif bölge konsensüs dizisini (HCX5R) ve prolin, glutamat, serin ve treonince zengin 

PEST dizisi içerir (198,199). 

DUSP-MKP grubundaki 10 enzim, amino asit dizisi homolojisi, hücredeki 

lokalizasyonu ve substrat spesifikliğine göre 3 gruba ayrılmıştır. Bunlar; 

indüklenebilen çekirdeksel, ERK’e spesifik sitoplazmik ve JNK/p38’e spesifik hem 

çekirdeksel hem de sitoplazmik olan DUSP-MKP’ler yer alır (Şekil 8). 

 

Şekil 8. 3 gruba ayrılan DUSP-MKP’lerin yapılarının şematik gösterimi (200) 

Tablo 4’te görüldüğü gibi indüklenebilen çekirdeksel DUSP-MKP’ler DUSP1, 

DUSP2, DUSP4, DUSP5; ERK spesifik sitoplazmik olanlar DUSP6, DUSP7, DUSP9; 

JNK/p38 spesifik olanlar ise DUSP8, DUSP10, DUSP16’dir. 
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Tablo 4. DUSP-MKP’lerin sınıflandırılması ve özellikleri (200) 

Grup Gen Lokalizasyon 
Substrat 

spesifikliği 
Kaynaklar 

İndüklenebilen 

çeekirdeksel 

DUSP1 

DUSP2 

DUSP4 

DUSP5 

Çekirdek 

Çekirdek 

Çekirdek 

Çekirdek 

JNK, p38  ERK 

ERK, JNK 

ERK, JNK  p38 

ERK 

201,202 

203,204 

205 

206 

ERK spesifik 

sitoplazmik 

DUSP6 

DUSP7 

DUSP9 

Sitoplazma 

Sitoplazma 

Sitoplazma 

ERK 

ERK 

ERK  p38 

207 

 

208,209 

JNK/p38 

spesifik 

DUSP8 

DUSP10 

DUSP16 

Sitoplazma/ Çekirdek 

Sitoplazma/ Çekirdek 

Sitoplazma/ Çekirdek 

JNK, p38 

JNK, p38 

JNK, p38 

 

210 

211,212 

 

DUSP'ler hücre büyümesi, farklılaşma, strese bağlı yanıt ve apoptozun 

düzenlenmesinde anahtar olarak görev alır. Aynı zamanda fizyolojik olarak bağışıklık, 

nörobiyoloji ve metabolik homeostaz gibi temel süreçleri düzenler, bunların yanı sıra 

tümör oluşumu, patolojik inflamasyon ve metabolik bozukluklarda da rol oynar (213-

215). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalara göre, DUSP'lerin bağışıklığın düzenlenmesinde 

ve kanser terapisinde olası rolleri belirlenmiş ve MAPK’lerin DUSP'ler tarafından 

düzenlendiği tespit edilmiştir. Bununla birlikte, DUSP-MKP çalışmalarındaki bu 

artışa rağmen, DUSP-MKP'lerin insan kanserindeki rolü iyi bir şekilde 

tanımlanamamıştır. Birçok DUSP ve MAPK arasındaki fonksiyonel ilişki, DUSP-

MKP alt ailesinde yer alan DUSP proteinleri için yüksek bir terapötik potansiyel 

sağlar. Buna göre, DUSP’lerin ekspresyonundaki veya fonksiyonundaki değişiklikler, 

insan hastalıklarında önemlidir Dolayısıyla DUSP’ler potansiyel biyolojik belirteç ve 

terapötik hedef olarak kullanılmaktadır (21,216,217). 

Biz de çalışmamızda, DUSP-MKP alt ailesinde yer alan DUSP’lerin kanserdeki 

önemini göz önünde bulundurarak, DU-145 prostat kanseri hücre hattında 

indüklenebilen çekirdeksel gruba dahil olan  DUSP1, DUSP2 ve DUSP4; ERK 

spesifik sitoplazmik gruptaki DUSP6; JNK/p38’e spesifik olan DUSP10 genlerinin 
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ekspresyon seviyelerini belirlemeyi, prostat kanserinin tedavisi ve prognozu yönünden 

bir öneme sahip olup olmadığını değerlendirmeyi amaçladık. 

2.3.1.1.Çift özgüllüklü fosfataz 1 (DUSP1) 

Çift özgüllüklü fosfataz 1 (DUSP1/MKP1) treonin-tirozin çift özgüllüklü fosfataz 

ailesinin bir üyesidir. Molekül kütlesi 40 kDa olan DUSP1, 447 aminoasitten 

oluşmaktadır. Kromozom üzerindeki konumu ise 5q34’tür ve çekirdekte bulunur 

(Şekil 9). 

 

 

Şekil 9. DUSP1 geninin kromozom üzerindeki konumu (218) 

DUSP1 ilk olarak, murin hücrelerinden kültüre edilmiştir. DUSP1, adenozin 

trifosfataz (ATPaz) olarak aktif bölge konsensüs dizisini içeren bir amino terminal 

katalitik olarak aktif olmayan bölge ve bir C-terminal katalitik olarak aktif bölge olmak 

üzere iki bölgeden oluşur. Ayrıca DUSP1’in ekspresyon seviyesi genel itibarıyla en 

yüksek karaciğer, kalp ve akciğerdedir (219-221). 

DUSP1, mitojen ile aktive edilmiş protein kinaz (MAPK) izoformlarının 

etkisizleştirilmesinde büyük önem taşır (222,223). DUSP1 bir protein fosfataz olarak, 

treonin ve tirozin defosforilasyonu aracılığıyla ERK, p38 ve JNK sinyalizasyonunun 

inaktif hale gelmesinde rol oynar (196,224). DUSP1, temel olarak MAPK 

sinyalizasyonunu düzenleyerek; hücre çoğalması, farklılaşması ve transformasyonu, 

stres yanıtları, iltihaplanma, hücre döngüsü ve apoptoz gibi süreçlerde yer alır (199). 

Genel olarak hücrelerdeki DUSP1 proteini seviyeleri çok düşüktür. Büyüme faktörü 

ile indüklenen ERK-MAPK aktivasyonu, çeşitli hücre tiplerinde DUSP-1 protein 

ekspresyonunu arttırır (225). DUSP1 ayrıca, sürekli sinyallere cevap olarak bir oto-

düzenleyici döngü içinde hareket edebilir ve bunların indüklendiği MAPK'yi devre 

dışı bırakmak için hareket edebilir (Şekil 10). 
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Şekil 10. DUSP1 ve MAPK etkileşiminin şematik gösterimi. Bu şekil, MAPK 

basamaklarını sınırlayan DUSP-1'in otoregülatör geri besleme döngüsünü 

göstermektedir. DUSP-1, aktif MAPK'ları aktif olmayan forma indirger. Aktif 

MAPK'lar DUSP-1 stabilitesini düzenler (226) 

DUSP1 stabilitesi, ubikuitin-proteazom yoluyla, ERK aracılı fosforilasyon ile 

düzenlenir ve ERK yolu inhibisyonu ile azaltılır (227,228). 

DUSP-1 RNA'nın yarı ömrü 1-2 saattir. Beyin kaynaklı nörotrofik faktör sinyali 

sadece DUSP-1 RNA ekspresyonunu indüklemekle kalmaz, aynı zamanda DUSP1'in 

fosforilasyon / defosforilasyonunun bir sonucu olarak DUSP1 protein stabilitesini 

birkaç saat uzatır. C terminal bölgesindeki amino asitlerin manipülasyonları  DUSP1'in 

protein olarak stabilitesini ve fonksiyonunu etkiler. C-terminalde serin kalıntılarının 

ERK tarafından fosforilasyonu, DUSP1'in degredasyonunu kontrol eder veya önler. 

Bu yüzden C-terminaldeki serin aminoasiti degredasyon yolağında önemli rol oynar. 

DUSP-1 stabilitesi ve degredasyonu, amino asitlerin fosforilasyon / defosforilasyon 

veya yer değiştirme / mutasyon gibi çeşitli mekanizmaları ve belirli koşullar ile 

düzenlenebileceği açıktır (227,229). 

Birçok kanser türünde DUSP1 ekspresyonunun anormal olduğu ve hastalığın 

prognozu ile ilişkili olduğu gözlenmiştir. Daha ileri çalışmalarda ise DUSP1’in tümör 

oluşumu ve tümör ilerlemesindeki rolünün karmaşık olduğu ortaya koyulmuştur. 

DUSP1, kanser oluşumunu arttırabilir veya inhibe edebilir. Buna bağlı olarak belirli 

kanser türlerinde artmış veya azalmış DUSP1 ekspresyonu gözlenmektedir (230). 

DUSP1 ekspresyonu bazı kanserlerde normal hücrelere kıyasla artmıştır. Artmış 

DUSP1 ekspresyon seviyeleri prostat, pankreas, kolon, mesane, mide, meme, over ve 

akciğer kanserinde gözlenmiştir. DUSP1 artışının bir sonucu olarak tümör hücrelerini 

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

237). 

DUSP1 ekspresyonundaki azalma ise hepatoselüler karsinomada ve baş boyun 

sküamöz hücreli karsinomada görülmüştür. Azalan DUSP1 seviyeleri, ERK / MAPK 

sinyalleme yolunu güçlendirerek tümörigenezin daha ileri evrelerinde proliferasyona 

ve tümörde kütle artışına sebep olur (238,239). 

Ayrıca, DUSP1'in tümör radyoterapisi, kemoterapisinde, immünoterapide ve 

biyoterapide rol oynadığı saptanmıştır. DUSP1, JNK kaynaklı apoptozun azalmasıyla 

çeşitli kanserlerde kemoterapiye ve radyasyona karşı direnci arttırır ve tümörlerin 

immün sistemden kaçısında önemli yer tutar. Terapötik olarak DUSP1 hedeflenirse, 

ilaç direncinin üstesinden gelinebilir ve mevcut antitümör ilaçların etkinliği önemli 

ölçüde artırılabilir. DUSP1'in farklı tümörlerde, farklı fonksiyon ve mekanizmalarının 

daha iyi anlaşılması, onu yeni bir terapötik hedef haline getirir (230). 

2.3.1.2.Çift özgüllüklü fosfataz 2  (DUSP2) 

DUSP2, ilk olarak 1993 yılında T hücrelerinden klonlanan, aynı zamanda PAC1 olarak 

da bilinen bir MAPK fosfatazdır. Molekül kütlesi 34.4 kDa’dır. Çekirdekte yer alır ve 

314 aminoasitten oluşur. Aktive edilmiş hücrelerin fosfatazı olan DUSP2 geni, 

kromozom üzerinde 2q11.2 konumunda yer alır (Şekil 11). 

 

Şekil 11. DUSP2 geninin kromozom üzerindeki konumu (240) 

DUSP2 ağırlıklı olarak timus, dalak, lenf düğümleri, beyin ve karaciğer gibi yüksek T 

hücre içeriğine sahip hematopoetik dokularda eksprese edilir (241-243). B ve T hücre 

aktivasyonundan sonra DUSP2 ekspreyonu, mitojen ile aktive edilerek hızlı bir şekilde 

uyarılır (244). 

Çift özgüllüklü protein fosfataz alt familyasının bir üyesi olarak, DUSP2, hem 

fosfoserin/treonin hem de fosfotirozin kalıntılarını defosforile ederek hedef kinazlarını 

etkisiz hale getirir (199). DUSP ailesinin diğer üyelerine benzer şekilde, MAPK 

sinyalizasyonunun negatif düzenleyicisidir. Buna bağlı olarak JNK, ERK1/2 ve p38 

sinyalizasyonu; çekirdekte sitokin üretimi, apoptoz, proliferasyon, farklılaşma ve 

enflamasyon gibi hücresel yanıtlar için transkripsiyon faktörü aktivasyonunu inhibe 
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edebilir. Buna benzer şekilde mast hücreleri ve makrofajlarda JNK-ERK-p38 

sinyalizasyonu DUSP2 tarafından kontrol edilebilmektedir. DUSP2, tercihen, 

ERK1/2, p38 ve JNK’yi defosforile edebilir, fakat JNK için fosfataz aktivitesi 

düşüktür. DUSP2, makrofajlarda Toll benzeri reseptör (TLR) ligandları tarafından ve 

mast hücrelerinde yüksek affiniteli IgE reseptör (FcεRI) ligasyonu ile uyarılır.  Bu da 

çekirdekteki DUSP2 geninin ekspresyonunu uyararak DUSP2’nin birikmesine sebep 

olur. DUSP2, hücrelerde JNK-ERK’in negatif çapraz kontrolünü sağlar, aynı zamanda 

ERK2'yi inaktif hale getirir ve defosforilasyon ile p38 sinyalizasyonunu bozar. 

Aslında, DUSP2 hem makrofaj hem de mast hücrelerinde enflamatuar genlerin 

ekspresyonunu arttırır (Şekil 12) (214). 

 

Şekil 12. DUSP2 tarafından gerçekleştirilen immün hücre aktivasyonunun 

fosforilasyon yolağı. Oklar uyarılmayı, kırmızı çizgiler ise yolaktaki inhibisyonu 

gösterir (214) 

DUSP2 eksikliği ise JNK aktivitesinde artışa ve ERK ve p38 aktivitesinde 

beklenmeyen bozulmalara yol açmıştır (216). DUSP’nin hastalıklarla olan ilişkisi 

değerlendirildiğinde, örneğin insan akut lösemilerinde beklenmedik şekilde DUSP2 

seviyelerinde azalma görülür ve bu da ERK aktivasyonunun aşırı bir şekilde 

baskılanmasına sebep olur (245). 
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Son zamanlarda yapılan araştırmalarda hipoksi tarafından inhibe edilen DUSP2 

ekspresyonunun, endometriozis gelişimi için kritik bir faktör olduğu tespit edilmiştir. 

DUSP2'nin ekspresyonu, endometriotik stromal hücrelerde azalır ve transkripsiyonel 

olarak HIF- 1α (Hipoksi-indüklenebilir faktör 1-alfa) tarafından baskılanır. Ayrıca, 

DUSP2'nin hipoksi yoluyla azalması, ERK ve p38 MAPK fosforilasyonunu ve 

siklooksijenaz-2’nin ekspresyonunu uyarır (246). 

DUSP2, CLN3 hastalığı gibi öncelikle sinir sistemini etkileyen kalıtsal bir hastalıkta 

biyobelirteç olarak hedef haline gelmektedir (247). 

DUSP2’nin mRNA ve protein düzeyleri, meme, kolon, akciğer, yumurtalık, böbrek ve 

prostat kanserinde oldukça azalır. DUSP2'nin baskılanması, tümör oluşumu ve 

ilerlemesiyle ile ilişkilidir (248). DUSP2, MAPK kaskadının inhibisyonuyla birlikte 

hücre büyümesini baskılar ve p53’ün aşağı yönlü efektörü olarak apoptozun 

uyarılmasında görev yapar (249). 

DUSP2, başlangıçta hematopoetik hücrelerden klonlandığı için çalışmalar genelde 

bağışıklık sistemi hakkında yapılmıştır. Ancak son yıllarda, DUSP2'nin insan 

kanserindeki patolojik rolü ve diğer hastalıklarla olan ilişkisi ilgi çekmiştir. 

DUSP2’nin rollerinin ve MAPK sinyalizasyonunun daha iyi anlaşılmasıyla birlikte, 

bağışıklık sistemi ile ilgili hastalıklar, iltihaplanma, kanser veya diğer hastalıklar için 

yeni tedaviler geliştirmek umut vaadedici olabilir (250). 

2.3.1.3.Çift özgüllüklü fosfataz 4 (DUSP4) 

DUSP ailesinin bir üyesi olan çift özgüllüklü fosfataz 4 (DUSP4), MAPK fosfataz 2 

(MKP2) olarak da bilinir. DUSP4 geni kromozom üzerinde 8p12 konumunda yer alır. 

DUSP4 geninin kodladığı protein ise 394 aminoasit içerir, yaklaşık 43 kDa’dır ve 

çekirdekte lokalizedir. DUSP4 ekspresyonu mide, safra kesesi, mesane ve yağ 

dokularında yüksek bulunmuştur (Şekil 13). 

 

Şekil 13. DUSP4 geninin kromozom üzerindeki konumu (251) 

Diğer MAPK’lerden ziyade daha az çalışılan DUSP4, MAPK sinyalizasyonunu 

kontrol ederek hücre çoğalması ve farklılaşmasının düzenlenmesinde rol alır (22). 

Bununla birlikte, DUSP4’ün kanserdeki işlevi karmaşıktır. MAPK sinyal yolağının 
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negatif düzenleyicisi olarak, DUSP4 bir onkogen veya tümör baskılayıcı gen olarak 

davranabilir. DUSP4'ün ekspresyonundaki azalma, kolorektal kanser (252), meme 

kanseri (253), pankreas kanseri (254) ve yaygın B hücreli lenfoma (255) dahil olmak 

üzere çeşitli kanser türlerinde ilerlemeyle ilişkilidir. Ancak  DUSP4'ün aşırı 

ekspresyonu da kanser gelişimi ve ilerlemesine yol açmaktadır. DUSP4’ün artmış 

mRNA seviyeleri, hepatomlarda, pankreas kanserinde, ailesel modüler tiroid 

karsinomu, çoklu endokrin neoplazi, papiller tiroid karsinomunda gözlenmektedir. 

Ayrıca, gliomada mRNA düzeyindeki aşırı artış  ile DUSP4’ün epigenetik olarak 

susturulmuş bir gen olduğu bulunmuştur (256). Aynı zamanda birçok çalışmaya göre, 

DUSP4’ün kanserde ilaç direnci ile ilişkili olduğu da bildirilmiştir (257,258). 

Yapılan çalışmalarda DUSP4’ün kanserden ziyade kardiyovasküler öneme sahip 

olduğu da bulunmuştur. DUSP4, hücreleri hayatta tutmak için hipoksi/reoksijenasyon 

(H/R) hasarına yanıt olarak MAPK’lerin aktivasyonunu düzenler. Buna bağlı olarak 

DUSP4’ün p38 aktivasyonunu baskılamasıyla hücre apoptozu önlenir. Bunun aksine 

DUSP4, H/R kaynaklı oksidatif stres altında bozulmaktadır. DUSP4'ün bozulması, 

hücre ölümü ve apoptoza yol açan p38'in aktivasyonunun aşırı şekilde artmasına neden 

olur. Ayrıca, DUSP4’ün ekspresyonundaki aşırı artış, hücrede fazla miktarda bulunan 

reaktif oksijen türleri (ROT)  varlığında hayatta kalmaya yardımcı olmak için, hücresel 

nitrik oksit (NO) üretimini artıran endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) 

ekspresyonunda ve stabilitesinde bir artışa yol açar. Benzer bir şekilde, DUSP4'ün aşırı 

ekspresyonu, ROT oluşumunu indirgemek için NADPH oksidaz 4 geninin (Nox4) 

ekspresyonunda bir azalmaya yol açar. Genel olarak, DUSP4, hücreye H/R kaynaklı 

oksidan strese karşı koruma için çoklu mekanizmalar yoluyla antioksidan bir gen 

olarak görev yapar (Şekil 14) (259). 
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Şekil 14. DUSP4’ün H/R  kaynaklı oksidan stresteki rolü (259) 

Ayrıca DUSP4, forbol esterleri ve büyüme hormonları dahil olmak üzere bir dizi 

uyarana yanıt olarak da indüklenebilmektedir. Ek olarak, ERK2’nin DUSP4 aracılı 

inaktivasyonunun, insan fibroblastlarında replikatif yaşlanma oluşumunda kilit bir rol 

oynadığı bulunmuştur. DUSP4’ün fonksiyonları bunlarla kısıtlıdır ve daha ileri 

çalışmalarla desteklenmesi gerekmektedir (260). 

2.3.1.4.Çift özgüllüklü fosfataz 6 (DUSP6) 

Çift özgüllüklü fosfataz olan DUSP6, MKP3 olarak bilinir ve sitoplazmada yer alır. 

DUSP6 kromozomun 12q21.33 bölgesinde yer alır ve kodlama dizisi 1146 nükleotid 

içerir. DUSP6 geninin kodladığı protein 381 amino asitten oluşur ve molekül kütlesi 

yaklaşık 42.3 kDa’dır (Şekil 15). 

 

Şekil 15. DUSP6 geninin kromozom üzerindeki konumu (261) 

DUSP6, yüksek oranda korunmuş C-terminal domaininde, kanonik tirozin / treonin-

spesifik fosfataz işaret dizisi HCXXXXXR içerir. Burada sistein, esansiyel enzimatik 

nükleofil gibi davranır ve arjinin fosfotirozin veya fosfotreonin üzerindeki fosfat grubu 

ile doğrudan etkileşime girer. DUSP6'nın amino-terminal domaini, arginin 

bakımından zengin kinaz etkileşimi motifi (KIM) ve lösin yönünden zengin nükleer 

ihracat sinyali (NES) içerir (Şekil 16) (262). 
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Şekil 16. DUSP6’nın domain yapısının gösterimi (262) 

DUSP6'nın sitozoldeki lokalizasyonu, ERK spesifitesi için oldukça etkilir ve DUSP1 

ve DUSP4 gibi diğer MAPK fosfatazlardan farklılık sağlar, aynı zamanda ERK’in 

sitoplazmada tutulmasını ve hedef efektörlerin bulunduğu çekirdeğe 

translokasyonunun önlenmesi yoluyla, ERK için daha etkin bir inaktivatör yapar. 

Böylece DUSP6, ERK sinyalizasyonu düzenleme mekanizmasına aracılık eder ve 

ERK seviyelerini azaltan geri besleme düzenleyicisi olarak rol oynar (207,263). 

DUSP6, ERK'nin negatif regülasyonu sayesinde tümör baskılayıcı işleve sahiptir. 

Tümör baskılayıcı olduğu, pankreas kanseri, akciğer kanseri, nazofarengeal karsinom, 

meme kanseri ve baş boyun kanseri gibi çeşitli kanserler üzerinde yapılan çalışmalarla 

desteklenmiştir. Daha ileri çalışmalarda, DUSP6’nın ERK aktivasyonunun 

düzenlenmesi aracılığıyla kemodirence sahip olduğu gösterilmiştir (22). 

DUSP6, ayrıca genotoksik streslerin neden olduğu p53 kaynaklı hücre ölümünde 

görev alır. p53, farklı hedefteki gen gruplarıyla hücre döngüsünü durduran veya hücre 

ölümüne sebep olan kilit bir rol oynar. P53, ERK fosforilasyonunu ve genotoksik 

streslere cevap olarak B hücreli lenfoma-2 (Bcl-2) familyasına ait proteinlerin 

ekspresyon seviyelerini düzenleyerek DUSP6’yı indükler. Yani DUSP6 hücre 

çoğalmasının inhibisyonunda rol oynayan p53 ile indüklenen hedef genlerden birisidir. 

p53, hücre ölümü yolağını hızlandıran hedef genleri (örneğin, Noxa, PUMA, DR5, 

Bax ve PIG3) aktive eder. Ek olarak, p53, ERK1/2'yi defosforile edebilen ve etkisiz 

hale getirebilen DUSP6 gibi hedef genleri işlemden geçirerek hücrenin hayatta 

kalmasını inhibe edebilir. ERK1/2'nin fosforilasyonu, Bcl-2'nin bozulmasına ve Bcl-2 

ilişkili ölüm promotörün (Bad'ın) aktivasyonuna neden olarak, mitokondriyal hasara 

ve sonuçta hücre ölümüne yol açar (Şekil 17) (264). 
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Şekil 17. p53-aracılı DUSP6 ekspresyonu arasındaki ilişkinin şematik diyagramı (264) 

2.3.1.5.Çift özgüllüklü fosfataz 10 (DUSP10) 

MAPK fosfataz-5 (MKP-5) olarak bilinen DUSP10, hem çekirdek hem de 

sitoplazmada bulunan, JNK ve p38’e spesifik olan bir MAPK fosfataz olarak 

tanımlanmıştır. DUSP10 geni, kromozomun 1q41 konumunda lokalizedir. DUSP10 

geni tarafından kodlanan protein 482 amino asitten oluşur ve molekül kütlesi yaklaşık 

52.6 kDa’dır. İnsan genomunda yer alan DUSP10 sekansı içinde yaklaşık 3.4 ve 

2.4 Kb'lik iki transkript tanımlanmıştır (Şekil 18) (210). 

 

Şekil 18. DUSP10 geninin kromozom üzerindeki konumu (265) 

DUSP10 proteini, diğer aile üyelerinden farklı olarak iki CDC25 homoloji bölgesine, 

bir C-terminal katalitik domaine ve bilinmeyen fonksiyona sahip N-terminal uçta 150 

amino asit içeren diziye sahiptir (Şekil 19) (266). 
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Şekil 19. DUSP10’un domain yapısı (266) 

İnsana ait DUSP10’un katalitik ve kinaz bağlayıcı alanların kristal yapı 

karakterizasyonu, substratlara olan afinitesini tanımlamak için belirleyici olmuştur. 

MAP kinaz bağlayıcı domain, p38 ve JNK fosforilasyonu üzerinde etkisi çok az olan 

diğer MPK'lardan yapısal olarak ayrılır. DUSP10 katalitik domaini, kendi başına aktif 

bir konformasyon yapısı nedeniyle spesifiktir (267). 

DUSP10, farklı afinitelerde aktive edilmiş MAPK'lerin hem pTyr (fosfo-tirozin) hem 

de pThr (fosfo-treonin) kalıntılarını defosforilleme yeteneğine sahiptir. p38 ve JNK 

MAPK’leri ERK ‘e göre daha seçici ve etkili bir şekilde defosforile olmaktadır. 

DUSP10,  p38 ve c-Jun N-terminal kinazın (JNK) negatif regülatörüdür. Buna ek 

olarak, DUSP10’un ERK2 aktivitesini düzenlediği ve fosfo-kalıntıları uzaklaştırdığı 

bildirilmiştir. Yapılan başka bir çalışmaya göre DUSP10’nun, ERK için bir iskele 

proteini olarak görev aldığı bildirilmektedir. Yani DUSP10, ERK'yi sitoplazmada 

tutar, ERK’yı enzimatik olarak parçalamaktan korur ve ERK'ye bağlı genlerin 

transkripsiyonunu azaltarak negatif olarak düzenleme yapar. Bununla birlikte, güncel 

çalışmalar, DUSP10'un, MAPK olmayan substratlarının fosfo-serin (pSer) kalıntılarını 

defosforile edebildiğini de göstermiştir (268,269). 

DUSP10, hemen hemen tüm dokularda eksprese edilir. Ancak hematopoetik sistem ve 

karaciğer hariç diğer dokulardaki ekspresyon seviyeleri düşüktür. En yüksek 

ekspresyon, miyeloid ve T hücrelerinde görülür (270). 

DUSP10, temel olarak farmakolojik ajanlar, miRNA'lar gibi uyarıcılar veya belirli 

inhibitörler tarafından düzenlenebilmektedir. DUSP10 ekspresyonunu uyaranlar Şekil 

21’de özetlenmiştir. Bu uyarıcılar arasında epidermal büyüme faktörü (EGF), D 

vitamini ve hyaluronik asit bulunmaktadır. DUSP10'daki artışlar, hipoksi, anizomisin 
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veya ozmotik basınç gibi bazı streslere cevap olarak da gözlenmiştir. Ayrıca, pro-

enflamatuar lipopolisakkarit (LPS), verotoksin ve oxi-LDL gibi çeşitli doğal immün 

reseptör ligandları makrofajlarda DUSP10 ekspresyonunu indükler. Buna ek olarak 

DUSP10 ekspresyonunu artıranlar arasında resveratrol ve kurkumin gibi birkaç anti-

enflamatuar bileşik yer almaktadır. Buna bağlı olarak, MAPK’ların pro-enflamatuar 

aktivitelerinin DUSP10 tarafından baskılanması yoluyla aracılık edebileceğini 

gösterir. Öte yandan, DUSP10 geni, farklı hastalıklar ve kanserlerde indüklenen 

mirRNA'lar tarafından negatif olarak düzenlenebilir. Bu durumda DUSP10, miR-21, 

miR-30b ve miR-155 için doğrudan bir hedef haline gelmektedir (Şekil 20) (271,272). 

 

Şekil 20.  Farklı sinyallerin DUSP10’un ekspresyonu üzerindeki etkisi (272) 

DUSP10, immün yanıtlar sırasında indüklenebilir bir fosfataz olarak görev 

yapmaktadır. Fare lenfositlerinde yapılan bir çalışmada, DUSP10 geninin yapısal 

olarak eksprese edildiği, ancak T hücre reseptörü aktivasyonunu takiben azalacak 

yönde düzenlendiği belirlenmiştir. Buna karşılık, DUSP10 makrofajlarda yapısal 

olarak eksprese edilmez ve LPS stimülasyonundan sonra azalacak yönde 

düzenlenir. Bu fosfatazın immün sistemin gelişimi için gerekli olmadığı, doğal ve 

adaptif immün yanıtlarda, p38 ve JNK aktivitesinin sınırlandırılmasında ve sitokin 

üretiminin düzenlenmesinde gerekli olduğu bildirilmiştir. Bunu takiben çoğu 

araştırmacı DUSP10'un hastalıklardaki bağışıklık ve iltihaplanma aktivitesine 

odaklanmıştır ve ekspresyonunun azalacak veya artacak yönde düzenlendiğini ortaya 

koymuştur (273). 
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DUSP10'un kanserdeki olası rolleri ile ilgili çok az sayıda çalışma mevcuttur. DUSP10 

ekspresyon seviyesi, kanserli dokuların çoğunda, normal dokuya göre daha yüksektir 

ve tümör tipine göre değişkenlik gösterir. Bu da DUSP10’un pro-tümörijenik bir role 

sahip olduğunu belirtir. Örnek olarak bazı metastatik melanom türleri ve meme kanseri 

karsinomları yüksek DUSP10 ekspresyonuna sahiptir. Bunun yanı sıra, DUSP10'un 

kanserde baskılayıcı rol oynadığını belirten bazı çalışmalar da vardır. Başka bir 

çalışmada, karaciğer ve bazı kan hücreleri hariç olmak üzere normal dokuların 

DUSP10 ekspresyonunun düşük olduğu bulunmuştur (270,274). Öte yandan, son 

yıllarda kanser alanında yapılan birçok araştırma 

çalışması, kolon kanseri dokusunda DUSP10 artışının, akciğer, meme, prostat ve 

glioblastoma gibi diğer kanser türlerine göre daha az oranda olduğunu 

bildirmiştir. Bununla birlikte, DUSP10'un kanserdeki rolünü belirlemek için spesifik 

hastalıklarda daha basit ve klinik araştırmalar yapılması gerekecektir (269). 

p38 ve JNK MAPK'lerin, çoğalma, farklılaşma ve hayatta kalma gibi çeşitli hücre 

işlemlerine nasıl dahil edildiği iyi bilinmektedir. Bu sinyalizasyonun düzenlenmesi, 

tümör oluşumu için çok önemlidir. Sonuç olarak, DUSP10’un bu sinyalizasyonlardaki 

rolü ile kanser ilerlemesinin kontrolü ve terapötik stratejiler geliştirilmesi için bu yolun 

düzenlenmesi çok önemlidir (188,272). 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1.Kullanılan Cihazlar 

• Hassas Terazi (Denver Instrument Company, USA)  

• Laminar hava akım kabini (Steril-Vbh)  

• Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)  

• Manyetik karıştırıcı (BIBBY Stuart, UK)  

• Masaüstü mikro santrifüj (Msc Micro Centaur, UK)  

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

• PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)  

• Real-Time PCR Cihazı/Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)  

• Vorteks (Clifton Cyclone, UK)  

• Karbondioksitli İnkübatör  

• Propsonikatör  

• UV-Görünür Bölge spektrometresi 

• Otoklav (Nüve- Turkiye)  

• Zeta Potansiyel Cihazı  

• Su Banyosu  

• İnvert Mikroskop  

• Dijital Pipet 

• Mikroplaka Okuyucu  

• 4°C Buzdolabı 

• -80° C Derin Dondurucu 

3.2.Kullanılan Plastik Malzemeler 

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

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

• 100 μl PCR tüpleri (Qiagen)  

• 15 ml ve 50 ml konik uçlu falkon tüpleri (LP’s)  

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

• 96 kuyucuklu plaka 
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• 6 kuyucuklu plaka 

• 25’lik flask  

• 75’lik flask  

• Kriyoviyaller (1.8 ml) 

• Pastör pipeti 

• Eldiven 

3.3.Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler  

• Etil Alkol (Merck, Germany)  

• Fosfat Tamponu (PBS) (Sigma, USA)  

• RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)  

• RT First standart kit (Qiagen, Germany)  

• RT² qPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)  

• RT² SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany)  

• DU-145 prostat kanseri hücre hattı  

• MTT (3-(4.5-dimetilthiazol-2-yl)  

• TİO2 nanopartikülü 

• PEG-maleik asit anhidrit 

• Aqua koruyucu 

• Ultra saf su  

• DMEM 

• EMEM 

• Fetal sığır serumu 

• Tripsin 

• Penisilin 
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3.4.Kullanılan Hücre Hattı 

3.4.1.DU145 (ATTC ® HTB-81™) prostat kanseri hücre hattı 

Bu tez çalışmasında kulanılan hücre hattı olan DU-145, insan prostat kanseri hücre 

hattıdır. DU-145, 69 yaşındaki primer prostat adenokarsinom kökenli merkezi sinir 

sistemi metastazı olan beyaz ırklı bir erkekten elde edilen, yüzeye tutunma özelliğine 

sahip, epiteliyal bir hücre hattıdır (Şekil 21, Şekil 22). 

 

Şekil 21. Düşük yoğunluktaki DU-145 hücre hattının mikroskopik görüntüsü (20x) 

 

Şekil 22.  Yüksek yoğunluktaki DU-145 hücre hattının mikroskopik görüntüsü (20x) 
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Ayrıca DU-145 hormona duyarlı değildir ve PSA ekspresyonu yoktur. DU145 

hücreleri, yüksek metastatik potansiyele sahip olan PC3 hücrelerine kıyasla orta 

derecede metastatik potansiyele sahiptir. DU145 hücrelerinin androjen reseptörü 

pozitiftir. 

3.5.TiO2 nanopartiküllerinin ve PEG-TiO2’nin sentezi 

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

titanyum(III) fosfit (TIP), 252.5 ml isopropanol içerisine eklendi ve karışım 500 rpm 

de 5 dakika manyetik karıştırıcıda karıştırıldı. Karıştırma işleminden sonra 2 ml 

hidroklorik asit (HCI) 25.5 ml n-propanol karışımı büret ile ekleme oranı 1ml/min 

olacak şekilde alkoksit çözeltisi üzerine eklendi. Bu durumda molar oran HCl//TIP 

0.54 olarak ayarlandı. Karışım 30 dk karıştırıldı. Karıştırma işlemi bitiminde 25.33 ml 

su ve 160.3 ml isopropanol karışımı büret ile ekleme oranı 1ml/min. olacak şekilde 

alkoksit çözeltisi üzerine eklendi. Bu durumda molar oran H2O/TIP 4 oldu. Karışım 

24 saat oda sıcaklığında karıştırıldı ve sonunda jel ürün elde edildi. Jel, çözücü ve 

sudan ayrılmak üzere santrifüjlendi ve gece boyunca oda sıcaklığında bekletildi. Daha 

sonra 400○C de 1 saat kül fırınında bekletildi. Bu işlemler sonucu da TiO2 

nanopartikülü elde edildi. 

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

çözüldü ve pH‘ı 0,1 M NaOH ile 4’e ayarlandı. Karboksil gruplarını aktive etmek için 

0,8 mol/l derişiminde olan 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 0,6 ml hacimde eklendi ve 

solüsyon oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. Sonrasında 0,3 ml 0,2 M 4-amino-

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

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

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

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

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

titanyum bileşiğinin hidrolize dayalı termal sentez yoluyla hazırlandı ve bu işlemin 

sonrasında peptizasyon yapıldı. Klorotitanyum triizopropoksidin hidrolizinden sonra 

nitrik asit ile peptizasyon 80 οC’de gerçekleştirildi. Tepkiyen maddenin (reaktantın) 

%20 ‘lik katı içeriği (ağırlık/hacim) 1.5 M HNO3 ile ayarlandı. Sonrasında 30 dk 200 

kHz ultrasonifikasyona tabi tutuldu ve zeta potansiyel cihazı ile partikül boyut 
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dağılımına bakılıdı. TiO2 solüsyonu (0,75 ml) 10 ml DMF eklendikten sonra 5 ml 50 

mg/ml PEGMA-ASA’nin içerisine eklendi ve karıştırıldı. 130 οC’de 16 saat inkübe 

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

Tepkime sona erdiğinde oda sıcaklığında soğutulan ve reaksiyona giren PEG-TiO2 

çözücüsünün değişimi 40 οC’de 5 hPa 10 dakikada gerçekleştirildi. PEG-TiO2 sulu 

solüsyonunun konsantrasyonu su ile 10 mg/ml’ye ayarlandı ve PEG-TiO2 sulu 

solüsyonu 5 kere santrifüj edilerek tekrar zeta potansiyel değerine bakıldı. 

3.6.PEG-TiO2 Nanotaşıyıcı sisteme DOX ve PTX ilaçlarının yüklenmesi 

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

PEG-TiO2 solüsyonları (~ 0.2 mg / mL) ile karıştırıldı. Bağlanmamış fazla PTX ve 

DOX 100 kDa filtreden geçirildi, ayırıldı ve yıkama işlemi tekrar edildi. Daha sonra 

elde edilen PEG-TiO2-PTX ve PEG-TiO2-DOX 4 ° C'de muhafaza edildi (275). 

3.7.Hücre Kültürü 

Bu tez çalışmasında, % 10 fetal sığır serum (FBS),  % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 

L-glutamin ile takviye edilmiş DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyeri 

kullanıldı. DU-145 prostat kanseri hücre hattı 37ºC, % 95 nem ve % 5 CO2’ li etüvde 

inkübe edilerek çoğaltıldı. Çoğaltma işlemi ve sonrasında aşağıdaki adımlar izlendi 

(276,278). 

1. % 10 DMSO ve % 90 FBS ile kriyotüpe hazırlanan, ardından -80°C’ de dondurulan 

DU-145 prostat kanseri hücre hattı, sıcaklığı 37°C’ ye ayarlanmış su banyosunda hızla 

çözdürülüp kriyotüp içerisine hızlı bir şekilde besiyeri ilave edildi.  

2. Karışım 15 ml' lik santrifüj tüplerine alınıp ve 8 ml daha besiyeri ilave edilerek 

300g’de 5 dk santrifüj edildi. 

3. %10 FBS (Fetal sığır serum), %1 Penisilin-Streptomisin (PS) ve % 1 L-glutamin ile 

birlikte DMEM’ den oluşan besiyeri karışımı hazırlandı.  

4. Süpernatant uzaklaştırılıp, peletin üzerine 6 ml besiyerinden (DMEM-FBS-PS) 

eklenerek 25 ml’ lik flasklara aktarıldı.  

5. Flaskların 37°C'deki % 5 CO2 içeren etüvde inkübasyona bırakılmasını müteakiben 

ilk gün 24 saat sonrasında, sonraki günlerde 48 saatte bir, besi ortamları yeniledi.  
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6. Hücreler bütün flaskın yüzeyini yoğun bir şekilde kapladığında başka flasklara pasaj 

yapıldı, kaplamamışsa flasktaki sıvı dökülerek yüzen ölü hücreler uzaklaştırıldı. Daha 

sonra flaska besiyeri karışımından yaklaşık 5 ml eklenerek inkübasyona bırakıldı.  

7. Pasajlama için, flaskta bulunan sıvı aspire edildi ve flasklar fosfat tamponu ile iki 

kez yıkandı. 

8. Hücrelerin üzerine 1 ml tripsin ilave edilip flasklar 5-10 dakika inkübatörde 

beklendi.  

9. İnkübatörden alınan flasklar mikroskopla incelenip, tüm hücrelerin kalkıp 

kalkmadığı kontrolü yapıldı.  

10. Hücreler kalktıktan sonra eklenen tripsinin aynı hacminde besiyeri eklenerek 

nötralizasyon yapıldı ve bulunan hacim 2 flaska ayrıldı.  

11. Daha sonra çoğaltmak için flasklar tekrar inkübasyona bırakıldı.  

12. Büyüyen DU-145 prostat kanseri hücre hattı 1x105 hücre/kuyu 96 oyuklu plakalara 

ekildi ve 24 saat boyunca kültüre edildi. 

3.7.1.Hücre canlılığının belirlenmesi 

Kültüre edilen hücrelerin canlılığını ve ilgili deneyler için sayısını tespit etmek 

amacıyla Tripan mavisi ile boyama yapıldı. Tripsinizasyon sonrasında 15 ml'lik 

falkona alınan hücre süspansiyonu 1200 rpm'de 5 dakika santrifüj edildikten sonra 

falkon tüpte kalan hücre pelleti 1 ml besiyeri ile resüspanse edildi. Hücre süspansiyonu 

1:1 oranında (50 μl: 50 μl) Tripan mavi boyası ile karıştırılıp Thoma lamında 40X 

büyütme altında sayıldı.  

3.7.2.Hücre sayımı 

Hücre sayımı, boya dışlama metoduna göre tripan mavisi boya kullanılarak yapıldı. 

(278). Canlı hücrelerin membran yapısının korunduğu bu yöntemde tripan mavisi 

hücre içerisine giremezken, membran yapısının bozulduğu ölü hücrelerde boya hücre 

içine geçer ve hücreler mavi renge boyanır. Hücreler, hücre sayımı için tasarlanmış 

Thoma lamına damlatıldı ve üzeri lamel ile kapatılarak mikroskop altında tek tek 

sayım yapıldı.  
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1. Hücreler inkübatörden çıkarıldı, tripsinizasyon işlemi ile hücrelerin flask tabanından 

ayrılması sağlandı ve eklenen tripsin miktarına uygun besiyeri ilave edilerek 

nötralizasyon işlemi gerçekleştirildi. Çok az miktarı 1.5 ml’lik bir ependorfa alındı.  

2. Elde edilen hücre süspansiyonun yoğunluğuna bağlı olarak seyreltme işlemi yapıldı. 

Ependorftan 50 μl hücre süspansiyonu ayrı bir 1.5 ml’lik ependorfa alındı, üzerine aynı 

hacimde ( eşit hacimde olmalı 50 μl ) tripan mavisi’nden (%0.4) ilave edilerek 

homojen hale gelecek şeklide pipetaj yapıldı.  

3. 10 μl hücre/tripan mavi karışımı pipetle çekildi ve Thoma lamının tam ortasına 

damlatıldı. Thoma lamının üzeri hava kabarcığı kalmayacak şekilde lamel ile 

kapatıldı. 

4. Mikroskoba yerleştirilen Thoma lamının sayım çizgileri 40x mikroskop ayarında 

bulundu. Şekil 23’te gösterildiği gibi, sadece merkezde çizgilerin keşiştiği 1 mm2 ’lik 

alandaki 16 karenin içindeki maviye boyanmamış canlı hücreler sayıldı (Ölü 

hücrelerin her tarafı mavidir). Bu işlem 5 defa yapıldı ve ortalaması alındı. 

5. Aşağıdaki formüle göre 1 ml’deki canlı hücre sayısı hesaplandı.  

Canlı hücre sayısı  (hücre/ml) = Ortalama hücre sayısı x 2 x 105 

 

Ortalama hücre sayısı: 5 defa 1 mm2 ’lik alandaki 16 kare sayıldıktan sonra, toplam 

hücre sayısının 5’e bölünmesiyle elde edilir.  

105 : her 1 mm2 alan hacim olarak 0.1 mm3 ’e, bu da 10-5 ml’ye eşit olduğu için, 

ml’deki hücre sayısını bulmak için 105 ile çarpılır.  

2: Alınan örnek hacmine eşit miktarda tripan mavisi konulduğu için 2 kat seyrelir, bu 

yüzden 2 ile çarpılır. Sayım için alınan örnek seyreltildiyse, bulunan sonuç en son 

seyreltme faktörü ile çarpılır. 
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Şekil 23. Thoma lamının mikroskop görüntüsü 

3.8. Sitotoksisite Deneyleri 

 

3.8.1.MTT testi 

Araştırmanın ilk aşamasında; TiO2, PEG-TiO2, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, 

DOX ve PTX’in DU-145 prostat kanseri hücre hattına karşı sitotoksik aktivitelerinin 

incelenmesi planlandı. Bu amaçla TiO2, PEG-TiO2, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, 

DOX ve PTX’in bu hücre hatları üzerine anti-kanser aktiviteleri (3-(4,5-dimetil tiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) kullanılarak belirlendi. Öncelikle belirli 

yoğunluktaki hücreler, 96’lık plakalara ekildi. Ardından yukarıda belirtilen ilaçlar 0,5-

50 μg/ml aralığındaki konsantrasyonlarda hücrelere 1 μL hacimde  uygulandı. 

Hücreler bu ilaçlara, 24, 48 ve 72 saat olmak üzere inkübasyona maruz bırakıldı. Bu 

süreler sonunda MTT ölçümü yapıldı. Bunun için kısaca, her bir oyuğa 10 μL MTT (5 

mg/ mL) belirteci eklendi ve 2 saat süre ile 37°C’de %5 CO2 içeren ortamda inkübe 

edildi. Besiyeri ve MTT aspire edildikten sonra formazan kristallerini çözmek için 

DMSO (Dimetil sülfoksit) kullanıldı. 100 μL DMSO eklenerek 15 dk boyunca oda 

sıcaklığında karıştırıcı üzerinde inkübe edildi ve 570 nm dalga boyunda absorbans 

değerleri okundu. Absorbans, bir mikroplaka okuyucu kullanılarak ölçüldü. Her bir 

örnek için bu ölçümler 3 tekrarlı yapıldı ve en az üç farklı pasaj numarasında 

tekrarlandı. Daha sonra, IC50 değerleri (inhibe edici konsantrasyon; hücre büyümesinin 
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%50' sini inhibe eden bir bileşik konsantrasyonu) hesaplandı ve işlemden geçirilmeyen 

kontrol grubuyla karşılaştırıldı.  

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür] deneyi, daha önce 

bazı modifikasyonlarla tarif edilen mitokondriyal fonksiyonu araştırmak için 

kullanıldı. Sitotoksik ajanların etkinliğinin test edilmesi için en sık kullanılan 

yöntemlerden birisi olan MTT, suda çözünen bir tetrazolium tuzu olup çözeltisi 

sarımtırak renklidir. Tetrazolium halkasının dehidrogenaz enzimlerince parçalanması 

sonucu MTT, çözünmeyen mor renkli formazana dönüşür. Bu dönüşüm canlı 

hücrelerin mitokondrileri aracılığı ile gerçekleşmektedir. Tetrazolium tuzunun sadece 

metabolik aktivitesi olan hücreler tarafından renkli formazanlara indirgenmesinden 

dolayı bu yöntem sadece canlı hücreleri belirlemektedir. Oluşan bu formazan dimetil 

sülfoksit, izopropanol veya başka bir çözücü yardımı ile çözünür hale getirilir ve 

oluşan renk spektrofotometrik olarak okunup miktar tayini yapılır (276,277). 

3.9.Hücrelerden RNA İzolasyonu 

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

kullanılarak üretici firmanın önerdiği protokol doğrultusunda yapıldı. Çalışmaya 

başlamadan önce bazı ön hazırlıklar yapıldı. İlk olarak 1 ml RLT tamponu içerisine 10 

μl β-merkaptoetanol eklendi (alternatif olarak 2 M 20 μl dithiothretiolde eklenebilir). 

İkinci olarak RPE tamponuna % 96’lık etanolden 4 hacim eklendi. Daha sonra DNAse 

I stok solüsyonu hazırlandı.  

1) Hücreler üzerine yaklaşık 600 μl RLT tamponu eklenerek homejenizasyon işlemi 

ile hücreler lizat haline getirildi.  

2) Lizat üzerine %70’ lik etanolden bir hacim eklendi ve pipet yardımıyla iyice 

karıştırıldı. Elde edilen lizat 3 dakika maksimum hızda santrifüj edildi. Süpernatant 

kısım bir pipet yardımıyla dikkatli bir şekilde ayrıldı.  

3) Örnekten 700 μl alındı 2 ml toplama tüpü içerisinde bulunan RNeasy mini spin 

kolona dikkatli bir şekilde aktarıldı. Sonra 8000xg’ de 15 saniye kadar santrifüj edildi. 

4) RNeasy mini spin kolona 700 μl RW1 tamponu eklendi ve 8000xg’ de 15 saniye 

kadar santrifüj edildi.  
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5) RNeasy mini spin kolona 500 μl RPE tamponu eklendi ve 8000xg’ de 15 saniye 

santrifüj edildi.  

6) Yine RNeasy mini spin kolona 500 μl RPE tamponu eklendi ve 8000xg’ de 2 dakika 

santrifüj edildi. İsteğe bağlı olarak RNeasy mini spin kolon 2 ml’ lik yeni bir tüpe 

alındı. Membranı kurutmak için 1 dakika tekrar santrifüj yapıldı.  

7) RNeasy mini spin kolon yeni bir 1,5ml’ lik yeni bir toplama tüpüne alındı. Kolon 

membranına direk olarak 30–50 μl RNeasy-free su eklendi. Toplama tüpünün 

kapakları kapatılarak 8000xg’ de 1 dakika santrifüj edildi.  

8) Elde edilen RNA’ lar, nanodrop cihazı (Green Bioresearch, USA) ile kantitatif 

olarak ölçüldü. RNA’ lar ya hemen kullanıldı ya da daha sonra kullanılmak üzere -

80°C' ye kaldırıldı.  

3.10.cDNA Sentezi  

cDNA sentezi için RT2 First Strand cDNA Sentez Kiti (Qiagen, kat. no: 330404) 

kullanıldı (Tablo 5).  

Tablo 5. cDNA sentez kitinin içeriği 

Madde  Hacim  

GE tampon  50μl  

BC3 tampon  100μl  

RE3 Reverse transkriptaz  50μl  

Kontrol P2  25μl  

Nükleaz free su  1ml  

 

cDNA sentez protokolü:  

1) RT2 First Strand cDNA sentez kiti çözündükten sonra 15 saniye kadar santrifüj 

edildi.  

2) Her bir RNA örneğinden cDNA sentezi Tablo 6’ya göre gerçekleştirildi. 
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Tablo 6. Genomik DNA eliminasyon karışımı 

Madde  Hacim  

RNA 25ng – 5μg  

GE tampon  2μl  

Nükleaz free su  Uygun miktar  

Toplam hacim  10μl  

 

3) Genomik DNA eliminasyon karışımı 42°C’ de 5 dakika inkübe edildi. Sonra buz 

üzerinde 1 dakika bekletildi.  

4) Reverse transkriptaz karışımı Tablo 7’ye göre hazırlandı.  

Tablo 7. Reverse Transkriptaz karışımı 

Madde  
1 Reaksiyon  

Hacmi  

6 Reaksiyon 

Hacmi  

24 Reaksiyon  

Hacmi  

5xBC3 Tampon 4μl 24μl 96μl 

P2 Kontrol 1μl 6μl 24μl 

RE3 Reverse Transkriptaz 2μl 12μl 48μl 

Nükleaz free su 3μl 18μl 72μl 

Toplam hacim 10μl 60μl 240μl 

5) 10μl genomik DNA eliminasyon karışımı içeren her tüpe 10 μl reverse 

transkriptaz karışımı eklendi. Elde edilen karışım dikkatli bir şekilde alt üst edilerek 

karıştırıldı.  

6) mRNA analizi için qPCR protokolü  

- 42°C’ de 15 dakika ilk inkübasyon  

- 95°C’ de 5 dakika ikinci inkübasyon yapılıp reaksiyon durduruldu. 

7) Her bir reaksiyon tüpüne 91 μl RNase-free su eklendi.Bir kaç saniye pipetle alt üst 

edilerek örnekler karıştırıldı.  

8) Reaksiyon tüpleri buz üzerine yerleştirildi ve RT-PCR analiz hazırlıkları yapıldı.  
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3.11. Real Time PCR (RT-PCR) 

RT-PCR analizi RT² SYBR Green qPCR Mastermix kiti kullanılarak gerçekleştirildi. 

Mastermix tüplerinde oluşabilecek çökelti için 42°C’de 1 dakika bekletilip 

vortekslendi. Çalışmada, 25 μl qPCR karışımı 1 μl dilüe cDNA içerecek şekilde 

hazırlandı. Deneylerde tüm cDNA örnekleri aynı şartlarda 3’er kez çalışıldı. Bu üç 

ölçümün ortalaması analizlerde kullanıldı. Çalışmada housekeeping gen(GAPDH), 

kontrol ve çalışma grubu arasındaki ekspresyon düzeyi farklılıklarını belirlemek 

amacıyla iç kontrol olarak kullanıldı (Tablo 8). 

Tablo 8. RT-PCR koşulları 

Madde Hacim 

RT² SYBR Green Mastermix 12,5μl 

cDNA 1μl 

RT² qPCR primer 1μl 

RNase free su 10,5μl 

Toplam Hacim  25μl  

 

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

döngü programı uygulanılarak gerçekleştirildi. 

Tablo 9. Döngü koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü 

95°C 10 dakika1 1 

95°C 15saniye 40 

60°C 1dakika2 40 

1HotStart DNA polimerazın aktivasyonu  

2Her döngünün uzama basamağında her bir örnek için SYBR Green floresans 

belirlenmesi ve kaydedilmesi. 

3.12.Primerler 

SYBR Green, gen ekspresyonu kantitasyonunda sıklıkla kullanılan, çift zincirli DNA’ 

ya bağlanarak floresan özellik kazanan bir boyadır. Bu boyanın çift zincirli PCR 
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ürününe bağlanması ürün miktarı ile orantılı olarak floresans açığa çıkmasını sağlar. 

SYBR Green tekniği ile gen ekspresyonu kantitasyonu için uygun primer seçimi en 

önemli aşamadır. Bu tekniğin başarıyla uygulanabilmesi için PCR primerlerinin 

sadece özgül cDNA’ya bağlanması, primer-dimer veya özgül olmayan amplifikasyon 

ürünü oluşturmaması gereklidir. Çalışmamızda kullanılan primerler Tablo 10’da 

verilmiştir. 

  

Tablo 10. RT-PCR yönteminde kullanılan primerler, firma ve katalog numaraları 

Primerler Katalog Numarası Firma 

DUSP1 QT00036638 Qiagen 

DUSP2 QT00199794 Qiagen 

DUSP4 QT00067018 Qiagen 

DUSP6 QT00209986 Qiagen 

DUSP10 QT00082117 Qiagen 

GAPDH PPH00150F Qiagen 

  

 

4. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Sitotoksisite çalışması için; tüm deneyler üç kopya halinde gerçekleştirildi ve sonuçlar 

ortalama ± standart hata ortalaması olarak ifade edildi. Veriler, tek yönlü varyans 

analizi kullanılarak analiz edildi. IC50, istatistiksel yazılım GraphPad Prism7 

(GraphPad Yazılımı, San Diego, CA, ABD) tarafından belirlendi. Gen ekspresyon 

deneylerine ait tüm RT-PCR analiz sonuçları, Rotor-gene 6000 Series Software 

Version 1.7 yazılımı ile kantite edildi. Verilerin ΔΔCT metodu ile istatistiksel analizi 

“RT2 profiler RT-PCR Array Data Analysis version 3.5” 

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)yazılımı kullanılarak 

gerçekleştirildi. 
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5. BULGULAR 

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

Analizi 

Sentez işleminde ilk olarak TiO2 nanoparçacıkları elde edildi, daha sonra 

kararlılıklarını ve biyouyumluluklarını arttırmak için TiO2 NP'leri PEG ile modifiye 

edildi.  PEG-TiO2-DOX nanotaşıyıcı temelli ilaçları sentezlemek amacıyla PEG-

TiO2 NP'lerine DOX eklendi. DOX'in PEG-TiO2 NP'lerine başarıyla yüklenip 

yüklenmediğini belirlemek için UV spektrum analizi yapıldı. Şekil 24’de görüldüğü 

gibi, DOX'un karakteristik pik değeri 488 nm'dedir. Şekil ayrıca açıkça 

göstermektedir ki, 488 nm'de bulunan pik DOX, PEG-TiO2 yüzeyine adsorbe 

edilmiştir. 

 

Şekil 24. PEG-TiO2 ve PEG-TiO2-DOX nanopartiküllerinin UV-Görünür bölge 

absorbsiyon grafiği 

PTX'in PEG-TiO2 nanotaşıyıcı sisteme başarıyla yüklenmesi ise aynı şekilde UV-

görünür spektrum analizi ile doğrulandı. Şekil 25’da gösterildiği gibi, PTX'in 

karakteristik pik değeri yaklaşık 250 nm'de bulundu. Bu sonuçlar, PTX'in PEG-TiO2 

nanotaşıyıcı sisteme başarılı bir şekilde yüklendiğini gösterdi. 
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Şekil 25. PEG-TiO2 ve PEG-TiO2-PTX nanopartiküllerinin UV-Görünür bölge 

absorbsiyon grafiği 

  



59 

 

5.2. Hücre Kültürü Çalışmaları 

DU-145 hücre hattına uygulanan PEG-TiO2-DOX, PEG- TiO2-PTX, PEG-TiO2, TiO2, 

DOX ve PTX’in sitotoksik dozu MTT testi ile belirlendi (Şekil 26). 

 

 

 
 

Şekil 26. DU-145 Prostat kanseri hücre hattında PEG-TiO2-DOX, PEG- TiO2-PTX, 

PEG-TiO2, TiO2, DOX ve PTX’in IC50 dozlarının belirlenmesi (MTT Testi) 
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5.3.PEG-TiO2 Nanotaşıyıcı temelli DOX ve PTX ilaçlarının Sitotoksik 

Aktivitesinin Belirlenmesi 

Prostat kanseri hücre hattı (DU-145) üzerine, PEG-TiO2-DOX, PEG- TiO2-PTX, PEG-

TiO2, TiO2, DOX ve PTX’in  0,5-50 g/ml aralığındaki derişimleri uygulandı. Her biri 

24, 48, 72 saat inkübasyona bırakıldı ve süre sonunda yaşayan hücre sayısı MTT 

deneyi ile analiz edildi. Analiz sonuçları boş kontrol ve su kontrol grubuna dahil olan 

hücreler ile kıyaslama yapılarak elde edildi. Elde edilen bulgulara göre; prostat kanseri 

hücre hattına (DU-145) uygulanan PEG-TiO2-DOX, PEG- TiO2-PTX, PEG-TiO2, 

TiO2, DOX ve PTX’in sitotoksik aktivitesi değerlendirildi. Bu durumda PEG-TiO2-

DOX, PEG-TiO2-PTX, PEG-TiO2, TiO2, DOX ve PTX’in DU-145 üzerindeki 

sitotoksisitesinin kontrol grubundaki hücrelere nazaran en aktif 72 saat inkübasyonda 

olduğu saptandı. İlaç bağlı nanotaşıyıcı sistem dahilinde olan PEG-TiO2-DOX ve 

PEG-TiO2-PTX’in sitotoksik aktivitesinin 24, 48, 72 saatte DOX ve PTX ilaçlarına 

göre daha aktif olduğu bulundu. DOX ve PTX kendi aralarında değerlendirildiğinde 

ise PTX’in 24 saatteki sitotoksik aktivitesinin DOX’a göre yüksek olduğu gözlendi. 

Ayrıca PEG-TiO2’in diğerlerine kıyasla en düşük sitotoksik aktiviye sahip olduğu 

belirlendi. Aynı zamanda TiO2 nanopartikülünün hücreler üzerindeki toksik etkisinin 

PEG-TiO2’ye nazaran yüksek olduğu değerlendirildi. Buna göre ilaç bağlı nanotaşıyıcı 

sistemlerin sadece ilaç tedavisine göre daha etkili olduğu ve kanser terapisi için umut 

verici olduğu kanısına varıldı (Şekil 27) (Tablo 11). 
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Şekil 27. DU-145 hücre hattında 24 saat, 48 saat ve 72 saat 0,5-50 μg/ml doz 

aralıklarında PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX, PEG-TiO2, TiO2, DOX ve PTX’in 

uygulamasının hücre canlılığına etkisi 
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Tablo 11. PEG-TiO2- DOX, PEG- TiO2- PTX, PEG-TiO2, TiO2, DOX ve PTX’in 24 

saat, 48 saat ve 72 saat sonrası DU-145 prostat kanseri hücre hattı üzerindeki IC50 

değerleri 

  IC50 (μg/ml±SD*) 

Drugs 24h 48h 72h 

PEG-TiO2- DOX 

PEG- TiO2- PTX 

5,87±0,89 

3,10±1,03 

2,42±1,07 

1,72±1,06 

1,94±0,33 

0,53±0,11 

PEG-TiO2 ≥50,00 33,92±2,43 13,62±3,31 

TiO2 11,68±0,69 4,99±1,08 1,12±0,16 

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 İstatistiksel Analizi 

5.4.1.Genlerin ekspresyon düzeyleri 

DU-145 prostat kanseri hücre hatlarına uygulanan ilaçların 48 saat inkübasyonu 

sonrası izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak DUSP 

genlerinin ekspresyon düzeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmiştir. Bu çalışmada 

housekeeping gen olarak GAPDH kullanılmıştır. GAPDH ile çalışma genlerinin 

ekspresyon düzeyleri normalize edilmiştir. Real Time-PCR reaksiyonu sonucunda 

GAPDH için örnek olarak spesifik amplifikasyon eğrisi ve erime eğrileri aşağıdaki 

Şekil 28’da verilmiştir.  

  

 

Şekil 28. GAPDH geninin amplifikasyon eğrisi ve erime eğrisi 
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Boş K-DU145-GAPDH Unknown 20,89 
   

7 
 

Su K-DU145-GAPDH Unknown 20,75 
   

 

DU145 prostat kanseri hücre hattından elde edilen boş kontrol, TiO2, PEG-TiO2, DOX, 

PTX, PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX örneklerinin uygulanması sonrası RNA 

izolasyonu yapıldı. Sonra RNA örneklerinden elde edilen cDNA örneklerinde DUSP1, 

DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerinin ekspresyon düzeyleri RT-PCR yöntemi 

kullanılarak analiz edilmiştir. Analiz grupları aşağıdaki tabloda sınıflandırılmıştır 

(Tablo 12). 

Tablo 12. DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, DUSP10 genlerininin ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesinde grupların sınıflandırılması 

Kontrol Grup Kontrol 

TiO2 Grup1 

PEG-TiO2 Grup2 

DOX Grup3 

PTX Grup4 

PEG-TiO2-DOX Grup5 

PEG-TiO2-PTX Grup6 

 

5.4.2.Çift özgüllüklü fosfataz geninin  (DUSP1) ekspresyon düzeyi 

DU-145 prostat kanseri hücre hatlarına TiO2, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO2-

DOX, PEG-TiO2-PTX’in IC50 dozları uygulandıktan 48 saat inkübasyon sonrası izole 

edilen RNA’dan elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak DUSP1 geni ekspresyon 

düzeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmiştir. DUSP1 geni ekspresyon düzeyleri, 

DU-145 kanser hücre hattında gruplar yönünden incelendiğinde kontrol grubuna göre 

diğer grupların ekspresyon düzeyinde sırasıyla 1.54, 2.19, 6.77, 9.25, 143.15 ve 26.17 
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kat azalma izlendi. Sonuçlara bakıldıuğında farklılığın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu görüldü (*p˂0,0001) (Şekil 29). 

 

Şekil 29. DUSP1 genlerinin ekspresyon düzeylerinin gruplar arasında karşılaştırılması 

5.4.3.Çift özgüllüklü fosfataz geninin  (DUSP2) ekspresyon düzeyi 

DU-145 prostat kanseri hücre hatlarına TiO2, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO2-

DOX, PEG-TiO2-PTX’in IC50 dozları uygulandıktan 48 saat inkübasyon sonrası izole 

edilen RNA’dan elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak DUSP2 geni ekspresyon 

düzeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmiştir. DUSP2 geni ekspresyon düzeyleri, 

DU-145 kanser hücre hattında gruplar yönünden incelendiğinde, kontrol grubuna göre 

diğer grupların ekspresyon düzeyinde sırasıyla grup1 de 2.02 kat artış diğer gruplarda 

ise 2.69, 4.85, 3.38, 1.62ve 1.90 kat azalma izlendi. Sonuçlara bakıldığında farklılığın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (*p˂0,0001) (Şekil 30). 

 

Şekil 30. DUSP2 genlerinin ekspresyon düzeylerinin gruplar arasında karşılaştırılması 
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5.4.4.Çift özgüllüklü fosfataz geninin  (DUSP4) ekspresyon düzeyi 

DU-145 prostat kanseri hücre hatlarına TiO2, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO2-

DOX, PEG-TiO2-PTX’in IC50 dozları uygulandıktan 48 saat inkübasyon sonrası izole 

edilen RNA’dan elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak DUSP4 geni ekspresyon 

düzeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmiştir. DUSP4 geni ekspresyon düzeyleri, 

DU-145 kanser hücre hattında gruplar yönünden incelendiğinde, kontrol grubuna göre 

diğer grupların ekspresyon düzeyinde sırasıyla grup1 de 2.99 kat artış diğer gruplarda 

1.82, 11.24, 2.28, 3.61 ve 1.28 kat azalma izlendi. Sonuçlara bakıldığında farklılığın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (*p˂0,0001) (Şekil 31). 

 

Şekil 31. DUSP4 genlerinin ekspresyon düzeylerinin gruplar arasında karşılaştırılması 

5.4.5.Çift özgüllüklü fosfataz geninin  (DUSP6) ekspresyon düzeyi 

DU-145 prostat kanseri hücre hatlarına TiO2, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-TiO2-

DOX, PEG-TiO2-PTX’in IC50 dozları uygulandıktan 48 saat inkübasyon sonrası izole 

edilen RNA’dan elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak DUSP6 geni ekspresyon 

düzeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmiştir. DUSP6 geni ekspresyon düzeyleri, 

DU-145 kanser hücre hattında gruplar yönünden incelendiğinde, kontrol grubuna göre 

diğer grupların ekspresyon düzeyinde sırasıyla grup1 de 6.92 kat artış diğer gruplarda 

5.10, 935.76, 16.11, 117.78 ve 8.34 kat azalma izlendi. Sonuçlara bakıldığında 

farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (*p˂0,0001) (Şekil 32). 
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Şekil 32. DUSP6 genlerinin ekspresyon düzeylerinin gruplar arasında karşılaştırılması 

5.4.6.Çift özgüllüklü fosfataz geninin  (DUSP10) ekspresyon düzeyi 

 DU-145 prostat kanseri hücre hatlarına TiO2, PEG-TiO2, DOX, PTX, PEG-

TiO2-DOX, PEG-TiO2-PTX’in IC50 dozları uygulandıktan 48 saat inkübasyon sonrası 

izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak DUSP10 geni 

ekspresyon düzeyleri RT-PCR metoduyla analiz edilmiştir. DUSP10 geni ekspresyon 

düzeyleri, DU-145 kanser hücre hattında gruplar yönünden incelendiğinde, kontrol 

grubuna göre diğer grupların ekspresyon düzeyinde sırasıyla grup1 de 4.59 kat artış 

diğer gruplarda 4.92, 50.56, 407.31, 1.25 ve 2.01 kat azalma izlendi. Sonuçlara 

bakıldığında farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (*p˂0,0001) (Şekil 

33). 

 

Şekil 33. DUSP10 genlerinin ekspresyon düzeylerinin gruplar arasında 

karşılaştırılması 

DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 gen ekspresyon düzeyleri, konrol grubu 

ve diğer gruplar arasında kıyaslandığında tüm grupların DUSP1 gen ekspresyon 

düzeyi azalmıştır. DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyon 
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düzeyleri ise grup1 ‘de artarken diğer tüm gruplarda azalmıştır. DUSP1, DUSP2, 

DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 gen ekspresyon düzeyleri Du-145 kanser hücre hattında 

tüm gruplar yönünden incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki tespit edildi 

(p˂0,0001) (Şekil 34). Tüm gen ve gruplara ait CT değerleri aşağıdaki tabloda 

verilmiştir (Tablo 13). 

 

 

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

düzeylerinin karşılaştırılması 

Tablo 13. RT-PCR verilerinin kontrol ve test gruplarında ortalama Ct değerleri 

Ortalama Ct Değerleri 

Numuneler GAPDH DUSP1 DUSP2 DUSP4 DUSP6 DUSP10 

Boş kontrol 20,89 23,72 35,89 38,51 25,96 27,03 

TiO2 25,01 28,46 36,97 33,19 27,29 26,9 

PEG-TiO2 22,57 26,53 37,24 35,22 29,99 28,96 

DOX 15,98 21,57 29,26 31,04 30,92 25,73 

PTX 22,24 28,28 30,33 30,76 31,32 35,36 

PEG-TiO2-

DOX 
18,65 31,97 30,35 32,07 30,6 20,06 

PEG-TiO2-

PTX 
27,07 30,61 33,75 31,46 31,2 28,17 
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6.TARTIŞMA 

Kanser, vücudun herhangi bir bölümünü etkileyebilen veya vücudun diğer kısımlarına 

yayılma potansiyeline sahip, anormal hücre büyümesi ve çoğalması ile karakterize bir 

hastalıktır. Dünya Sağlık Örgütü’nün verilerine göre, kanserin dünyadaki ölümlerin 

ikinci önde gelen nedeni olduğu bildirilmiştir. 2012 yılında Dünya’da toplam 14,1 

milyon yeni kanser vakası gelişmiştir. 2015 yılında 8,8 milyon kansere bağlı ölüm 

meydana gelmiştir. 2018'de ise kanserin tahmin edilen 9.6 milyon ölümden sorumlu 

olduğu bildirilmiştir. Bu şekilde kanser artış hızının devam etmesi durumunda, Dünya 

nüfusunun artışına ve nüfustaki yaşlanmaya bağlı olarak yeni kanser vakalarının 

gelecek yirmi yılda % 70 oranında artması beklenmektedir. Kanser, dünyadaki her 

bölgede ve tüm ülkelerde, morbidite ve mortalitenin önemli bir nedenidir.  Aynı 

zamanda küresel olarak, 6 ölümden yaklaşık 1 tanesinin kanserden kaynakladığı 

bilinmektedir. Kanser ölümlerinin yaklaşık % 70'i düşük ve orta gelirli ülkelerde 

görülmüştür. Her iki cinsiyette yapılan değerlendirmelerde, akciğer kanserinin en 

yaygın görülen kanser türü olduğu ve kanserden ileri gelen ölümlerin başlıca nedeni 

haline geldiği tespit edilmiştir. Dünya çapında her iki cinsiyette en sık görülen kanser 

türleri arasında sırasıyla akciğer kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser ve prostat 

kanserinin yer aldığı saptanmıştır. Kanserden ileri gelen ölümlerin arasında ise en çok 

akciğer kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, karaciğer kanseri ve meme kanserinin 

olduğu bilinmektedir (Tablo 14) (2,29,279,280). 
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Tablo 14. Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC) tarafından yayınlanan 

GLOBOCAN 2018 verilerine göre dünya çapında her iki cinsiyette görülen yeni 

kanser vakaları 

Dünya Genelinde  Erkek Kadın 

Kanser 

türleri 

Vaka 

Sayısı 

Kanser 

Türleri 

Vaka 

Sayısı 
Kanser Türleri 

Vaka 

Sayısı 

Tüm 

kanserler 

18 078 

957 
Tüm kanserler 9 456 418 Tüm kanserler 8 622 539 

Akciğer 2 093 876 Akciğer 1 368 524 Meme 2 088 849 

Meme 2 088 849 Prostat 1 276 106 Kolorektal 823 303 

Kolorektal 1 849 518 Kolorektal 1 026 215 Akciğer 725 352 

Prostat 1 276 106 Mide 683 754 Serviks uteri 569 847 

Mide 1 033 701 Karaciğer 596 574 Tiroid 436 344 

Karaciğer 841 080 Mesane 424 282 Yumurtalık 295 414 

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

Dünya Sağlık Örgütü’nün 2018 yılı istatistiklerine göre yaklaşık 18 milyon kanser 

vakasının % 52’sinin erkek , % 48’inin ise kadın olduğu tespit edilmiştr. Uluslararası 

Kanser Araştırma Ajansı tarafından yayınlanan GLOBOCAN 2018 verilerine göre 

erkeklerde akciğer kanserinin en sık teşhis edilen kanser olduğu ve kanser ölümünün 

önde gelen nedeni olduğu, bunu insidans için prostat ve kolorektal kanser, mortalite 

için karaciğer ve mide kanserinin izlediği bildirilmiştir. Kadınlar için yapılan 

değerlendirmede ise meme kanserinin en sık tanı alan kanser olduğu ve kanser 

ölümünün önde gelen nedeni haline geldiği, bunu insidans için kolorektal ve akciğer 

kanserinin izlediği belirtilmiştir. Genel olarak, istatistiksel verilere göre ilk 10 kanser 

türünün, yeni tanı alan kanser vakalarının ve ölümlerin % 65'inden fazlasını 

oluşturduğu bilinmektedir. Türkiye İstatistik Kurumu (TÜİK) 2015 verilerine göre, 

Türkiye’de ölüm nedeni incelendiğinde; kanser tüm ölümlerin yaklaşık %20 civarını 

oluşturmaktadır. Kanserin,  2015 yılı içerisinde Türkiye’de 49.946 erkek, 27.022 

kadının ölümüne neden olduğu bildirilmiştir. Gırtlak, soluk borusu,  bronş ve akciğerin 
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kötü huylu tümörü erkeklerde 20.388 kişi ile en fazla ölüme neden olurken, kadınlarda 

ise meme kanseri 3.853 kişi ile en yüksek sayıda ölüme neden olmuştur (2,28). 

2018’de tahmini istatistiklere göre tüm yaşlardaki erkeklerde kanser türleri olarak en 

çok sırasıyla akciğer kanseri, mide kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri, tiroid 

kanseri, mide kanseri, mesane kanseri ve pankreas kanseri görülmüştür. 2018’de 

Türkiye’deki her iki cinsiyetteki kanser ölüm oranlarına göre ise sırasıyla akciğer 

kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, pankreas kanseri, meme kanseri ve prostat 

kanseri kaydedilmiştir. Ayrıca, aynı yılda tahmini olarak kanserden dolayı ölen erkek 

sayısı 74 542, ölen kadın sayısı ise 42 168 olarak tespit edilmiştir (Tablo 15) (2). 

Tablo 15. Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC) tarafından yayınlanan 

GLOBOCAN 2018 verilerine göre Türkiye’de kanser için erkek ve kadınlardaki ölüm 

oranları (http://gco.iarc.fr/today/home) 

Erkek Kadın 

Kanser türleri Ölüm sayısı Kanser türleri Ölüm sayısı 

Tüm kanserler 74 542 Tüm kanserler 42 168 

Akciğer 28 525 Meme 5 452 

Mide 6 376 Akciğer 5 158 

Kolorektal 5 571 Kolorektal 4 462 

Prostat 5 165 Mide 3 630 

Pankreas 3 622 Yumurtalık 2 191 

   

Prostat kanseri, erkekler arasında önemli bir hastalık ve ölüm sebebidir. Prostat 

kanserinin küresel yükü hem insidans hem de mortalite açısından ilk beş kanser 

arasında yer almaktadır. 2012 yılında dünya genelinde yaklaşık 1 milyon erkeğe 

prostat kanseri teşhisinin konulmuştur ve erkeklerde teşhis edilen malignitelerin % 

15'inin ve tahmin edilen ölüm sayısının yaklaşık 307.000 olduğu tahmin edilmiştir. 

Prostat kanserinin, Amerikalılar arasında en sık görülen ikinci kanser olduğu 

bilinmektedir. Amerika Birleşik Devletleri'nde 2015 yılında erkekler arasında tahmin 

edilen yaklaşık 220.800 yeni prostat kanseri vakası olduğu ve tahmin edilen ölüm 

sayısının yaklaşık 27.540 olduğu tahmin edilmiştir. Buna ek olarak tüm malignitelerin 

% 26'sının prostat kanseri olduğu bildirilmiştir. Bir erkeğin prostat kanserine 
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yakalanma oranının yedi kişiden biri olduğu tespit edilmiştir. 2018 verilerine göre ise 

global olarak yaklaşık 1.3 milyon yeni prostat kanseri vakasının meydana geldiği ve 

prostat kanserine bağlı ölümlerin yaklaşık 359 000 olduğu tahmin edilmiştir. Ayrıca 

küresel olarak 2030 yılına kadar dünya nüfusunun artması ve yaşlanmasıyla birlikte 

prostat kanseri kaynaklı 1,7 milyon yeni vakanın ve 499,000 ölümün görülmesi 

beklenmektedir (2,280,281,282). 

Ülkemizde 2014 verilerine göre erkeklerde prostat kanseri insidansı 100000'de 32.9'dir 

ve akciğer kanserinden sonra ikinci sırada görülmektedir. 2018 Globocan verilerine 

göre ise Türkiye’de tahmini 17 332 yeni prostat kanseri vakası görülmüştür ve prostat 

kanserinden dolayı ölümlerin sayısı 5 165 olarak kaydedilmiştir (2,283). 

Prostat kanserinin epidemiyolojik çalışmaları, prostat kanseri gelişmesini ve bu 

hastalıktan sağkalımı etkileyen, kişisel biyolojik ve yaşam biçimlerini içeren birçok 

risk faktörünün olduğunu ortaya çıkarmıştır. Bazı erkeklerde prostat kanseri agresif 

olmasına rağmen, diğerlerinin çoğunda yavaş ilerleyen ya da zayıf bir hastalık şekli 

gözlenmiştir. Buna göre, prostat kanserinin klinik olarak heterojen bir hastalık olduğu 

bilinmektedir. Bu klinik heterojenite, hastalığın altında yatan etiyolojiyi 

yansıtmaktadır. Risk faktörleri, kanserin başlamasından metastazlara ve ölüme kadar 

olan hastalığın patogenezi boyunca prostat kanserini etkileyebilir. Ölümcül olan ile 

yavaş seyreden prostat kanseri karşılaştırıldığında birkaç risk faktörü aradaki farkı 

ortaya koyabilir. Bu nedenle, bir faktör ile prostat kanseri riski arasındaki ilişki, tümör 

evresi veya tümör derecesi gibi hastalığın klinik özelliklerine göre farklılık gösterebilir 

(284,285). 

Prostat kanseri risk faktörleri genel itibarıyla yaş, ırk/etnik köken ve ailede prostat 

kanseri öyküsü ile tanımlanmıştır. Son zamanlarda, genom çapında ilişkilendirme 

çalışmalarında prostat kanserine genetik yatkınlığın katkısı olduğu gösterilmiştir. 

Etnik olarak çeşitli kökenlere sahip popülasyonlarda, 180'den fazla genetik risk lokusu 

doğrulanmıştır. Yaş, prostat kanserinde yüksek oranda risk faktörüdür. Yapılan 

istatistiksel çalışmalarla prostat kanserinin, 40 yaşından küçük erkekler arasında nadir 

görüldüğü ve prostat kanseri insidansının 55 yaşından sonra, diğer epitelyal kanserler 

ile benzer bir eğilim izleyerek çarpıcı şekilde arttığı bildirilmiştir (281,286,287,288). 

Ayrıca, ırk ve etnik gruplar arasında prostat kanseri insidansı ve mortalite açısından 

çarpıcı farklılıklar vardır. Örneğin Amerika’da siyah erkeklerin beyaz erkeklere göre 
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en yüksek prostat kanseri insidansına sahip olmaklarıyla birlikte, bu insidans oranında 

3 kat farklılık olduğu tespit edilmiştir. Prostat kanseri kaynaklı ölümlerin ise, 

ABD'deki beyazlara göre siyah erkekler arasında 2.4 kat daha fazla olduğu ortaya 

çıkmıştır (289). 

Bir diğer risk faktörü olan ailede prostat kanseri öyküsü, prostat kanserine 

yakalanmada etkili olmaktadır. İsveç Aile Kanseri Veri Tabanı’nda yapılan bir 

çalışmaya göre, prostat kanseri teşhisi koyulmuş baba veya kardeşe sahip erkeklerin, 

aile öyküsü olmayan erkeklerle karşılaştırıldığında prostat kanserine yakalanma 

riskinin 2 ila 3 kat daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Yine benzer bir çalışmaya 

göre buna benzer ilişki ölümcül prostat kanseri için de gözlenmiştir. Prostat 

kanserinden ölen babası veya erkek kardeşi olan erkeklerin, aile öyküsü olmayan 

erkeklere kıyasla iki kat daha ölüm riski taşıdığı bulunmuştur (290). 

Prostat kanserinde bir diğer risk faktörü olarak obezite belirlenmiştir. Obezite artmış 

prostat kanseri mortalitesi ve nüks riski ile ilişkilidir. Prostat kanseri olan erkeklerin 

teşhisi sonrası yapılan çalışmalarının meta-analizine göre, vücut kitle indeksinde 

(BKİ) 5 kg / m2'lik bir artış, % 20 daha yüksek ölüm riski ile ilişkilendirilmiştir (291). 

Ek olarak, boy uzunluğunun da prostat kanseri riskini artırabileceğine ve hastalık için 

güçlü kanıtlara neden olabileceğine dair yüksek olasılıklar vardır. Yapılan 58 

çalışmanın meta-analizine göre, prostat kanserinde vücut büyüklüğünün her 10 

santimetre artışında risk oranının anlamlı bir şekilde arttığı bildirilmiştir (292). 

Prostat kanseri de dahil olmak üzere bütün kanserlerde sigara içmenin rolü halk sağlığı 

açısından büyük önem taşımaktadır. ABD Genel Cerrahi Kurulu tarafından yayınlanan 

2014 raporunda, sigaranın prostat kanserinden ölüm riskini,  ayrıca ileri evre hastalık 

riskini ve daha az farklılaşmış kanser riskini arttırdığı konusunda kanıtlar olduğu 

sonucuna varılmıştır (293). Başka büyük bir çalışmaya göre ise, prostat kanseri teşhisi 

konan 5366 erkek, 22 yıl boyunca prospektif olarak takip edilmiştir ve 524 prostat 

kanseri ölümü gözlenmiştir. Çalışmada yer alan sigara içmeyen erkeklere kıyasla, 

mevcut sigara içenlerde prostat kanseri ölüm riskinin % 60 daha yüksek olduğu 

saptanmıştır (294). Sigara içmenin prostat kanseri mortalitesini etkileyebileceği diğer 

bir olası mekanizma ise tedaviye yanıtın etkilenmesidir. Radyasyon, androjen 

yoksunluğu tedavisi ve radikal prostatektomi ile tedavi edilen prostat kanseri 
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hastalarında sigara içmeyenlere kıyasla sigara içenler arasında daha kötü sonuçlara 

ilişkin tutarlı bulgular elde edilmiştir (295-297). 

Değiştirilebilen bazı risk faktörlerinin bilinmesi, prostat kanserini önlemede veya 

mevcut prostat kanserinin ilerlemesini azaltmada umut verici olduğu bildirilmiştir. 

Fakat yaş, ırk / etnik köken, aile öyküsü ve genetik değişkenler gibi belirlenmiş risk 

faktörlerinin değiştirilemez olması,  prostat kanseri riskini artırdığı bilinmektedir. 

Önemli olarak, birçok yaşam tarzı değişikliğinin,  prostat kanserinin agresif olma 

riskini düşürebildiği veya prostat kanseri hastalarına hayatta kalma faydaları 

sağlayabildiği kanıtları mevcuttur. Bu nedenle gelecekteki araştırmalar, hedeflenen 

müdahalelerle bu önleme stratejilerinin etkinliğini geliştirme potansiyeline sahiptir 

(298). 

Mitojenle aktifleştirilen protein kinazlar (MAPK'ler), fizyolojik ve patolojik 

süreçlerde hücrenin kilit düzenleyicileridir. Evrimsel olarak korunmuş mitojenle 

aktifleştirilen protein kinaz (MAPK) kaskadları, hücre proliferasyonu, farklılaşma, 

metabolizma, hayatta kalma ve apoptoz gibi çok çeşitli hücresel süreçleri koordine 

eder (188). Memeli türlerinde 3 ana MAPK grubu vardır. Bunlar; hücre dışı sinyalle 

düzenlenen protein kinazlar (ERK1/2), p38 MAP kinazları (a, α, γ, δ izoformları) ve 

c-Jun NH2-terminal kinazlarıdır (JNK1/ 2/3). Bu MAPK yolakları, MAPK kinazlarının 

(MAPKK'ler) Ser/Thr kalıntılarının, MAPK kinaz kinazları (MAPKKK’ler) 

tarafından fosforilasyonun başlamasıyla ve ek olarak büyüme faktörleri, sitokinler ve 

hücresel stres dahil olmak üzere çeşitli hücre uyarıcıları ile aktive edilebilir. Aktive 

edilmiş MAPKK'lar, komşu treonin ve tirozin tortularındaki aktivasyon ilmekleri 

içinde korunmuş Thr-X-Tyr (TXY) motifinde MAPK'ları fosforilasyona uğratır. X ile 

belirtilen amino asit, ERK’deki glutamik aside, JNK'deki proline veya p38'deki glisine 

karşılık gelir. 

Aktive edilmiş MAPK'lar, MAPK tarafından düzenlenen genlerin transkripsiyonunu 

kolaylaştıran protein kinazlar ve transkripsiyon faktörlerini fosforilleyerek aktive 

edebilir. (188,299). MAPK yollarının hücresel tepkisi uyarıcının doğasına ve sinyalin 

süresine bağlıdır. Genel olarak, ERK yolu büyüme, farklılaşma ve gelişme ile 

ilgilenirken, JNK ve p38 MAPK yolları iltihaplanma, apoptoz, büyüme ve farklılaşma 

ile ilgilidir. Anormal MAPK sinyalleri, kanser gelişiminde ve ilerlemesinde ve ayrıca 

kanser tedavisine yanıtların belirlenmesinde kritik bir rol oynar. ERK1/2 yolağındaki 
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bozukluk, hepatoselüler karsinom, mide adenokarsinom ve renal hücreli karsinom 

dahil olmak üzere çeşitli malignitelerde gösterilmiştir. JNK ve p38 gibi stresle aktive 

olan MAPK'lerin kanserdeki rolü ise, karmaşıktır ve bazı durumlarda tartışmalıdır. 

Araştırmalara göre, fosforile edilmiş p38’in artmış seviyeleri, foliküler lenfoma, 

akciğer, tiroid ve meme karsinomlarında, ek olarak glioma ve baş boyun skuamöz 

hücreli karsinomlarda gözlenmiştir. Ayrıca p38 yolağının, p53 ve p53 aracılı 

apoptozun aktivasyonunda da rol oynadığı kaydedilmiştir (188). JNK yolağının ise 

kanserde tümör baskılayıcı fonksiyonlarının olduğu rapor edilmiştir. Buna göre 

JNK’nin tümör baskılayıcı fonksiyonları genellikle proapoptotik aktivitelerine 

bağlıdır. Ek olarak JNK'nin onkojenik fonksiyonları, aşağı yönlü hedef c-Jun'u 

fosforile etme ve transkripsiyon faktörü AP-1'i aktive etme yeteneklerine bağlıdır. 

Hepatosellüler karsinomda, JNK1 aktivitesinin artmasının, tümör hücresi 

proliferasyonu ve değişmiş histon H3 metilasyonu ile ilişkili olduğu bulunmuştur 

(300). 

Çift özgüllüklü fosfataz (DUSP) protein ailesi, MAPK'lerin ana negatif düzenleyicileri 

olarak tanımlanmıştır ve MAPK fosfataz (MKP) olarak da bilinmektedir. Memeli çift 

özgüllüklü MAPK fosfatazları (DUSP’ler), korunmuş domain yapısına sahip katalitik 

olarak aktif 10 enzimin alt ailesini içermektedir. Bu 10 enzim, amino asit dizisi 

homolojisi, hücredeki lokalizasyonu ve substrat spesifikliğine dayanarak üç alt gruba 

ayrılmaktadır. Bu alt gruplar indüklenebilir çekirdeksel, ERK’e spesifik sitoplazmik 

ve p38 ve JNK’e spesifik hem sitoplazmik hem de çekirdeksel olarak 

sınıflandırılmıştır. İndüklenebilir çekirdeksel grubunda dahil olan DUSP’ler, 

DUSP1/MKP-1, DUSP2, DUSP4/MKP-2 ve DUSP5; ERK’e spesifik sitoplazmik 

olan DUSP’ler, DUSP6/MKP-3, DUSP7/MKP-X ve DUSP9/MKP-4; hem 

sitoplazmada hem de hücre çekirdeğinde bulunup, p38 ve JNK’e spesifik olan 

DUSP’ler ise DUSP8, DUSP10/MKP-5 ve DUSP16/MKP-7 olarak belirlenmiştir. 

DUSP’lerin doğal veya adaptif immün yanıtlarda, aynı zamanda metabolik 

homeostazda önemli olduğu gösterilmiştir. Ek olarak, normal ve kötü huylu dokularda 

DUSP'lerin fonksiyonlarının artmasının ya da azalmasının, kanserlerin patogenezinde 

önemli olduğu vurgulanmıştır. DUSP'lerin kanser tedavisine direnç göstermesi, 

DUSP'leri kanser önleyici tedavi için potansiyel bir hedef haline getirerek önem 

kazanmıştır (200). 
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DUSP1, ilk olarak keşfedilen MAPK fosfatazdır. DUSP1’in metabolik sinyal, iskelet 

kası fonksiyonu, inflamatuar yanıt ve kanser gibi çeşitli fonksiyonlarda yer aldığı 

bilinmektedir (301-305). Buna karşılık, DUSP1'in ve MAP kinaz sinyallemesinin 

düzenlenmesindeki rolünün keşfedilmesinden bu yana geçen 25 yıl boyunca, çok 

çeşitli insan tümörlerinde DUSP1’in ekspresyonunun arttığını veya azaldığını bildiren 

çok sayıda yayın bulunmaktadır. DUSP1 ekspresyon seviyelerinin belirli kanserlerde 

tutarsızlık gösterdiği bulunmuştur. Buna bağlı olarak DUSP1’in mRNA düzeyindeki 

artmış seviyeleri meme kanseri (235), akciğer kanseri (236), yumurtalık kanseri (306), 

pankreas kanseri (307), mide kanseri (231) ve prostat kanserinde (234) kaydedilmiştir. 

Prostat, yumurtalık, kolon ve mide kanseri gibi çoğu kanserde ise, histolojik dereceli 

artışla birlikte, progresif DUSP1 kaybı tespit edilir. Yapılan çalışmalara göre 

DUSP1’in ekspresyon seviyesinin, kötü huylu meme kanseri dokularının normal 

dokularla karşılaştırılması sonucu yüksek olduğu tespit edilmiştir (235,307).  Liao ve 

ark. yapmış olduğu çalışmada pankreas kanserindeki DUSP1 ekspresyon seviyelerini 

yüksek bulmuştur, ayrıca DUSP1 ekspresyonunun baskılanmasının in vivo pankreas 

kanseri hücrelerindeki tümörijenezi baskıladığı kanıtını elde etmiştir (308). Tsujita ve 

ark. tarafından yapılan yapılan çalışmaya göre ise hepatoselüler karsinomu olan 77 

hastadan cerrahi olarak dokular alınmıştır ve bu dokularda DUSP1’in 

immünohistokimyasal analizine göre hepatoselüler karsinomda DUSP1 

ekspresyonunda azalma kaydedilmiştir (238). Primer yumurtalık tümörlerin invazif 

karsinomlarının % 57.6'sında DUSP1 ekspresyonu orta veya yüksek seviyeli olarak 

saptanmıştır (306). DUSP1 ekspresyonunun, insan baş ve boyun skuamöz hücreli 

karsinomu (SCC) dokularının, tümörlü olmayan bitişik kontrol dokularıyla 

karşılaştırılmasıyla azaldığı gözlenmiştir. Son çalışmalar, DUSP1 eksikliği olan 

farelerde kanserojene yanıt olarak enflamatuar bir mikro-ortam geliştirme 

yatkınlığıyla baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomu oluşmasında hassasiyet 

gözlenmiştir. Bir başka deyişle DUSP1, baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomu 

oluşumunu inhibe etmek için tümör proinflamatuar mikro-ortamındaki IL-1β'i 

azaltmıştır (239). Prostat kanseri üzerine yapılan bir çalışmaya göre ise, DUSP1’in 

prostat kanserinin erken evrelerinde aşırı eksprese edildiği ve ardından daha yüksek 

histolojik dereceli ve metastazlı dokuda ekspresyonun kaybı olduğu bulunmuştur 

(232). Prostat kanseri hücre hattında (LNCaP) androjen ablasyonuna cevap olarak 
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düşük seviyelerde DUSP1 ekspresyonu gözlenmiştir, ayrıca DUSP1’in mRNA 

ekspresyonunun, LNCaP hücrelerinin androjen tedavisine cevap olarak, artacak 

şekilde regüle edildiği kanısına varılmıştır (309).  Ek olarak başka bir çalışmada 

androjenden bağımsız prostat kanseri hücre hattı olan DU145'te, DUSP1'in 

ekspresyonunun, kaspaz-1 ve kaspaz-3'ün FasL (Fas ligand) kaynaklı aktivasyonunu 

azalttığı ve böylece hücreleri apoptozdan koruduğu bildirilmiştir (310). 

DUSP1 ayrıca kanser tedavisi ve tedaviye direnç ile ilgili olarak değerlendirilmiştir. 

Buna bağlı olarak DUSP1’in bir dizi kimyasal ve fiziksel tepkileri sayesinde kanser 

tedavisinde önemli olduğu saptanmıştır. P38 ve JNK MAPK'lerin DUSP1 için tercih 

edilen substratlar olduğu netleştikten sonra, bu fosfatazın aşırı ekspresyonunun hem 

UV radyasyonuna hem de kemoterapötik ilaç olan cisplatine karşı hücresel direnci 

arttırdığı ve JNK aracılı apoptozun baskılanmasıyla ilişkili olduğu bulunmuştur 

(311,312). 

Birçok başka çalışma DUSP1'in meme kanseri hastalarında olumsuz bir prognostik 

faktör olabileceğini ve kemoterapiye direnç gösterdiğini tespit etmiştir (313). 

Ayrıca, DUSP1 geni çıkarılan farelerden türetilen embriyonik fibroblastların UV 

radyasyonuna, cisplatin, hidrojen peroksit ve anisomisine duyarlı olduğu tespit edilmiş 

ve DUSP1’in bu gibi maruziyetlere hassasiyetin modüle edilmesinde çok önemli bir 

rol oynadığı doğrulanmıştır (314). 

Normal hücrelerde, DUSP1 ekspresyonu, p38 MAPK'nın aktivasyonu yoluyla UV ve 

cisplatin tarafından uyarılır, oysa hücre ölümünü modüle eden DUSP1 tarafından JNK 

aktivitesinin baskılanmasıdır. Bu iki farklı MAPK yolu ve DUSP1 arasındaki bağlantı 

hücresel duyarlılığı düzenler. Bu nedenle, tümörlerde DUSP1'in yüksek 

ekspresyonunun kemodirence aracılık etmesi muhtemeldir. 

DUSP1'in aşırı ekspresyonunun gözlendiği ve cisplatin ile tedavi edilen hastaların 

tedaviye dirençli hale geldiği küçük hücre dışı akciğer kanseri (NSCLC) çalışmaları 

ile desteklenir. DUSP1'in yapısal olarak eksprese edildiği küçük hücre dışı akciğer 

kanseri hücre hatlarında gen baskılaması ile, cisplatin hassasiyetinin 10 kat arttığı 

gözlenmiştir ve bu hücre hatları uygulanmış farelerde tümörlerin büyümesinin azaldığı 

ve sonuçta ortaya çıkan tümörlerin cisplatin duyarlılığının arttığı tespit edilmiştir 

(315). Akciğer kanseri hastalarında, deksametazon, tedavinin istenmeyen yan 

etkilerini hafifletmek için sıklıkla cisplatin ile birlikte uygulanmıştır. Bununla birlikte, 
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glukokortikoidlerin DUSP1 ekspresyonunu artırdığı bulunmuştur. Ayrıca, 

deksametazonun, DUSP1’in ekspresyonundaki artışa bağlı p38 protein kinazının 

deaktivasyonu ile akciğer adenokarsinom hücre hattında cisplatin kaynaklı apoptozu 

etkili bir şekilde bastırdığı kanısına varılmıştır. Ek olarak, DUSP1 geninin etkinliğinin 

azaltılması ile de cisplatin kaynaklı hücre apoptozunun deksametazon tarafından 

inhibisyonunu tersine çevirdiği görülmüştür (316). 

İnsan pankreas hücre hatları kullanılarak yapılan bir çalışmaya göre,  gemsitabinin, iki 

ana stresle aktive olan JNK ve p38 sinyalleme yolundaki anahtar kinazları aktive ettiği 

gösterilmiştir. Gemsitabine bağlı JNK ve p38 MAPK aktivasyonunun, artan apoptoza 

aracılık ettiği, fakat aynı zamanda, transkripsiyonel olarak DUSP1'i de yükselttiği 

bulunmuştur. Bunun tersi olarak, siRNA aracılı DUSP1 inhibisyonu ile, JNK ve p38 

MAPK aktivasyonunun ve gemsitabin kemosensitivitesinin arttığı gözlenmiştir. 

Gemsitabine bağlı DUSP1 ekspresyonunun artmasının, pankreas kanserinde DUSP1'i 

hedeflemenin, anjiyogenezi baskılayarak gemsitabin kemosensititesini arttırma 

avantajına sahip olabileceği olasılığını artırarak, stres yolları ve apoptoz üzerindeki 

faydalı etkilerini hafifleten bir negatif geri besleme döngüsüne katkıda bulunduğunu 

göstermektedir (317). 

Hana Yu ve ark. DUSP1 genini inaktif hale getirerek glioblastoma hücrelerine 10 

farklı  antikanser ilacı (cisplatin, siklofosfoamid, doksorubisin, epirubisin, etoposid, 5-

floroürasil, gemsitabin, irinotekan, mitomisin C ve vinkristin) uygulamıştır. 

Antikanser ilaçlara bağlı hücre ölümü, DUSP1’inde inaktif olmasıyla büyük ölçüde 

artmıştır. DUSP1’in inaktif olması ve ilaca bağlı olarak da JNK’nin fosforilasyonu 

artmıştır. Buna göre DUSP1’in regülasyonu, glioblastoma hücrelerini kemoterapötik 

ajanlar tarafından indüklenen sitotoksisiteye duyarlı hale getirmiştir. JNK yolu da 

kemoterapötik ajanlara karşı DUSP1 aracılı tümör direncinde rol oynamıştır (318). 

DUSP1 ekspresyonu, cisplatin ile tedavi edilmiş safra kesesi kanseri hücre hattında 

sağlıklı hücre hattına göre (SGC996) belirgin şekilde artmıştır. DUSP1 indüksiyonunu 

daha fazla doğrulamak için deri altı ksenograft safra kesesi kanseri olan fare modelleri, 

normal SGC996 hücrelerinin farelere nakledilmesiyle üretilmiştir. DUSP1 seviyeleri, 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında cisplatin ile tedavi edilen grupta artmıştır. Buna 

göre DUSP1’in ekspresyonunun yüksek olması, safra kesesi kanserinde artmış 

kemodirenç ile sonuçlanmıştır (319). 



79 

 

Montagut ve ark. yaptıkları çalışmada, setuksimab adlı kemoterapik ilaç ile tedavi 

edilen 48 metastatik kolorektal karsinoma hastasının tümör örneklerini 

immünohistokimya ile değerlendirdiğinde DUSP1 ekspresyonunun yüksek olduğunu 

ve bunun kemodirençle ilgili olduğunu belirtmiştir (320). Ayrıca hepatoselüler 

karsinom hücre hatlarında, DUSP1 geninin baskılanması ile kemoterapinin kombine 

edilmesi, tek başına kemoterapi uygulamasının aksine daha yüksek etkinlikle 

sonuçlanmasını sağlamıştır. Kemoterapötik ajan olan cisplatinin yumurtalık kanseri 

hücre hatlarında DUSP1'i indüklediği ve bunun ERK'ye bağlı bir yolla gerçekleştiği 

gösterilmiştir. Çalışmalar, ERK'nin DUSP1'i fosforile edebildiğini belirtmiştir, bunun 

da protein stabilizasyonu ve ubikuitin aracılı bozulmaya karşı dirençle alakalı olduğu 

bulunmuştur. DUSP1’in aşırı ekspresyonunun meme kanseri hücrelerini, 

doksorubisin, miklorethamin ve paklitaksel ilaçları tarafından tetiklenen apoptozdan 

koruduğu kaydedilmiştir. Buna göre, DUSP1'in, JNK yolunu inhibe ederek bu 

kemoterapötik ajanlara karşı direnç kazandırdığı gösterilmiştir. Bu çalışmalar, 

DUSP1'in MAPK yollarını düzenleyerek kemoterapiye direncin aracılık ettiği kanıtını 

sunmaktadır. Bununla birlikte, DUSP1 tarafından kemo-direnç kazandırmak için 

düzenlenen spesifik MAPK yolu, hücre/doku tipine ve kullanılan kemoterapötik 

maddeye bağlı görünmektedir. Genel olarak, bu bulgular DUSP1'in kanser gelişiminde 

kritik bir rol oynayabileceğini, kanser hastalarının hayatta kalmasını öngörmede 

yararlı bir belirteç olabileceğini ve tedavi sonuçlarının belirlenmesinde önemli 

olabileceğini düşündürmektedir (313). 

DUSP2, başlangıçta hematopoetik hücrelerden klonlanmıştır. Bu nedenle, DUSP2 

çalışmaları başlangıçta bağışıklık sistemindeki role odaklanmıştır. Son yıllarda, 

DUSP2'nin insan kanserinin patolojik süreçlerindeki rolü araştırmacılar için büyük ilgi 

görmüştür. İlk olarak, DUSP2, Erk sinyalleşme yolunun etkisizleştirilmesinde belirgin 

bir rolü olan hematopoetik dokuda maksimal olarak eksprese edilen bir protein tirozin 

fosfataz olarak tanımlanmıştır. Çalışmalar Erk kaskadı aktivasyonunun DUSP2'nin 

ekspresyonunu arttırdığını göstermiştir. Bununla birlikte, DUSP2'nin ekspresyonu, 

insan akut lösemilerinde beklenmedik bir şekilde azalmıştır ve bu da Erk 

aktivasyonunun aşırı baskılanması ile önemli ölçüde ilişkili bulunmuştur (245). 

DUSP2’nin mRNA ve protein düzeyleri, meme, kolon, akciğer, yumurtalık, böbrek ve 

prostat kanserinde önemli ölçüde azalmıştır. DUSP2'nin baskılanmasının, tümörijenez 



80 

 

ve malignite ile ilişkili olduğu belirtilmiştir. DUSP2'nin ekspresyonu, kanser 

hücrelerinde HIF-l tarafından inhibe edildikten sonra artmıştır. DUSP2'nin hipoksik 

hücrelerde Erk fosforilasyonunun negatif regülasyonu olarak kilit çekirdeksel bir 

DUSP olduğunu göstermektedir. Ek olarak, hipoksinin inhibe ettiği DUSP2 

ekspresyonunun birincil olarak çoklu kanser hücresi tiplerinde HIF-la tarafından 

kontrol edildiği, böylece uzun süreli Erk fosforilasyonunun sağlandığı gösterilmiştir. 

DUSP2 apoptozu tetikler, tümör büyümesini inhibe eder ve hipoksiye bağlı ilaç 

direncini ortadan kaldırır. Bununla birlikte, DUSP2 ekspresyonunun inhibisyonu ilaç 

direncini artırabilir (248). 

Sano ve ark. epirubisin/siklofosfamid kombinasyon kemoterapisine bireysel cevap için 

bir öngörü modeli aracılığıyla meme kanseri için potansiyel biyobelirteç genlerini 

belirlemeye çalışmıştır. Sonuç olarak DUSP2'yi belirteçlerden biri olarak seçmişlerdir 

(321). 

Yin ve arkadaşları, p53'ün, apoptoz sırasında, DUSP2’nin promotöründeki bir 

palindromik bölgeye bağlanarak DUSP2 transkripsiyonunu aktive ettiğini 

bulmuşlardır. DUSP2’nin transkripsiyonu oksidatif strese yanıt olarak indüklenir, bu 

da p53'e bağlı apoptozise yol açar. DUSP2 transkripsiyonunun azaltılması, insan kolon 

kanseri hücre hattında (EB-1 hücreleri) p53 aracılı apoptozu inhibe ederken, DUSP2'in 

aşırı ekspresyonu apoptoza duyarlılığı arttırır ve tümör oluşumunu baskılar. Ayrıca, 

p53'ün aktivasyonu, MAP kinaz aktivitesini önemli ölçüde inhibe eder (249). 

DUSP2’nin ekspresyonunun, over seröz karsinomu efüzyon hücrelerinde arttığı 

bildirilmiştir. Givant-Horwitz ve arkadaşları seröz over karsinomu tanısı olan 

hastaların 39’unun malign efüzyonunda DUSP2 mRNA ekspresyonunu saptamıştır.  

Sonuçlar, DUSP2’nin hücrelerin büyük çoğunluğunda ifade edildiğini göstermiştir. 

Yani DUSP2 ekspresyonunun kötü prognoz ile ilişkili olduğu belirtilmiştir. Bu aynı 

zamanda DUSP2'nin yumurtalık karsinomu hücrelerinde MAPK'nın gerçek bir negatif 

regülatörü olduğunu göstermektedir (322). 

Bizim çalışmamızda, Şekil 36’da verilen tüm gruplarda DUSP1geninin ekspresyonun 

azaldığı tespit edilmiştir. Ekspresyon en fazla grup5 (PEG-TiO2-DOX) 

(IC50=2,42±1,07 μg/ml) en az ise grup1 (TiO2)’de (IC50=4,99±1,08 μg/ml) anlamlı 

derecede azaltmıştır (p˂0,0001)  (Şekil 36). Hücreye uygulanan IC50 dozlarına 

bakıldığında TiO2 dozunun PEG-TiO2-DOX’un iki katı olmasına rağmen PEG-TiO2-
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DOX nanotaşıyıcı temelli ilacın daha fazla hücrelere etki ederek DUSP1 

ekspresyonunu baskıladığı belirlenmiştir. 

DUSP2'nin apoptotik sinyalleşmede doğrudan E2F-1'in  (E2F transkripsiyon faktörü 

1) transkripsiyonel bir hedefi olduğu bulunmuştur. E2F-1 kanser hücrelerinde ifade 

edilir. E2F-1, RB (Retinoblastoma protein) tümör baskılayıcısının aktivitesine aracılık 

eder ve hedef genlerinin transkripsiyonel regülasyonu yoluyla hücre döngüsünün 

kontrolünde önemli bir role sahiptir. Meme kanseri hücreleri (MB425) ve 

osteosarkoma hücrelerinde (Saos-2, DUSP2 ekspresyonu hem transkripsiyonel hem 

de translasyonal seviyelerde E2F-1 ile arttırılabilir. Ayrıca, E2F-1, kanser hücrelerinin 

apoptoz yoluyla ortadan kaldırılmasına yol açan kemoterapötik ajan olan N-4-

hidroksifenilretinamid tedavisine duyarlılığını arttırmak için DUSP2 yoluyla Erk 

aktivitesini baskılar. Açıklandığı gibi, bulgular kanser gelişimi ve malignitede iki 

kritik faktör olan hipoksi ile ERK aktivasyonu arasında mekanik bir bağlantı olduğunu 

ortaya koyar. DUSP2'nin in vivo ortamdaki spesifik mekanizması belirsizliğini 

korumaktadır. Birbirleriyle bağlantılı olan DUSP2, MAPK ve apoptoz, kanser hücresi 

ölümüne aracılık etmesi ile gelecekte kanser terapisinde moleküler bir hedef haline 

gelebilir. Ayrıca, potansiyel bir hastalık belirteci olarak, DUSP2'nin kanser tanısında 

kullanılması olasıdır (323). 

Bizim çalışmamıza göre ise; DUSP2 gen ekspresyonu grup1’de (TiO2) 

(IC50=4,99±1,08 μg/ml) artarken, diğer tüm gruplarda anlamlı derecede azaltmıştır 

(p˂0,0001). Yukarıda bahsedilen bilgilere göre grup1 sitotoksik etki gösteren bir 

molekül olmasına rağmen, ilginç bir şekilde DUSP2 geninin ekspresyonunu 

artırmıştır. Bu artma hücrelerde grup1’e karşı bir direnç gelişiminin bir sonucu olabilir. 

Ancak en fazla ekspresyon düzeyinde azalma grup3’te (DOX) (IC50=3,48±1,28 μg/ml) 

olduğu belirlendi. Grup 4’ün (PTX) 48 saat inkübasyon IC50 değeri  (IC50=3,32±0,44 

μg/ml) grup3 ile benzer olmasına rağmen grup3 DUSP2 genin ekspresyonunu daha 

fazla azaltmıştır. 

DUSP4’ün kanserle ilişkisi, DUSP1 ile kıyaslandığında daha az bilinmektedir. 

Genetik çalışmalara göre, hepatomlarda, pankreas kanserlerinde, ailesel modülatör 

tiroid karsinomunda (FMTC), multipl endokrin neoplazisinde ve papiller tiroid 

karsinomunda DUSP4’ün artmış mRNA düzeylerinin bulunduğu kanıtlanmıştır. 

Ayrıca, DUSP4 ekspresyonu, insan meme kanseri numunelerinde malign olmayan 
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numunelere kıyasla, DUSP1 ile birlikte eksprese edilerek 3 kat artış göstermiştir. 

Pankreas kanseri hücrelerinde ise, MAPK'ye bağlı DUSP4'ün aşırı ekspresyonu 

bildirilmiştir (324).  

Ayrıca yumurtalıktaki iyi huylu seröz tümörlerde yüksek DUSP4 ekspresyonu 

varlığına dair kanıtlar da mevcuttur. DUSP4'ün ekspresyon seviyelerinin, 

yumurtalıktaki iyi huylu seröz tümörlerde, seröz yumurtalık karsinomlara kıyasla daha 

yüksek olduğu bulunmuştur ve hücre dışı matrisin degradasyonu ile ilişkili olarak 

yumurtalıktaki iyi huylu seröz tümörlerde ERK'ye bağlı olayların DUSP4 aracılı 

baskılanma ile gerçekleşmiş olabileceği belirtilmiştir (263). Gröschl ve ark. tarafından 

yapılan son bir araştırmada, DUSP4'nin, mikrosatellit kararlılığı olan kolorektal 

karsinomaya göre, yüksek sıklıktaki mikrosatellit kararsızlığı olan kolorektal 

karsinomada yüksek oranda eksprese edildiği keşfedilmiştir. Ek olarak, DUSP4'ün 

kolorektal karsinoma hücre hatlarındaki ekspresyonunun yüksek olması, muhtemelen 

Myc ve siklin D1 gibi hücre büyümesini teşvik eden genleri uyararak hücre 

proliferasyonun artmasına neden olmuştur (325).  

DUSP4'ün ayrıca KRAS ve BRAF'ın onkojenik formlarını eksprese eden intestinal 

epitel hücrelerinde ve çekirdeksel ERK inhibisyonundan sorumlu KRAS ve BRAF 

mutant kolorektal hücrelerinde yüksek oranda eksprese edildiği bildirilmiştir. Buna 

karşın, başka birçok çalışma DUSP2'yi negatif bir kanser düzenleyici olarak dahil 

etmiştir. Tarama çalışmaları, DUSP2'nin, meme ve prostat kanserlerinde sıklıkla 

mutasyona uğrayan 8p kromozomuna bağlı bir tümör baskılayıcı/kansere duyarlılık 

geni olabileceğini göstermiştir. Düşük DUSP4 ekspresyonu seviyeleri, aynı zamanda 

neoadjuvan kemoterapi sonrası kanser hücresi proliferasyonunun artması ve meme 

kanseri hastalarında nükssüz sağkalımda azalma ile ilişkili bulunmuştur. Ek olarak, 

EGFR (epidermal büyüme faktörü resptörü) mutasyonlarının, akciğer kanserinde 8p 

lokusunda yer alan DUSP4 kaybıyla da ilişkili olduğı belirtilmiştir. Bu, meme kanseri 

hücre hatlarında DUSP4’e bitişik veya içinde olan markörlerde yüksek oranda 

heterozigozite kaybı gözlemlediğine ve aday tümör baskılayıcı genler olarak 

durumlarını desteklediğine dair başka bir çalışma ile desteklenir. Meme kanseri hücre 

hatlarında DUSP4 de dahil olmak üzere belirli genlerin yüksek oranda heterozigozite 

(LOH) kaybını  gözlemleyen çalışmada DUSP4’ün tümör baskılayıcı gen olarak 

desteklendiği gösterilmiştir. Ayrıca, DUSP4’ün gliomada epigenetik olarak 
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susturulmuş ortak bir gen olduğu bilinmektedir. Yüksek DUSP4 ekspresyon 

düzeyinin, glioblastoma hücrelerinde büyümeyi inhibe ettiği bulunmuştur. Daha yakın 

zamanlarda, DUSP4’ün meme kanseri hücrelerinde (MCF-7) tamoksifen tarafından 

indüklendiği ve bu hücrelerdeki yüksek DUSP4 eskpresyon seviyesinin, ERK aracılı 

proliferasyonu ve tamoksifen direncini inhibe ederek, tamoksifen tedavisine 

duyarlılığını arttırdığı tespit edilmiştir. İlginç bir şekilde, DUSP4 ekspresyonunun, 

JNK aktivasyonunun negatif regülasyonu yoluyla UV veya sisplatin maruziyeti 

üzerine apoptozdan 293T hücrelerini kurtardığı, ancak ERK regülasyonu yoluyla rapor 

edilmediği bildirilmiştir. Bu bulgular DUSP4’ün kanser gelişiminde hem olumlu hem 

de olumsuz düzenleyici rollere sahip olabileceğini ve mekanizmaların hala yeterince 

anlaşılmadığını göstermektedir (22). 

Bizim çalışmamızda DUSP4 ekspresyonunun DUSP2 genine benzer olarak grup1’de 

(TiO2) (IC50=4,99±1,08 μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı (p˂0,0001) ve diğer tüm 

gruplarda azaldığı tespit edilmiştir. DUSP4 geninin en fazla ekspresyon düzeyinde 

azalması ise grup3’te (DOX) (IC50=3,48±1,28 μg/ml) olduğu belirlenmiştir. 

DUSP6, sitoplazmik olan fosfatazların en iyi şekilde karakterize edileni olarak 

bilinmektedir. DUSP6’nın özellikle strese bağlı indüklenen ERK1/2 yolunu 

hedeflediği bildirilmiştir. DUSP6 esasen ERK sinyalizasyonunun negatif regülasyonu 

yoluyla olan tümör baskılayıcı işleve sahiptir. DUSP6’nın bu işlevi, pankreas kanseri, 

akciğer kanseri, nazofarengeal karsinom, meme kanseri ve baş boyun kanseri gibi 

çeşitli kanserler üzerinde yapılan çalışmalarla desteklenmiştir. Örneğin DUSP6, 

pankreas kanseri hücre hatlarında sık görülen allel kayıp bölgelerinden biri olan 12q21 

kromozomunda lokalize olup, bu molekülün kanser patogenezinde rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. DUSP6 ekspresyonu genellikle primer pankreas 

kanseri dokularında ve displastik in situ karsinom hücrelerinde hafif bir şekilde 

artmıştırç, ancak invaziv karsinomda, özellikle zayıf şekilde farklılaşmış tipte azalarak 

regüle edilmiştir. Ek olarak pankreas kanseri hücre hatlarının çoğunda, KRAS'taki 

mutasyonların aktive edilmesiyle, azalmış DUSP6 seviyeleri görülmüştür. DUSP6'nın 

ayrıca, yapısal olarak aktif mutant bir gen olan NRAS genini barındıran miyelom 

hücrelerinde ve BRAF'da aktive edici mutasyonlara sahip insan melanom hücre 

hatlarında indüklendiği gözlenmiştir. Bu çalışmalar, DUSP6'nın ifadesinin, aktive 

edilmiş RAS veya RAF'a cevap olarak, RAS/RAF/MEK/ERK1/2 yolağına negatif bir 
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geri besleme olarak hizmet edebileceğini göstermektedir. DUSP6 ekspresyonunun 

primer akciğer kanserinde azaldığı, buna bağlı olarak da akciğer kanseri hücrelerinde 

büyümenin ve tümörlerin histolojik derecesinin arttığı gösterilmiştir. Ancak yapılan 

çalışmaya göre DUSP6’nın zorunlu ifadesinin bu kanser hücre hatlarının büyümesini 

baskıladığı gösterilmiştir. Özofagus skuamöz hücreli karsinom ve nazofarengeal 

kanseri ile ilgili olan çalışmada ise, DUSP6'nın, kontrol gruplarına kıyasla özofagus 

skuamöz hücreli karsinom biyopsilerinde % 40 ve nazofarengeal kanser biyopsilerinde 

% 75 oranında azaldığı saptanmıştır. Çalışma aynı zamanda, ERK'nin 

ölümsüzleştirilmiş özofagus kanseri ve nazofarengeal kanseri hücre hatlarına DUSP6 

ile negatif regülasyonunu gösteren kıyasla düşük DUSP6 seviyelerini ifade eden 

ESCC ve NPC hücre hatlarında ERK aktivitesinde artış olduğunu göstermiştir. 

Çalışma aynı zamanda düşük DUSP6 seviyelerini ifade eden özofagus kanseri ve 

nazofarengeal kanseri hücre hatlarında ERK aktivitesinde artış olduğunu belirtmiştir. 

Özofagus kanseri ve nazofarengeal kanseri hücre hatlarında DUSP6’nın aşırı 

ekspresyonu, in vivo olarak azalmış tümör büyümesinin yanı sıra, in vitro kanser 

hücresi çoğalması ve in vitro hücre göcü ile sonuçlanmıştır. İleri çalışmalar DUSP6'nın 

ERK aktivasyonunun düzenlenmesi yoluyla kemo dirençlendirmede rol oynadığını 

göstermiştir. Yumurtalık kanserinde, DUSP6’nın ekspresyonunun zorla artırılması 

veya bir ERK inhibitörü ile tedavisi, cisplatin duyarlılığını artırmıştır. Ancak DUSP6 

geninin susturulması ile, cisplatin kaynaklı hücre ölümünde azalmaya neden olduğu 

bulunmuştur. Melanoma hücrelerinde, DUSP6’nın aşırı ekspresyonu sisplatin 

duyarlılığının artmasına neden olmuştur. Bunun aksine, DUSP6’nın aşırı ekspresyonu, 

in vitro ve in vivo glioblastoma hücrelerinde cisplatin aracılı hücre ölümüne karşı 

direnci arttırmıştır, bu da DUSP6’nın bu kanserde bir tümör promotörü olarak işlev 

görebileceğini göstermiştir. Bu, DUSP6 rolünün, ERK'nin, DNA'ya zarar veren 

ajanlara yanıt olarak apoptozu tetikleme veya direnci arttırma işlevine bağlı olduğuna 

dair kanıt sağlamaktadır. Prostat kanseri üzerine yapılan çalışmalar ise DUSP6'nın 

aşırı ekspresyonunun DU‑145 insan prostat kanseri hücrelerinin büyümesini 

baskıladığını gösterirken, DUSP6'nın susturulması ile LNCap insan prostat 

adenokarsinom hücrelerinin proliferasyonunu desteklediğini göstermiştir. Ancak diğer 

deneyler, DUSP6'nın aşırı ekspresyonunun farelerde DU‑145 hücrelerinin 

proliferasyonunu ve karaciğer metastazını inhibe ettiğini göstermiştir. Birlikte ele 
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alındığında, bu bulgular DUSP6'nın prostat kanseri hücre büyümesi ve metastazının 

düzenlenmesinde negatif bir aracı olarak hareket edebileceğini göstermektedir 

(22,326,327). 

Bizim çalışmamızda DUSP6 ekspresyonunun DUSP2 ve DUSP4 genlerine benzer 

olarak grup1’de (TiO2) (IC50=4,99±1,08 μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı (p˂0,0001) 

ve diğer tüm gruplarda azaldığı tespit edilmiştir. DUSP6 geninin en fazla ekspresyon 

düzeyinde azalması ise grup3’te (DOX) (IC50=3,48±1,28 μg/ml) olduğu belirlenmiştir. 

DUSP10, hem sitoplazmada hem de çekirdekte bulunan, memeli hücrelerinde yaygın 

bir şekilde eksprese edilen JNK ve p38’e spesifik olup ERK1/2’ye spesifik olmayan 

bir MAPK fosfataz olarak tanımlanmıştır. Bununla birlikte, DUSP10 eksikliği olan 

farelerin kullanıldığı çalışmalarda, bu proteinin, üç MAPK grubunu da defosforile 

edilebildiği gösterilmiştir (328). Hepatoselüler karsinom hücre hattı olan HepG2'de, 

çevresel kanserojenler, DUSP10’u hedefleyerek p38 aktivasyonunu arttırmak için 

miR-181’yi (microRNA-181) yükseltmiştir. miR-181'in inhibisyonu, DUSP10'un 

ekspresyonunun artmasına ve buna karşılık olarak p38 aktivasyonunun 

baskılanmasına neden olmuştur ve bu da kanser hücresi göçünü azaltmıştır (329). 

Pankreas kanseri hücre hatlarında miRNA-92a, JNK aktivasyonunu teşvik etmek için 

DUSP10’u hedefler ve böylece hücre çoğalmasını arttırır. Bu çalışmalar, DUSP10'un 

hepatoselüler karsinomda ve pankreas kanserinde p38 veya JNK'yi inhibe ederek bir 

tümör baskılayıcısı olduğunu göstermektedir (330). Nomura ve ark. DUSP10 

ekspresyonunun, kolorektal kanserde artarak düzenlendiğini ancak akciğer 

karsinomunda, meme kanserinde ve glioblastomlarda bu şekilde olmadığını 

belirlemiştir (269). 

DUSP10’un ERK için bir iskele proteini olduğu ve sitoplazmik tutucu olarak işlev 

gördüğü, fosfo-ERK'nin çekirdeksel translokasyonunu önlediği ve böylece ERK'ye 

bağlı transkripsiyon ve kanser ilerlemesini önlediği bulunmuştur. İntestinal epitel 

hücrelerinde DUSP10 ve tümör oluşumu konusundaki çalışmada, bu proteinin, 

intestinal epitel hücresinde yara iyileşmesini baskıladığını ve ERK aracılı 

sinyalizasyonu baskılayarak tümör oluşumunu inhibe ettiğini göstermiştir. Bu 

bulgulara göre DUSP10, kolorektal kanserde tümör baskılayıcı olarak görev almıştır 

ve terapötik yöntemlerin geliştirilmesinde potansiyel bir hedef olarak belirlenmiştir 

(331). Ayrıca DUSP10, meme kanseri çalışmalarında ekspresyonunun arttığı bilinen 
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bir gendir. Ek olarak DUSP10, HER2-pozitif (insan epidermal büyüme faktör 

reseptörü 2-pozitif) olan meme tümörlerinde indüklenmiş bir gen olarak 

tanımlanmıştır. Ek olarak, DUSP10, H202 gibi oksidatif stresler tarafından 

indüklenebilir (332). DUSP10’un yüksek orandaki ekspresyonu ayrıca, akut miyeloid 

lösemi (AML) gibi yaygın bir kemik iliği hastalığında da bulunur (333). Prostat 

kanserinde, bugüne kadar yapılan çalışmalar, bu hastalığı tedavi etmek için kullanılan 

D vitamininin hormonal olarak aktif metaboliti olan 1,25D (1,25-dihidroksi vitamin 

D) ile DUSP10 ekspresyonu arasındaki ilişki üzerine odaklanmıştır. Bu nedenle, 

cDNA mikrodizi analizi ile DUSP10 ekspresyonunun insan prostatik normal ve kanser 

epitel hücrelerinin primer kültürlerinde artmış olduğu, ancak 1.25D tedavisinden sonra 

normal prostat stromal hücrelerinde artmadığı tespit edilmiştir (334). DUSP10'un 

1,25D ile yükselmesi, primer prostatik adenokarsinomda meydana gelmiştir. Ancak 

DUSP10 ekspresyonu, kanserojenik iltihaplanmaya yol açan prostat kanseri hücre 

hatlarından türetilmiş metastazlarda yoktur. DUSP10’daki bu artış, DUSP10 

promotörü içindeki spesifik bir D vitamini reseptörü (VDR) yanıt elemanından 

kaynaklanmaktadır (335). DUSP10'u indüklemenin yanı sıra, 1,25D tedavisi, COX-2 

ve prostaglandin E2 ve F2a reseptörü (EP ve FP) ekspresyonunu azaltarak ve 15-

prostaglandin dehidrojenazı artırarak prostaglandin sentezini de inhibe eder. Sonuç 

olarak, DUSP10 prostat kanserinde anti-enflamatuar bir etkiye sahiptir, bununla 

birlikte ekspresyonunun yüksek olması karsinojenezi teşvik eder. Bununla birlikte, bir 

anti-enflamatuar mikro-ortam ve DUSP10 ekspresyon seviyeleri arasındaki denge 

prostat kanserini düzenlemek için önemli olabilir (336). 

Bizim çalışmamızda DUSP10 ekspresyonunun DUSP2, DUSP4 ve DUSP6 genlerine 

benzer olarak grup1’de (TiO2) (IC50=4,99±1,08 μg/ml) anlamlı bir şekilde arttığı 

(p˂0,0001) ve diğer tüm gruplarda azaldığı tespit edilmiştir. DUSP10 geninin en fazla 

ekspresyon düzeyinde azalması ise grup3’te (DOX) (IC50=3,48±1,28 μg/ml) olduğu 

belirlenmiştir. 

Sonuç olarak, grup1 (TiO2) DUSP1 geni hariç diğer tüm genlerin ekspresyonunu 

artırmıştır. TiO2 molekülü normalde sitotoksiktir. Bu sitotoksik etkisi sebebiyle, 

kanser hücrelerinde ekspresyon düzeyleri yüksek olan DUSP1, DUSP2, DUSP4, 

DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyonunu baskılaması beklenmekteydi. Bu 

sonuca bakıldığında hücrelerde grup1’e karşı bir direnç gelişimi söz konusu olabilir. 
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Bu çalışmada ilaç taşıyıcı olarak kullanmak amacıyla TiO2 nanopartikülleri, toksisiteyi 

gidermek için PEG ile modifiye edildi. Ayrıca geleneksel olarak kullanılan grup3 

(DOX) ve grup4 (PTX) ilaçların sağlıklı dokular üzerine olan toksitesini azalmak 

amacıyla bu temel çalışmada bu ilaçlar PEG-TiO2 nanotaşıyıcıya yüklendi. Ancak 

grup2 (PEG-TiO2) ilginç bir şekilde DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 ve DUSP10 

genlerinin ekspresyonunu anlamlı derecede azaltmıştır (p˂0,0001). 48 saat sonrası 

grup2 (PEG-TiO2) sitotoksitesi diğer gruplara göre düşük olmasına rağmen hücrelere 

toksik etki gösterdiği belirlendi. PEG-TiO2 nanotaşıyıcı temelli DOX (grup5) ve PTX 

(grup6) hipotezimize dayanarak beklentimiz doğrultusunda DUSP1, DUSP2, DUSP4, 

DUSP6 ve DUSP10 genlerinin ekspresyonunu anlamlı derecede azaltmıştır 

(p˂0,0001). Grup3 (DOX) ve grup4 (PTX) sonuçları bu sonuçlara benzer olarak DUSP 

genlerinin ekspresyonunu anlamlı derecede azaltmıştır (p˂0,0001). 

 

Şekil 36. DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6 DUSP10 ve GAPDH genlerinin ifade 

düzeylerinin karşılaştırılması 

Sonuç olarak PEG-TiO2-DOX ve PEG-TiO2-PTX nanopartikül temelli ilaçların kanser 

tedavisinde farklı mekanizmalar üzerine olan etkileri hem in vitro hem de in vivo daha 

geniş araştırılmalıdır. Ayrıca sağlıklı dokular üzerine olan toksiteyi azaltmak ve kanser 

dokusu üzerine olan sitotoksisiteyi artırmak amaçlı, ekspresyonu artan bir protein ile 

bu moleküller işaretlenerek hedefli hale getirilebilir ve bu şekilde tedavi etkinliği daha 

fazla artırılabilir. 
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