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OZET

INSAN SERVIKAL KANSER (HELA) HUCRELERIi UZERINE
NANOTASIYICI SISTEMLERE YUKLENMIiS DOKSORUBISIN'IN
SITOTOKSIK ETKi VE BAZI GENLERIN EKSPRESYON
PROFILLERININ BELIRLENMESI.

Kenan UTKU

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Yavuz SILIG

2020, 162 Sayfa

Servikal kanser, gebelik ¢agindaki kadinlar1 etkileyen jinekolojik kanserlerden biridir.
Kadinlarda dordiinci en yaygin kanser servikal kanseridir. Servikal kanser tedavisinde
kullanilan ilaglar arasindan biri Doksorubisin (DOX) dir. DOX genis bir antikanser aktivite
spektrumuna sahiptir, ancak ciddi yan etkileri 6zellikle kardiyotoksisitesi nedeniyle klinik
uygulamasi sinirhidir. Bu dezavantajlar azaltmak ve doksorubisinin antikanser etkinligini
arttirmak amaciyla, bu calismada ilk olarak titanyum dioksit (TiO2) nanoparcaciklari
sentezlendi. Ancak TiO;’ nin toksisitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in polietilen glikol (PEG) ile
modifiye edilerek yeni bir ilag dagitim sistemi, nanotasiyici sistemi olusturuldu. Son olarak
sentezlenen nano tasiyici sistem anti kanser ilag DOX ile modifiye edildi. Insan servikal
kanser hiicre hatti (HeLa) iizerine sentezlenen TiO,, DOX, PEG-TiO,, PEG-TiO,-DOX
nanoparcaciklari uygulayanip, sitotoksik dozlart MTT ydntemi kullanarak belirlendi. Insan
servikal kanser hiicre hatti HeLa {izerine 24, 48 ve 72 saat boyunca TiO,, DOX, PEG-TiO;,
PEG-TiO,-DOX ilaglarmin farkli konsantrasyonlart (0,5-50pg/ml) uygulanip ICsy dozlari
hesaplandi. Bu ajanlar arasinda en aktif 72 saat sonrast TiO, ve DOX oldugunu tespit edildi.
PEG-Ti0O,-DOX nanotastyici temelli ilacin ICsp 6.467+0.135 pg/ml oldugu saptandi. Sonraki
asamada, 48 saat inkiibasyon nedeniyle her ila¢ icin elde edilen ICsy dozlarint HeLa hiicre
hatt1 {izerine uygulanip 48 saat inkiibe edildi ve hiicrelerden RNA izole edildi. RNA
orneklerinden cDNA senteze eildi ve bu 6rneklerde GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1,
CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQOL1 ve ABCBL1 genlerinin ekspresyon diizeyleri
kantitatif PCR (gPCR) yontemiyle belirlendi.



En sona PEG-TiO,-DOX nanotasiyict temelli ilacin tiim genlerin ekspresyonunu artirdigi
tespit edildi. TiO, nanopargaciklarin GPX1, PRDX1 ve CTNNB1 genlerin ekspresyonu
azaltirken, tiim diger genlerinin ekspresyonu arttirdigi belirlendi. DOX ilaci ise CTNNB1 geni
harig tiim diger genlerin ekspresyonu arttirdigi saptandi. PEG-TiO, CTNNB1, CCND1, NF«B
ve ABCBL1 genlerin ekspresyonu azaltirken, tiim diger genlerin ekspresyonu arttigi tesbit
edildi.

Anahtar kelimeleri: Servikal Kanser, Hela, Doksorubisin, Nanopargacik, Gen Ekspresyonu,
GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1,
ABCBI1.



ABSTRACT

CYTOTOXIC EFFECT OF DOXORUBICIN LOADED ON
NANOCARRIER SYSTEMS ON HUMAN CERVICAL CANCER
(HELA) CELL LINE AND DETERMINATION OF SOME GENES
EXPRESSION PROFILES.

Kenan UTKU
Doctorate Thesis, Deparment of Biochemistry

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz SiLiG
2020, 162 Pages

Cervical cancer is one of the gynecological cancers that affects women in the
gestational age. In women the fourth most common cancer is cervical cancer. Doxorubicin
(DOX) is one of the drugs that used in treatment of cervical cancer. DOX has a wide
spectrum of anticancer activity, but its clinical application is limited because of its serious
side effects, especially cardiotoxicity. In this study, firstly titanium dioxide (TiOy)
nanoparticles were synthesized in order to reduce or completely remove such disadvantages
and increase the anticancer activity of doxorubicin. Due to the very high toxicity of TiO,, a
new drug delivery system called nanocarrier system, was created when it TiO, modified with
polyethylene glycol (PEG). Finally, the synthesized nano-carrier system was modified with
anti-cancer drug DOX. In this study, the synthesized nanoparticles TiO,, DOX, PEG-TIO,,
PEG-TiO,-DOX were applied on human cervical cancer cell line (HeLa) and cytotoxic dose
was determined by MTT method. Different concentrations (0.5-50 ug / ml) of TiO,, DOX,
PEG-TIiO,, PEG-TiO,-DOX drugs were applied on the human cervical cancer cell line HeLa
for 24, 48 and 72 hours, and 1Cso doses were calculated. Among these drugs, TiO, and DOX
were found to be the most active after 72 hours. PEG-TiO,-DOX nanocarrier based drug was
found to be 1Csp 6.467 £ 0.135 pg / ml. In the next step, obtained from the incubation of each
drugs for 48 hours ICs doses were applied on HeLa cell line and incubated for 48 hours then
RNA was izolated from the cells. After that we synthesized cDNA from RNA samples and
GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1
and ABCB1 genes were determined by real time RT-PCR analysis method.



As a result, it was found that the drug PEG-TiO,-DOX based on nanocarrier increased the
expression of all genes. It was found that TiO, nanoparticles reduce expression of GPX1,
PRDX1 and CTNNBL1 genes, while increased the expression of all other genes. On the other
hand, DOX drug was found to increase the expression of all genes except CTNNBL1 gene.
While PEG-TiO; decreased the expression of CTNNB1, CCND1, NFxB and ABCB1 genes, it
increased the expression of all other genes.

Key words: Cervical Cancer, Hela, Doxorubicin, Nanoparticle, Gene Expression, GPX1,
SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1, ABCB1.
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1.GIRIS:

Kanser giintimiizde diinyada yayilan en tehlikeli hastaliklardan biri olarak kabul edilir ve
vicuttaki anormal hicrelerin kontrolsiiz buytumesi ile karakterize edilen bir hastaliktir (1).
Kanser diinya capindaki kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra gelen ikinci 6liim nedeni bir
hastaliktir (2). Genetik olarak kanser, hiicre fonksiyonlarini, boliinmeyi ve olgunlasmayi
kontrol eden genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir. Bu gen mutasyonlari
karsinogen ksenobiyotik ajanlar tarafindan meydana gelir ve saglikli hiicrelerde DNA
hasarma yol a¢maktadir (3). Servikal kanseri, serviks dokularinda malign hiicrelerin
olusturdugu bir hastaliktir. Servikal kanser, gebelik evresideki kadinlar1 etkileyen jinekolojik
kanserlerden biridir. Kadinlarda kanser hastaliklari arasinda insidans ve Olim orani ile
servikal kanseri dordiincii en yaygin kanserdir. Insan Papilloma viriisi (HPV), servikal

kanserinin olusumunda en 6nemli etiyolojik faktordur (4, 5).

Gilintimiizde, kanser diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunu olup sistemik tedavi, kanserin
ortadan kaldirilmasi i¢in en 6nemli faktorlerdendir. Kanser tedavisinde kullanilan yontemler
cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. Kemoterapi yontemiyle  kanser hicrelerinin
oldurdlmesi amaglanmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan antikanser ilaglarin ¢ogu
sitotoksik etkileri sonucunda malign hucrelerin biylme ve ¢ogalmalarini 6nleyerek onlarin
olimune yol acarlar. Konvansiyonel kemoterapik ilaglar kanser hiiceleri etkilediginde ayni
zamanda saglikli hiicreleri de etkilemektedir. Kemoterapoétik ilaglarin suda ¢oziintirligii zayif
oldugundan dolayr hedef dokuda biyoyararhigmi diisik olur ve gereken dozlara
ulagmamaktadir. Kanser tedavisinde basarili olmak i¢in esas olarak terapétik ilaglart kanser

doku tarafindan alinmasi ve saglikli dokular iizerinde etkisinin sinirli olmasidir (6, 7).

Servikal kanserin kemoterap6tik tedavisinde sisplatin, karboplatin, paklitaksel, topotekan,
gemsitabin ve doksorubisin gibi ilaglar kullanilmaktadir. Doksorubisin (DOX) dogal olarak
Streptomyces peucetius var. caesius’dan izole edilen bir antrasiklindir. Doksorubisin, DNA
sentezinin ve fonksiyonunun inhibisyonu ile sonuglanan DNA interkalasyonu ile kanser
hicrelerine etki etmektedir. Diger Taraftan DOX’in hiicresel membranlar, DNA ve
proteinlerin  hasara neden olan serbest radikallerin Gretimini indukleyebilmektedir.
Doksorubisin ¢ok diisiik oral biyoyararlanim, diisiikk gegirgenlik ve ciddi bir sekilde
kardiyotoksisitesi gostermektedir. Diger ¢ogu ilaglar gibi oral seklinde alindiginda sitokrom

p450 enzimlere duyarlidir. Doksorubicsinin bu gibi yan etkilerinden ve gelisen ilag



direncinden dolay1 bazi kisitlamalar yasanmaktadir. Bu nedenle etkili tedavi seceneklerine

asir1 derecede ihtiya¢ bulunmaktadir (8, 9, 10).

Nanoteknoloji, kanser tedavisi icin kemoterapi ilag dagitim sistemlerinin hazirlamasinda
nanopargaciklarin kullanilmasina dayanan modern bir tekniktir. Nanoteknoloji teknikleri ile
kemoterapotik ilaglar hazirlamak icin nanoparcaciklar tasiyici olarak kullanilmaktadir. Ilag
bagli nanotasiyici sistemler ile dogrudan kanser hicreleri hedeflenerek saglikli hiicreler
korumaktadir (11). Nanotasiyici sistemler, boyut ve hedef ligandin partikiil yiizeyine
baglanma kabiliyetlerinden dolay1 serbest kemoterapotik molekiillerden ¢ok daha fazla tercih
edilmektedir (12). Kanser tedavisinde kullanilan yeni dagitim sistemleri en ¢ok kullanilan
nanopargaciklar arasinda titanyum dioksit (TiO2) yer almaktadir. TiO,, iyi biyouyumluluk,
diisiik toksisite, kimyasal kararlilik ve fotokatalitik 6zellikleri gibi bir¢cok benzersiz 6zellige
sahip oldugu i¢in yeni dagitim sistemleri hazirlamak igin kullanilmistir (13). TiO;
nanoparg¢aciklarinin ~ biyouyumlulugunu  arttirmak  ig¢in, polietilen glikol (PEG)
kullanilmaktadir. Nanoparcaciklarin yiizeyinin PEG ile modifikasyonunda, nanopargaciklarin
kandaki dolasim siiresini uzatabilir ve mononiikleer fagositik sistemden kagma olasiligini

artirabilimektedir (14).

Inorganik fosfat (Pi) canli organizmalar icin gerekli bir besindir ve hicreler buyiimesinde
onemli rol oynamaktadir. Enerji metabolizmasi, kinaz / fosfataz sinyallesmesinin, lipitlerin,
karbonhidratlarin ve niikleik asitlerin olusumunda ve islevinde 6nemli rol oynamaktadir. Aym
zamanda bircok hicre tipinde sinyal iletim yollarini, gen ekspresyonunu ve protein bollugunu

degistirerek 6nemli bir sinyal molekiilii olarak ortaya ¢ikmaktadir (15).

Glutatyon (GSH), ilaclarla reaksiyona girerek, ROS azaltarak, proteinlerin veya DNA'nin
hasar gormesini onleyerek ve DNA onarim siireglerine dahil olarak ilag¢ direncinde énemli bir
rol oynamaktadir. Glutatyon indirgenmis ve oksitlenmis (GSH/GSSG) sekiller arasinda bir
denge hali vardir. Bu dengenin, hiicreler redoks dengesini korumasi ve sonugta oksidatif stres

kosullarinda hayatta kalmasi igin gereklidir (16).

Bu ¢alismada insan servikal kanser hiicre hatti HeLa tizerine uygulanan TiO;, PEG-TiO,,
PEG-TiO,-DOX ve DOX ilaglarin etkisi ile hiicreler igcin édnemli olan inorganik fosfat (Pi) ve
glutatyon (GSH) bilesiklerini etkilenip etkilenmedigi tayin edildi.



Bu calismada ilk olarak kanser tedavisinde konvansiyonel olarak kullanilan DOX ilacinin
PEG-TiO; nanotasiyici sisteme yiiklenmesi amaglanmuistir. Ikinci olarak elde edilen TiO,,
PEG-TiO;, PEG-TiO,-DOX ve DOX ilaglarinin servikal kanser hiicre hatti olan HelLa
tizerinden uygulanmasi ve sitotoksisitelerinin  3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il) -2,5 -
difeniltetrazolyum  bromiir (MTT) yontemi ile degerlendirilmesi amaclanmistir.
Calismamizda, oksidatif stres (GPX1, SOD1, CAT, PRDX1), Wnt sinyal yolagi (CSNK1A1,
CTNNB1, CCND1), hucre 6limi (NFxB1, TOP2A, BAX) ve ila¢ metabolizmasi (NQOL,
ABCB1) gruplarindan secilmis olan genlerin tayin edilen sitotoksik dozlar1 uygulamasi ile

ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amaclanmuistir.



2. Genel bilgiler:

2.1. Kanser:

Kanser, ginimdizde tim dinya tlkeleri igin biiyiik sorun teskil eden hastaliklarin basinda
gelen ve vicuttaki hicrelerin kontrolsiiz bélinmesi sonucu olusan bir hastaliktir. Tip
terimlerine gore timor iki ana tipe ayrilmaktadir. Birincisi olan viicutta diger bdlgelere
yayllmaz ve canlmin yasamin tehlikeye sokmayan benign tiimdr adi verilmektedir. Ikincisi
olarak olustuklart yerlerden tiimor hiicreleri ayrilip lenf ve kan yoluyla vicuttaki uzak
bodlgelere metastaz yapma kapasitesine sahip olan malign tiimor veya kanser adi verilmektadir
(1). Genetik olarak kanser, hiicre fonksiyonlari, bitylimesi, boliinmesi ve olgunlagsmay1 kontrol
eden genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (17). Bu gen mutasyonlari normal
hiicrelerde DNA'nin hasar gormesine neden olur ve bu hasar onarilamamaktadir (18). Bu gen
mutasyonlar1 bazi dahili ajanlar; hormonlar, immiin kosullar ve kalitsal mutasyonlart gibi,
veya harici ajanlar; karsinogen kimyasal maddeleri, radyasyon, UV 1sm1 ve virusler gibi
etkilerle olusmaktadir (19). Saglikli hiicreler, viicudun ihtiya¢ duydugu gibi yeni hiicreler
olusturmak i¢in biyiir ve bolunir. Hiicreler yaslandik¢a veya hasara girdiginde Olur ve yerini
yeni hiicreler alinmaktadir. Ancak kanser gelistiginde, kontrollli stiregleri bozulur ve ihtiyag
duyulmadigr halde yeni hiicreler olugmaktadir. Olusan yeni hucreler surekli ve kontrolsiz
bolindr, boylece tiimor olusumu baslar ve ilerlemektedir. Normal kosullarda hiicre biiyiimesi
ve bollinmesi proto oncogen vasitasiyla kontrol altindadir. Ancak gen mutasyonlari ortaya
cikinca kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve boliinmesine yol acan oncogene doniistiiriir ve

boylece tiimor hiicreleri olusmaktadir (20).

Diinyada her yil yaklagik 11 milyon kisi kansere yakalanmaktadir. Diinya genelinde 6liim
nedenlerinin % 12,5’inin kanser kaynakli oldugu bilinmektedir. Dunyada belirti oldugunda,
Tiirkiye’de ikinci sirada Olim nedenlerinden olan kardiovaskiiler hastaliklardan kanser
gelmektedir (2). Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) 2017 raporunda, kanserin gelecek yirmi yil
icinde yaklasik % 70 oraninda artis gostermesidir (21). 2008 yilinda kiiresel olarak 12.7
milyon yeni kanser vakasi ve kanserden 6liim oraninin 7.6 milyon oldugu kaydedilmistir (22).
Bu sayilar 2012 yilinda 14.1 milyon yeni vaka ve 8.2 milyon kanserden 6lim (4), 2013
yilinda 14.9 milyon yeni vaka ve 8.2 milyon kanserden 6lum (23), ve son olarak 2015 yilinda
8.8 milyon kanserden 6lim oranlarini artirmigtir (24). 2018 yilinda elde edilen verilere gore,
Diinya’da 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon kanser 6liim vakasi saptanmistir

(Sekil 1) (25).



ASR {World) per 100 000

. =2539
N 183.8-2539
N 138.3-183.8
106.5-138.3 Emm Notapplicable
- <1065 No data

Sekil (1): Diinya ¢apinda 2018 y1l1 tahmini yas standardize insidans oranlari, tim kanserler,

her iki cinsiyet, her yas (25).

Verilerine gore 2030°de tim kanserlerin her iki cinsiyette, diinya ¢apinda goriilen tahmini
vaka sayis1 22.2 milyona, 2040 yilinda ise 29.5 milyona ylkselebilecegicegi ongiiriilmektedir
(Sekil 2) (25).

Sekil (2): Diinya’daki tiim kanserlerin her iki cinsiyette 2040’taki tahmini vaka sayis1 ve 2018
vaka sayis1 (GLOBOCAN 2018) (25).

Diinyada tahmin edilen vakalarla ve 6lumlerle ilgili ilk 10 kanserlerinden biri her iki cinsiyet
icin en sik tan1 olan %11.6 orani ile ve dlimde ilk sirasi yer alan %18.4 orani ile akciger
kanseridir. Ikini sirada insidans oranmna gére meme kanseri %11.6 orani ile gelmistir. Buna
takiben insidans oranina gore (9.2%) kolorektal kanseridir. Mortalitesine tabi olarak
kolorektal kanseri (% 9,2), mide kanseri (% 8,2) ve karaciger kanseri (% 8,2) gortinmektedir
(Sekil 3) (25).



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

Akciger
2093 876 (11.6%) Akciger

1761007 (18.4%)

Meme Diger kanserler
2088849(11.6%) 3422 417 (35.8%)
Diger kanserler
7753 946 (42,9%) Kolorektal Kolorektal
1849518 (10.2%) 880 792 (9.2%)
Prostat Prostat Mide
1276106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Serviks Mide Pankreas Karaciger
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%) 432242 (4.5%) 781631 (8.2%)
6za[agns Karaciger Ozafagus Meme
572034 (3.2%) 841080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)
Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Sekil (3): Dunya capinda her iki cinsiyette 2018'de en sik goriilen kanser vakalarinin ve
olimlerinin oranlar1 (GLOBOCAN 2018) (25).

Cinsiyete bagl kanser insidansi karsilastirildiginda sekil (4)’e gore erkeklerde orani (%52.49)
kadinlardaki orandan (%47.51) daha yuksek gortlmektedir. Cinsiyete gore, erkeklerde en sik
teshis edilen (%14.5) ve 6lime neden olan (%22) akciger kanseri, ve insidans oranina gore
prostat (%13.5) ve kolorektal (%10.9), mortalitesine gore karaciger (%10.2) ve mide (%9.5)
kanserleri takip etmektedir. Kadinlarda ise en sik teshis edilen (%24.2) ve 6limiine neden
olan (%15) meme kanseri, ve insidans oranina gore kolorektal (%9.5), akciger (%8.4) ve
serviks kanser (%6.6) mortalitesine gore akciger (%13.8), kolorektal (%9.5) ve serviks (%7.5)
kanserleri takip etmektedir, (Sekil 4) (25, 26).
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Sekil (4): Cinsiyete bagli erkelerde (A) ve kadinlarda (B) diinya ¢capinda kanser vakalarinin

ve 6limlerinin oranlari (25).

2018 verilerine gore Turkiye'de 210537 yeni kanser vakasi ve kanser 6liim sayisinin 118882
oldugu bildirilmistir. Kanser vaka sayisina gore Tirkiye’de her iki cinsiyette akciger kanseri
(34703) sayisi ile en sik gorinmiistiir. Akciger kanserini takiben, meme kanseri (22345),
kolorektal kanseri (20033), prostat kanseri (17332) ve tiroid kanseri (13033) goriilme siklig
sirastyla goriinmiistiir. Ulkemizde her iki cinsiyette en sik 6lim nedeni kanser tiplerinden
akciger kanseridir ve ardindan sirasiyla kolorektal kanseri (10033), mide kanseri (10006),
pankreas kanseri (6416) ve meme kanseri (5452) yer almaktadir (Sekil 5), (25, 27).

2018'de, Turkiye'de, biitiin kanserlerde, her iki cinsiyete, biitiin yaslarda tahmini yeni vaka sayisi  2018'de, Turkiye'de, biitiin kanserlerde, her iki cinsiyetie, bitiin yaslarda tahmini 6lim sayist

Akciger
33 383 (20.9%)
Diier kanserler

Diger kanserler
40871 (35%)

70 924 (38%)
Meme
22345 (108

Kolorektal
20031 (9.5%)
Kolorektal
BNS 10033 (B.6%)
5 084 (4.4%)
Prostat
5165 (4.4%)

Mide
10,008 (B.6%)

Mesane Prostat
n 17332 8.2%)

Mide Tiroid
11934 (5.7%) 13033 (6.2%) Meme Pankreas
5452 (4.7%) 6416 (5.5%)

Total : 210 537
Total : 116 710

Sekil (5): Tiirkiye’de 2018°de her iki cinsiyette biitiin yas gruplarinda kanser vakalarinin (a)
ve mortalitesinin (b) oranlar1 (GLOBOCAN 2018) (25, 27).

Tiirkiye’de yapilan istatistik ¢alismalarda elde edilen verilerine gore kadinlarda en yaygin
olan kanser tirii meme kanseridir (% 24.4). Buna takiben, tiroid kanseri (% 11.5), kolorektal

kanseri (% 9.3) sekil 6’de goriiniir, servikal kanseri ise (%2) vaka oranlarindan olugsmaktadir.
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Buna karsilik 6liimiine neden olan en sik goriilen kanserlerden sirada meme kanseri (%12.9),
akciger kanseri (%12.2), kolorektal kanseri (% 10.6) ve servikal kanser ise 6lum oranindan
(%2) (25).

u Meme

= Tiroid

20.088 ® Kolorektal
) ® Uterus Korpusu
» Akciger
= Mide
. Over
1548 777
(%2) § NHL
1.587 ¥ ) Beyin Sinir Sistemi
(”f)/ % Serviks
1.936 / o
Diger
(%3) 2.361./ ¢
(%4) 25163368 .3.794
(%8) (%5) (%6)

Sekil (6): Turkiye’de 2018 yili, kadinlarda, 0-75 yas en sik goriilen kanserlerin vaka sayisi ve
% orani (25).

2.1.1. Servikal Kanser:

Rahim boynu serviks olarak da adlandirilir. Serviks, uterusun alt dar kismina verilen addir.
Serviksi kaplayan hicreler skuamos hiicreler ve glanduler hicreler olarak adlandirilmaktadr.

Servikal kanser, serviks dokularinda malign hiicrelerin olusturdugu bir hastaliktir.

Sekil (7): Kadinda iireme sistemi ve serviks yeri.

Servikal kanser hastaligi kadinlarda en sik teshis edilen dordiincii kanser ve kanser ¢liimiiniin
dorduncii nedeni olarak siralanmaktadir (28). Kadinlarda servikal kanser muhtemelen
diinyada her iki dakikada bir kadin 6liimine neden olmaktadir (4). Servikal kanser, yiksek /
cok yilksek Insani Gelisme Indeksi (IGI) bélgelerinde kadinlar arasinda meme kanserden
sonra ikinci sirada yer almaktadir (25). Servikal kanserin, 6zellikle 50-60 yas aras1 kadinlarda
ve az gelismis ilkelerde yasayan 15-44 yas arasi kadinlarda yaygin olarak goriinmektedir

(29). Ayn1 zamanda servikal kanser yavas ilerlemesi, lezyonlarin varliginin saptanabilmesi ve



etkili tedavilerin sunulmasi nedeniyle en onlenebilir kanser tiplerinden birini olusturmaktadir
(30). 2012 yilinda, diinya ¢apinda 528000 yeni vaka ve 266.000 servikal kanserinden 6lim
sayist bildirilmistir (4). 2018 yilinda ise 569847 yeni vaka (% 3.2) ve 311365 (% 3.26)
servikal kanserden 6lim sayist ve orani kaydedilmistir (25). Servikal kanserden 6lim
vakalarinin yaklagik % 86' sinin gelismekte olan, diisiik ve orta gelirli lilkelerde bulunmasi
nedeniyle, bu kanserden oOliimlerin saglik esitsizliginin bir gdstergesi oldugu bildirilmistir
(31). Bu nedenle, yeni tan1 yontemleri, servikal kanserinin erken teshisini gelistirmeye ve
sonug olarak morbiditeyi ve daha iyi hastalik prognozunu en disiik seviyeye indirmesine yol
acmustir. TUrkiye, servikal kanser vakalarinin en diisiik oldugu Bati Asya grubu iilkeleri
icinde yer almaktadir (4). Servikal kanserin diinyada kadinlarda en sik dordiincii sirada
gorulmekte iken, tlkemizde iki cinsiyette yasa gore 2.356 (1.12%) vaka sayisi ve orani ile on

sekizinci sirada, 1.280 (1.1%) olim sayisi ve orani ile on yedinci sirada yer almaktadir (25).

Genital HPV enfeksiyonlari ile servikal kanserin arasindaki iligki 1980'lerin basinda Alman
bir virolog Harold zur Hausen tarafindan ilk kez ortaya konmustur. 1996 yilinda, servikal
kanserin olusumunda énemli bir nedeni olarak HPV, Diinya Genital Enfeksiyon ve Neoplazi
Arastirma Tegkilat1 ve Ulusal Saglik Enstitiileri Servikal Kanser Konferanst ile birlikte Diinya
Saglik Birligi tarafindan kabul edilmistir. Cinsel temas yoluyla yayilabilen ve oncelikle
serviks, vajina, vulva, penis ve anusu enfekte edebilen yaklasik 30 HPV tipi saptanmustir (32).
Epidemiyolojik calismalar, genital HPV enfeksiyonu ve serviks kanserine yakalanma riskinin
cinsel aktiviteden etkilendigini gostermistir (33). Cinsel aktiviteden sonra HPV infeksiyonun
riskinde onemli bir belirleyici yas faktoriidiir. HPV enfeksiyonu ergenlik ve ilk hamilelikte
meydana gelen ve menopozdan sonra azalan metaplastik aktivite ile iliskilidir. HPV
enfeksiyonu 18 ila 30 yas arasindaki cinsel olarak aktif kadinlarda en yaygin olmasina
ragmen, servikal kanserin 35 yasindan Ustl kadinlarda daha yaygin goriinmektedir. Bu
sonuclar, HPV ile enfeksiyonun daha geng¢ yaslarda ortaya ¢iktigin1 ve servikal kanserine
yavas ilerledigini agiklayabilmektedir (34). Arastirmalarda, servikal kanserin gelisiminde
6nemli roller oynayan diger faktorler saptanmistir. Bazi ¢alismalarda, oral kontraseptiflerin
uzun siireli kullaniminin yiiksek dereceli servikal hastaliklari igin dnemli bir risk faktoru
oldugunu gostermistir (35). Diger taraftan servikal kanser risk faktori olarak kabul edilen
sigara icme goriinmektedir (36). Servikal kanser hicrelerde yapilan ¢alisma, sigara kimyasal
bilesenlerden etkisiyle olusan mutajenik aktivitesi ile indiiklenen lokal bagisiklik stipresyonu
HPV enfeksiyonu devaminda rol oynadigini gosterilmistir (37). Bu nedenle sigara igimi,

servikal kanser gelisiminde rol oynayan HPV enfeksiyonundan bagimsiz olarak énemli risk



faktorl oldugu gorinmistiir (36). Diger faktorlerinden biri olan diizensiz sinyallesme
yolaklari, WNT / B-katenin gibi, servikal kanserin hastalarda HPV infekte ile iliskilenmistir.
HPV E6 ve E7 genleri, oncelikle hiicresel p53 ve pRB proteinlerine baglanan, islevlerini
bozan ve hiicre dongiisii diizenleyici yollarint degistirerek hiicresel doniisiimiine yol acan ¢ok
fonksiyonel proteinleri kodlamaktadirlar (Sekil 8) (38).

apoptosis

p21

i

G1 arrest I
EDED e

< = binds HPV E7
oncoprotein
cell cycle ) /
cyclins

-
= = cyclin-dependent kinases
other mitotically-interacive

cellular proteins

Sekil (8): Onkojenik HPV'nin patogenezi (38).

Virologlara gore HPV virusi iki farkli genel grupta smiflanmaktadir. Birinci grup yliksek
riskli HPV 16, 18, 31, 33 ve 45 ikinci grup ise diisiik riskli HPV 6 ve 11’1 icermektedir (39).
Insan papilloma virist tiplerinden yiksek riskli insan papilloma virtisii (HRHPV) 16/18'dir
ve HPV onkojenleri E6 ve E7'nin asir1 ekspresyonunun malign transformasyon ve servikal

kanser gelisiminde baglantili oldugu bildirilmistir (40).

Patolojik anatomikal ¢alismalara gore servikal kanserin invaziv skuamdz hicreli karsinom
(ISCC, % 85-90) ve Adenokarsinom (ADC,% 10-15) olarak siiflandirilmistir. Rahim
serviksinin adenokarsinomu, musindz endoservikal epitelyumdan gelisen nadir bir servikal
kanser turtdur (41). Surekli HPV enfeksiyonu nedeniyle invaziv ADC gelismektedir. Dunya
capinda ISCC prevalanst Oonemli Olgiide azaldigi buna karsilik ADC vakalarini arttigi
bildirilmistir (42).

2.1.1.1. Servikal kanserin belirtileri:

Servikal kanserinde agrisiz kanama ve et suyu renkli vajinal akinti en tipik bulgular olarak
kabul edilmistir (43). Servikal kanser belirtilerini, anormal vajinal kanama, postmenopozal

kanama, adet kanamalarinin uzun siirmesi ve normaldan daha agir gecmesi, ileri evrelerde
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kotii kokulu vajinal akinti, bel ve kasik agrisi, genital ve anal mukozalarda karnabahar
gorliniimiinde tek veya ¢ok sayida olabilen agrisiz lezyonlar, anemi, kilo kayb1, idrar yapmada
gucluk ya da bacak 6demi dahil edilmistir. Serviks uterus bdlgesinde bimanual muayene
yaparken enfekte olan doku sert ve girintili, ¢ikintili ve pirizli hissedilmektedir (44, 45).

2.1.1.2. Servikal kanserin taramast:

Servikal kanser dnlemek igin, serviksin intraepitelyal oncu lezyonlarin1 dogru olarak tespit
edilmesi ve dogru zamanda tedavi edilmesi icin servikal kanser taramasinin yapilmasi
gerekmektedir (46). Servikal kanserin uzun bir preinvaziv doneme sahip oldugundan dolay,
sitolojik tarama testlerinin preinvaziv lezyonlar doneminde etkili bir sekilde kullanilmalidir
(47). Bu testleri kullanildiginda preinvaziv evrede daha fazla hasta teshis edilebilir ve
sagkalim oranlar1 artirabilidigi goriinmiistiir (48). Bu nedenle, servikal kanserin tarama
programlar1 servikal kanser insidans ve mortalite oranlarinin azaltmak igin uygulamasi biiyiik
onem tasimaktadir (49). Ulkemizde servikal kanser tarama programlari gelistirmek ve
taramalar1 halka yaymak icin Papanikolaou testi (PAP smear) ve HPV DNA taramasi gibi
farkli yontemler gelistirilmistir (50). Calismalarin, kadinlarda 20-24 yas arasi taramanin 30
yasina kadar invaziv servikal kanser oranlari ¢ok az etkisi oldugunu veya hig etkisi olmadigini
gdstermistir. Ik tarama yasi1 2003 yilinda Servikal Kanserin Taramasi Danisma Komitesi
tarafindan 20 yasindan 25 yasina arttirilmigtir. 29 ila 45 yaslar arasindaki kadinlar servikal
kanser tarama testi her 3 yil yapilmasi, halbuki 50 ila 64 yas aras1 kadinlarin bu taramasi her

5 y1l yapilmasi belirlenmistir (51, 52).
2.1.1.2.1. PAP smear testi:

PAP smear testi, serviks ve vajinal epitelden dokiilen normal hiicrelerin ve hastaliga bagl
olarak degisen hiicrelerin incelenmesine baglamaktadit (53). PAP smear testi, endoservikal
kanalda preinvaziv ve kanserli hicreler tespitinde ¢ok 6nemli rol oynar, ve bu asama kanser
tedavisi ile hiicreler kansere doniismiinii Onlenebilmektedir (54). PAP smear testini erken tani
icin kullanabilir ve bu test kolayca uygulanabilir, diger taraftan diisiik maliyet, zararsiz ve
yiiksek hassasiyet gibi bazi avantajlara sahiptir. Ayrica tedavi yikiini, morbidite ve
mortaliteyi azaltmaktadir (55). Bir negatif PAP smears testi kanser riskini %45 oranina
azaltmakta iken, dokuz negatif PAP smears testi omir boyu bu riski %99 oranina
azaltmaktadir (56). Tirkiye Saglik Bakanligina tabi Kanserle Savas Dairesi Baskanligi
tarafindan hazirlanan ve 2009-2015 yillarin1 kapsayan kanser tarama programinda, serviks

kanseri ulusal tarama programi uygulanmstir (48). PAP testi, 35-40 yas arasi servikal kanser
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ulusal tarama standartlaria gore her kadin en az bir kez yapmasidir. Daha sonra bes yillik
araliklarla tekrarlanmasi ve son {i¢ testi negatif olan 65 yasindaki kadinlarda taramanin
sonlandirilmast onerilmektedir. Yuksek dereceli lezyonlar olarak kabul edilen servikal
intraepitelyal neoplazi- CIN Il / Il nedeniyle histerektomize edilen olgularda son 10 yilda
teknik olarak yeterli (¢ negatif sitoloji ve anormal / pozitif sitoloji olmadiginda tarama
kesintisi, HIV enfeksiyonu veya immiinosiipresif tedavi alan hastalarda ilk yilda iki kez ve

sonuglarin negatif olmast durumunda yilda bir kez yapilmasi tavsiye edilmistir (57, 58).
2.1.1.2.2. HPV DNA testidir:

Calismalarda, HPV DNA testinin servikal kanser ile iligkisini, ve servikal kanser olan
hastalarin % 99.9'unda HPV DNA varliginin mevcudiyetiyle gosterilmistir (59). Son yillarda
HPV DNA testinin sitolojik veya bilinen diger tarama yontemlerinden daha duyarli oldugu
gelistirilmis bir test oldugu gosterilmistir (60). HPV DNA testi, glinimizde 30 yas isti
kadinlar i¢in en kabul edilen tarama yontemi gibi goriinmektedir. ASCCP (Amerikan
Kolposkopi ve Servikal Patoloji Dernegi) ve ACOG (Amerikan Kadin Dogum Uzmanlari ve
Jinekologlar Koleji) kadinlarin 30-65 yas arasi her bes yilda HPVV DNA test taramanin bir kez
yapilmasini Onermektedir (61). HPV enfeksiyonlari olduk¢a gecici oldugundan HPV DNA
testi, 30 yasin altindaki HPV ile ennfekte hastalarda persistansinin diisiik olmasindan ve testin
yanlis pozitif oranini arttirdigindan 6nerilmemektedir. Bu nedenle, 21-30 yas arasinda her (¢

yilda sadece sitoloji tarama yapilmasi tavsiye edilmektedir (62).
2.1.1.3. HPV enfeksiyonunun dnlenmesi:

HPV enfeksiyonun Onlemek igin onerilen yollari hem risk azaltma hem de HPV asilarinin
gelistirilmesini kapsamaktadir. Lateks kondom ve spermisit, HPV infeksiyonun riskini
azaltabilmek icin kullanilmaktadir. Ayrica, HPV enfeksiyonu riskini azaltmak icin birden
fazla kisi ile cinsel iliskiden uzak durulmalidir (63). HPV enfeksiyonunu énlemek igin 6nemli
bir yol olan ve HPV'ye kars1 kullanilan HPV agilaridir (64). HPV asilar1 genellikle biiyiik
HPV kapsid antijenini ve muhtemelen minor kapsid antijenini iceren ancak viral DNA
icermeyen bos virlis kapsidleri olan viriis benzeri pargaciklardan (VLP) olugmaktadir. Bu
agilar, L1 veya L1 ve L2 (Kapsid proteini L2, hem papillomaviriis mekanizmasinda hem de
bulasic1 siiregte onemli roller oynar) ORF'lerin eksprese edilmesi suretiyle Okaryotik
hicrelerde uretilmektedir (65). Optimal asilar, en yaygin yiiksek riskli HPV alt tiplerinden bir
VLP karigik i¢ermelidir. Birinci asama giivenlik ve immiinolojik test denemeleri, HPV-16

tiim L1 major kapsid proteininden olusturulan VLP'den olusan bir as1 kullanilarak yapilmistir
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(32). HPV-16 L1 VLP asismin 50 pg optimal dozunda, 0, 1 ve 4 ayda deltoid kasta
enjeksiyon yoluyla uygulanmistir. Yapilan deneyler, bu asinin, yardimci maddeler olmadan

yuksek tip 6zel notralize edici antikor Gretti ve iyi tolere edildi géstermistir (34, 66).
2.2. Kanser tedavi yontemleri:

Kanser tedavisinde en yaygin kullanilan cerrahi, radyasyon ve kemoterapi teknikleridir (67).
Tedavi segeneklerinden biri, kanserli bolgeyi ortadan kaldiran cerrahi yontemdir. Ancak
kanserin tekrar ortaya ¢ikmasini bu yontemin dezavantajlarindan biridir. Ayrica, kanserin
tedavisinde tim vakalar icin cerrahi yontemini uygun degildir (6). Ikinci yontem ise kanser
tedavisinde radyasyon tedavisinin kullanilmasidir. Bu yontemde kanserli hucreler, spesifik
frekans bandi ile radyasyon islemine maruz birakilmaktadir. Bu tedavi yonteminin kullanarak
saglikli hiicrelerinde zarar gdrmesi, kanserli hiicrelerin tamamen ortadan kaldirilamamasi

dezavantajlardan gérunmiistiir (68).

Kanser tedavisinde kullanilan yontemlerden digeri ise kemoterapi tedavisi yontemidr.
Kemoterapi tedavisinde kanserli hiicrelere toksik olan ilaglarin uygulanmasi ile hiicrelerin
bolunmesi veya hucrelerin bolinmesinden sorumlu olan mekanizmalar1 durdurmaktadir.
Sadece erken evrede degil, ayn1 zamanda hastaligin gec¢ evresinde farkli kanserli hastalar
kemoterapi ile daha fazla sagkalim faydasi elde etmektedir (69). Kemoterapi tedavisinin
dezavantajlar1 arasinda, saglikli hiicrelerin zarar gdrmesi ve kanserin ileri evrede olmasi
durumunda basar1 oraninin diisik olmasi yer almaktadir (11). Konvansiyonel kanser
tedavisinin basarisizligi ile ilgili birgok nedeni vardir. Bazi ilaglar ¢ogalan kanser hiicrelerinin
cogunu Oldiiriir, ancak kemoterapiyi takiben bolinebilen ve niikslere neden olabilecek uyuyan
kanser hucrelerinde etkilememektedir (70). Dolayisiyla, sadece ¢ogalan kanser hiicrelerini
hedeflemek kemoterapinin daha az etkilidir. Konvansiyonel kemoterapi basarisizligindan
sorumlu olan bu uyku halindeki veya direncli kanser hicreleri, kanser kok hicreleri olarak
kabul edilmistir (71). Kanser hucrelerini inhibe etmede kullanilan konvansiyonel kemoterapi
normal dokulara zarar verebilir ve ayrica kemik iligi baskilanmasi gibi birgok yan etkiye
neden olabilmektedir (72). Kemoterapétik ilaclari hidrofobiktir, suda ¢ozinirligiiniin zayif
olmas1 nedeniyle diisiik biyoyararliliga neden olmaktadir. Bu ilaclar bulanti, kusma ve

ndrotoksisite dahil olmak (izere bircok yan etkiye sahiptir (69, 73).

Bu nedenle, klasik kemoterapi etkinligini arttirmak ve yan etkilerini azaltmak igin, kanser
hicrelerini (6zellikle kanser kok htcreleri) hedefleyen potansiyel olarak etkili ilaglarin

aragtirmak ve bu ilaglarin normal dokulara degil, kanserli dokulara aktarilmasini saglamak
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icin yeni bir ilag dagitim sistemi tasarlanmasini gerekli hale gelmektedir. Bu siire¢, hastanin

yasam kalitesini arttirma ag¢isindan da énemlidir (72).
2.3. Nanoteknoloji ve nanoparcaciklarai:

Nanoteknoloji, son yillarda biiyiik ilgi ¢ceken modern bir tekniktir. Nanopargaciklar (NP'ler),
nanoteknolojinin temel bilesenini olusturmaktadir. Son yillarda nanoteknoloji tekniklerinin
hizli bir sekilde gelistigi goriilmektedir. Uretilen NP'ler fiziksel ve kimyasal Gzellikleri
nedeniyle tekstil, elektronik, katalizorler, atik su aritimi, biyotip, plastik dolgu maddeleri,
antibakteriyel maddeleri ve yeni farmasétik form tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir
(74). NP'ler, karbon, metal, metal oksitler veya organik maddelerden olusan, ve (1-100)
nanometre arasindaki boyutlarda olan parcaciklardir (75). NP'ler, saglikli dokuyu korurken
ilact dogrudan tiimére hedefleyen ilag tastyicilari olarak kullanilmaktadir. Nano tasiyicilarin
Klasik kemoterapiye gore birgok avantajlari vardir ve nanomalzemelerin ilag tasiyicilari olarak
cesitli avantajlar sunmaktadir (76). Buylk olan ilag pargaciklar1 viicudun uzak bdlgelerine
ulasamazlar bu nedenle pargaciklarin hiicre sinirina niifuz edip gegmeleri i¢in nano olgekli
boyutlarda olmasi gerekmektedir. Kiigiik kilcal damarlar 5-6 pm ¢apa sahiptir ve
mikropargaciklarin ¢ogu bunlardan gecememektedir. Bu nedenle NP'ler intraventz
uygulamasi i¢in mikroparcaciklardan daha uygundur. Sistemik dolasimda, parcacik ¢aplarinin
viucudun gesitli kisimlarina erigebilmek i¢in 10-100 nm araliginda olmasi gerekmektedir (77).
Nanomalzemeler ila¢ etkinligini arttirir, ¢linkii bunlar mikro molekiillerden daha etkili bir
bigimde hiicreler tarafindan tiiketilmektedir. ilag nanopargacik matrisine entegre edilir veya
pargacik yiizeyine eklemektedir. NP'ler, yiizey / hacim oranini ¢ok yiiksek olmasindan dolayi,
¢ozlinme hizin1 artirmaktadir. Bununla beraber nanomalzemeler, hedeflenen bdlgesinde ilag
dagitimi artmasi yoluyla ilacin alimini arttirmaktadir (78). NP'ler, pargacik yukune, yiizey
ozelliklerine ve hidrofobiklige bagli olarak organlar veya dokular lizerinde adsorbe etmek i¢in
formile edilmektedirler. Nanomalzemelerin, istenmeyen yan etkilerinin kontrolli bir sekilde
azaltilmasinda rol oynamaktadir (79). Nanosferin ilact kapsiillemesi herhangi bir
kemoterap6tik maddenin tercih edilen kalitesini olusturur, ¢iinkii bu yontem kullanarak ilag
bozulmaya kars1 koruma saglar ve ilacin sinirl salinimi ile maruz kalma siiresini uzatmaktadir
(77). Bu nedenle nanomalzemelerin farmasutikal endiistri alanit kullanildiginda tedavi
endeksini iyilestirmistir. Nanomalzemeler ile ilgili ilag tasiyicilari, ilaglar1 hedeflerine
ulagmadan 6nce viicutta bozulmalarini 6nleyebilir ve bu ilaglardan en iyi etkiyi elde etmek
icin biyoyararlar1 arttirabilmektedir (80). Nanomalzemeler yeni bir strateji olan kanser

tedavisinde kullanilmistir. Nanoteknoloji ile hazirlanan anti kanser ilaglarin tiimor bolgesine
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emilimini arttirir ve boylece kanserli hiicreler ilaglarin normal hiicrelerle etkilesime girmesini
Onleyerek yan etkileri ve toksisitesini azaltmaktadir (81). Bu nedenlerden dolay1 nanaotasiyici
tabanli hedefe yonelik anti kanser ilag gelistirmeye caligmalar diinyada ve iilkemizde oldukga

iistiinde durulan bir arastirma konusu olmay1 basarmistir.

1970’lerde yapilan ilk calismalarda anti timor ilaglar hazirlamak i¢in nano boyutlarda
lipozomlar kullanilmistir (82). Nanoyapili modellerin gelistirimesinde ilag dagitimi ve
kontrollii serbest birakmak &zelliklerinden dolayr yeni anti timor kemoterapi teknigi
olusturmaktadir (83). NP'lere verilen antikanser etkileri fizikokimyasal ozelliklere, ya
intrinsik Ozelliklerine bagli olarak antioksidan etkileri gibi, ya da infrared iginlarin veya
manyetik alanlarin uygulanmasina yanit olarak hipertermi gibi dis uyaranlarin uygulanmasina
dayanan aktivitelere baglidir (84, 85). Baz1 6zelliklere sahip nanopartikiillerin, fotodinamik
terapide ve hipertermide terapotik antitiimor yaklagimlarinda farkli roller oynamaktadir.
Disardan gelen radyasyon kaynagi vasitasi ile uyarilan nanopargaciklarin, serbest radikaller
uretmekte apoptozun induklenmesi ile kanser hiicrelerini éldirmektedir (86). Radyoterapide
nanoparcaciklarin yardimcr faktorii olarak iglev gosterebilmektedir. BOylece iyonlastirict
radyasyonun etkisi ile tumor hucrelerin 6ldirmesini arttirabilmektedir (87). Nanoparcaciklar,
timor cevresindeki bulunan kan damarlar1 veya stroma gibi etkilediginden dolay1 tiimor
kiitlesinin gelisimini azaltmaktadir. Nanopargaciklarin antioksidan 0Ozellikler ile tumor
ilerlemesi oranini azalttig1 gosterilmistir (88). Kanser tedavisi nanopargaciklar kullanildiginda
pasif veya aktif yollar ile ger¢eklesmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan pasif yol, artan
gecirgenlik ve tutma etkisine (EPR) baglamaktadir. Kanserli dokuda bulunan anjeogenez
durumundan dolayi, nanopargaciklarin kanserli dokuya kolayca yayilmasini ve kanser
hiicreleri 6ldiirmesini saglamaktadir (89). Pasif yol ile ila¢ verdiginde baz1 sorunlar vardir. Bu
sorunlarmn ana nedeni olan kanser hiicrelerde bulunan sizmntili vasciilatiiriin ilaclar hedef
dokuya vermesini 6nlemektedir (90). Bu sorunlari ilag dagitim sistemindeki olan aktif modeli
ile verdiginde azaltilabilmektedir (Sekil 9) (91).

Passive targeting Active targeting Targeted nanoparticle

Tumor Drug or drug-loaded nanocarriers

Normal tissue Receptor-mediated endocytosis

Sekil (9): Nanopargaciklar ile aktif ve pasif hedefleme (91).
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NP'ler genellikle organik, inorganik ve karbon bazli olarak siiflandirilmistir. Organik NP'ler
polimerler olarak tanimlanir ve dendrimerler, miseller, lipozomlar icermektedir (Sekil 10).
Yapilandirilmis nanokapsiiller genellikle ¢ekirdek-kabuk yapili kolloidal sistemler olarak
tanimlanmistir.  Hidrofobik ¢ekirdek, hedef hiicreye tasima sirasinda igerigi koruyan
hidrofobik ilaclar icin bir rezervuar gorevi yapmaktadir (92). Hidrofilik kabuk, mononiikleer
fagosit sistemi tarafindan hedef alinmasi gibi 6zelliklere olmasi fizo-kimyasal olarak modifiye
edilebilmektedir. Calismalar, NP'ler’in biyolojik olarak vicutta parcalanabilme ve toksik
olmayan gibi bazi 6zelliklere sahip oldugunu, miseller ve lipozomlar gibi bazi pargaciklar,
nanokapsuller olarak da bilinen i¢i bos bir ¢ekirdege sahip oldugunu, 1s1 ve 151k gibi termal ve
elektromanyetik radyasyona duyarli olduklarini gostermistir (93). Benzersiz 6zelliklere sahip
olan bu formlar, ilag dagitimi i¢in ideal bir se¢im haline getirmektedir (94). Organik NP'ler,
ilag tasiyicilarindan biri, kontrollii sekilde ilag dagitimi, biyotoksisite diisiirmesi, zayif suda
¢Ozlniir ilaglarin biyoyararligini iyilestirilmesi, daha iyi stabilite, kolay ve ekonomik buyik
Olgekli Uretim gibi avantajlari sunmaktadir (95). Organik NP'ler en yaygin olarak biyomedikal
alanda kullanilir, 6rnegin ilag dagitim sistemi, ayni zamanda etkili olan ve ayni1 zamanda
hedefli ilag dagitimi olarak da bilinen vicudun belirli kisimlarina enjekte edilebilmektedir
(96).
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Sekil (10): Organik nanopartikilleri: a- dendrimerleri, b- ipozom, c- miciller (92).

NP'ler tamamen karbondan yapildiginda, karbon bazli olarak bilinmektedir (97). Karbon bazli
NP'ler fullerenler, grafen, karbon nanotiipler (KNT), karbon nanofiberler ve bazen nano

boyutta aktiflestirilmis karbon olarak siiflandiriimistir (98).

Karbondan yapilmayan baska bir nanopargacik turt inorganik NP'ler adlandirilmistir. Metal
ve metal oksit bazli nanoparcaciklar genellikle inorganik NP'ler olarak siniflandirilmistir (99).
Metal oksit NP'lerin, metal NP'lerini 6zelliklerini degistirmek igin sentezlenmistir. Metal oksit
NP'leri esas olarak artan reaktiviteleri ve etkinlilikleri nedeniyle sentezlenmistir (100). Bazi

calismalar, metal oksit NP'leri, tiimo6r hiicrelerini in vitro ve in vivo dogrudan 6ldiirmek igin
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kanser tedavisinde deneysel olarak kullanildigin1 gdstermistir (84). Inorganik NP' ler, tiiméor
bolgelerinde ilag¢ birikimini arttirmak i¢in tasarlanmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan
cesitli inorganik nanotasiyicilar (demir oksit, mesoporoz silika, grafen oksit ve titanyum
dioksit TiO, NP'leri gibi) basarili ilag dagitiminda ve terapisinde aktivite gostermistir (101).
Calismamizda TiO, NP'leri kullanilmustir.

2.3.1. Titanyum Dioksit (TiO,):

Titanyum Dioksit beyaz, kokusuz ve yanici olmayan bir tozdur. TiO,, titanyum (IV) oksit,
titanya, titanik asit anhidrit ve Ti beyaz gibi bir¢ok farkli isim altinda adlandirilmaktadir. IKi
kristal yapisina sahip olan TiO; ve bunlar rutil ve kimyasal olarak daha aktif olan anatazdir.
TiO; nanoparcacik formlarindan biri olan rutil formu titanyum dioksit ince pargaciklar (FP)
olarak da adlandirilmaktadir (102). Anataz kristal yapisi arttik¢a, reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) iiretimi de artmaktadir. Bu nedenle, anataz TiO, saglikli hiicreler igin rutil titanyum
dioksitten daha toksik oldugu diisiiniilmektedir. Calismalar, TiO, NP’lerinin insan bronsiyal
epitel hiicrelerinde mikroniikleus artisa neden olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG)
olusturdugunu bildirmistir. Yapilan diger ¢alismada TiO, NP’lerin proinflamatuar sitokinler
seviyesi arttirmasinda rol oynadigi gostermistir (102). Bu toksisite, TiO, NP’lerin hiicre
zarindan kolayca gegme kabiliyetinden kaynaklanabilmektedir. Calismalar, rutil TiO;’nin
kimyasal olarak atil kabul edildigini, fakat pargaciklarin kugiildiigiinde yiizey alaninin
artacagini1 ve bu nedenle rutil TiO, pargaciklarin zararli olabilecegini gostermektedir. Ayrica,
NP’lerin yiizeyindeki degisiklikler TiO, parcaciklarmin aktivitesinde degisikliklere neden
olmaktadir (103). TiO, NP'leri, yiiksek stabiliteleri, antikorozif ve fotokatalitik 6zelliklere
sahip olmasi nedeniyle beyaz pigment, gida renklendirmeleri, kisisel cilt bakim Grlinleri, su
aritma maddesi, kozmatik, ve bakterisidal ajan olarak gibi cesitli endustri alanlarinda
kullanilmaktadir (104). Calismalara gore TiO, NP'lerin, parlaklik ve yiiksek kirilma indisi
TiO; NP'lerin beyaz goriinmesini sagladigindan, sanayi alanrada ilk bes NP tiirtinden biri
kulanilmaktadir (105). TiO,, iyi biyouyumluluk, diisiik toksisite, kimyasal kararlilik ve
fotokatalitik Ozellikleri gibi birgok benzersiz 6zellige sahip oldugu ic¢in biyomedikal
endiistrisinde kullanilmaktadir. Benzersiz 6zelliklerinden dolayi, TiO, NP’lerin ilag dagitima,
fotodinamik tedavisi, hiicre goriintiileme, biyosensorler ve genetik miihendisligi gibi farkli
biyomedikal uygulamalarda ve son zamanlarda kanser tedavisinde kullanilmasi konusunda
birgok aragtirma yapilmistir (13). TiO, NP'lerin UV 1s1gina maruz birakildiginda katalitik hale
gelir ve bu 6zelligin katalitik reaksiyonlar1 yoluyla kimyasallar1 yok etmek i¢in su aritiminda

kullanilmistir (106). Kanser tedavisinde kullanilan fotodinamik (PDT) yontemi ile, hidrofobik

17



organik bir molekiilden olusan ve UV 15181 araliginda veya elektromanyetik radyasyon ile
uyarilan foto-duyarlilastiric1 (PS), sitotoksik ROS (retmekte apoptozun indiklemektedir
(Sekil 11). Fotodinamik tedavisi UV 1sminin gerekli yerinde sokulmasi gerektigi igin,
insanlarda kullanimini siirlamaktadir. Sinirlamalar azaltmak icin stratejilerden biri TiOz'nin
yuzeyi islevlestirilmesidir. Sonuglar, islevsellestirilmis TiO, ve muhtemelen diger NP'lerin,

hedeflenen kanser tedavisi i¢in ylizey mithendisligi yapilabilecegini gostermistir (107, 108).

TiOz NPs Surface

adsorption
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Sekil (11): Titanyum dioksit nanopartikillerinin (TiO, NP'ler) 1s181n etkisiyle ROS olusum ve
ROS rolleri sematik diyagrami (108).

Isik 1sinlamasi olmadan TiO, NP'lerin viicutta uzun sire korunabilir, fakat ayni zamanda
toksik degil ve stabil kalmaktadir. Fotodinamik tedavide, TiO, NP'leri tetiklemek icin
dokunun UV veya goriiniir 1g1kla dogrudan aydinlatilmasi biiyiik bir engel teskil etmektedir.
Bununla birlikte, UV ve goriiniir 15181in dokuda smirli bir nifuz mesafesi var oldugu igin,
kanser hicreleri yizeyden derinde bulundugunda bir dezavantaj olusmaktadir (109).
Calismalar, TiO, NP'lerinin genis c¢aph {iriin {iretimi i¢in kullanilan bes NP tiirtinden ilkine

geldigini gostermistir (105).
2.3.2. Polietilen glikol (PEG):

Polietilen glikol (PEG) HO- (CH,CH20) n — CH,CH,-OH polieter omurgasini kapsamaktadir.
Aktive edilebilen hidroksil gruplariyla baska polimerlere veya ilaglar baglayabilmektedir.
PEG’in, insanlarda kullanimi ig¢in FDA tarafindan onay almistir. PEG aktif, toksik ve

imminojenik olmamasi gibi bazi avantajlara sahip oldugundan, oral veya enjeksiyon
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uygulamalari i¢in bilesenler listesine dahil edilmistir (110). PEG birka¢ milyon daltona kadar
cesitli molekiiler agirliklarda bulunur, biyolojik olarak par¢alamasi zordur ve bu durum
viicuttan atilmasini etkileyebilmektedir. Molekiil agirhigindaki degisimlere ek olarak, PEG
zincirleri, dogrusal veya dalli olmak tizere iki sekilde sentezlenebilmektedir (111). Su
molekiilleri, PEG'nin yapisinda bulunan eter oksijen molekiillerine hidrojen bagi yoluyla
yapilandirilmig bir kabuk olusturmaktadir. Sikica baglanmis su, parcacik etrafinda
hidratlanmig bir film olusturur ve protein etkilesimlerini puiskiirtmektedir (112). Ek olarak,
PEG yuzeyini modifikasyonuyla par¢acigin hidrodinamik boyutunu arttirabilmekte parcacik
boyutunun yani sira molekiiler boyuta bagli bir islem olan klerensini de azaltabilmektedir
(113). NP’lerin yiizeyi PEG ile kaplandiginda spesifik olmayan baglanma ve daha uzun
plazma yar1 Omri gostermektedir (114). PEG modifikasyon teknolojisi kolayca
kullanilmaktadir ve timor hedeflemesi icin bircgok PEG modifiye nanotasiyict Urlni

gelistirilmistir.

Hem ilag verme hem de goriintiileme uygulamalarinda, PEG'nin nanopargaciklara eklenmesi
retikloendotelyal sistem (RES) alimini azaltir ve kaplanmamis nanopargaciklara kars1 dolasim
stiresini arttirmaktadir (110). PEG zincirleri, proteinlerin tipik olarak yiike bagl temasini ve
kiigiik molekiil etkilesimlerini azaltmaktir. Tampon ve serumda ¢oziiniirliik, hidrofilik etilen
glikol tekrarlar1 nedeniyle artmaktadir ve arttirilmis gegirgenlik ve tutma(EPR) etkisi, bir PEG
kaplamanin eklenmesi ile NP boyutu degisikliklerinin meydana gelmesi nedeniyle modiile
edilmektedir (115). Bu ozelliklere bagl olarak, PEG ile modifiye edilmis NP’lerin
karacigerde yiiksek oranda birikmektedir ve yapilan caligmalarda tiimor dokusunda daha

yiiksek birikime sahip oldugu gosterilmistir (14).

Calismamizin amaglarindan birisi de, TiO, NP’lerin yizeyini PEG ile modifiye ederek TiO,

NP’lerin tek basina olan dezavantajlarinin ortadan kaldirilmasini saglayabilmektir.
2.3.3. Antitumor Antibiyotik olan Doksorubisin:

Servikal kanserin kemoterap6tik tedavisinde sisplatin, karboplatin, paklitaksel, topotekan,
gemsitabin ve doksorubisin gibi ilaglar kullanilmaktadir. Kemoterapétik olarak kullanilan bu
ilaclara bagli olarak birgok istenmeyen yan etki gosterilmistir. Bu nedenle yasam kalitesini
iyilestirmek ve kanserin uzun siire tedavisinde bu yan etkileri ortadan kaldirmak igin, yeni
anti-kanser bilesiklerinin kesfi ¢ok onemli hale gelmektedir (116). Son yillarda yapilan
caligmalar, kanser Onleyici etki gosteren nanoteknolojik molekiiller iizerindeki arastirmalara

onem verilmis ve eczacilik alaninda ilerleme gostermistir. Apoptoz, iyonlastirici radyasyon ve
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kemoterapotik ilaglar gibi DNA'ya zarar veren ajanlarin neden oldugu etkili bir siirectir. Son
caligmalarda kemoterapdtik ajan direnci ve azalmis apoptoz kapasitesi arasinda bir iligki
oldugunu gosterilmistir. Bu nedenle, apoptoz olusumu, antineoplastik tedaviye yanitini

onemli bir belirleyicisidir (117).

DOX dogal olarak olusan antrasiklindir ve 1960'larda (pigment iiretiminden tiiretilmistir)
Streptomyces peucetius var. caesius’dan izole edilmistir (118). DOX, selektif olmayan sinif I
antrasiklin, aglikonik ve seker pargalarina sahip bir ilagtir. Aglikon kismi, bitisik kinon-
hidrokinon gruplara sahip bir tetrasiklik halka, metoksi yer degistirmesi igin kisa bir yan
zinciri, ardindan bir karbon grubu i¢ermektedir. Seker bileseni (daunosamin olarak da bilinir)
halkalardan birine glikozidik bag ile baglandirilmis ve 3-amino-2,3,4-trideoksi-L-fukosil
pargasindan olusmaktadir (Sekil 12) (119).

Sekil (12): Doksorubisin Yapisi (119).

DOX’un giiniimiizde insan kanserlerinin tedavisinde kullanilan etkili anti-timor ilaglar
arasindan biri ve hem kat1 hem de kat1 olmayan tiimorlere karsi etki gostermistir. DOX pasif
diflizyon yoluyla hiicre igine girer, boylece hiicre igi biriktigi i¢in konsantrasyonu hiicre disi
kosantrasyonuna gore 10 ila 500 kat artmaktadir (120). Nukleer bolmelerdeki DOX
konsantrasyonunun hticre sitoplazmasindaki konsantrasyondan 50 kat daha yiiksek oldugunu
gosterilmistir. Daha spesifik olarak, cekirdekteki DOX miktar1 340 mikron doygunluk
seviyesine ulagabilir, bu da DNA ipligi lizerindeki her bes temel bazin tamaminda bir araya
yerlestirilmis DOX molekull olarak temsil edilebilmektedir (121). DNA’y1 icin daha yiksek
afiniteleri nedeniyle DOX proteazomlardan ayrilir ve DNA'ya baglanmaktadir (122). DOX,

meme, akciger, mide, yumurtalik, tiroid, Hodgkin olmayan ve Hodgkin lenfomasi, multipl
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miyelom, sarkom ve pediatrik kanserler gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir
(123). DOX serviksin saf skuamo6z hiicreli karsinomasinda aktivite gostermistir (124).
DOX’un kanser hiicresinde etkili oldugu onerilen iki mekanizma vardir. Birinci mekanizma,
DOX’un DNA ile interkalasyon sayesinde hem makromolekiller sentezi inhibe eder hem de
topoizomeraz-1l aracilit DNA onarimi bozar. DOX’un diizlemsel halka yapisi, bitisik DNA
baz ciftleri arasinda 6zellikle GC baz ciftleri arasina girmektedir (8). DOX topoizomeraz Il
kompleksini stabilize eder, bu nedenle DNA zincirini replikasyon i¢in ayirdiktan sonra, DNA
cift sarmalinin tekrar olusumunu Onleyerek replikasyon durdurmaktadir (125). DNA Gift
iplikcik kopmalar1 (DSB'ler) ve DNA hasar1, 6ncelikle p53 yolunun aktivasyonu, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptoz da dahil olmak {iizere ¢esitli yanitlara yol agmaktadir
(126). ikinci mekamzma; DOX un hiicresel membranlar, DNA ve proteinlerin hasara neden
olan serbest radikallerin tretimini indliklenmesidir (9). DOX, reaktif oksijen tirlerini (ROS)
serbest birakan bir siiregte kararsiz bir metabolit olan semikinona okside edilmektedir. ROS
etkisi ile, lipid peroksidasyonuna ve membran hasarina, DNA hasarina, oksidatif strese neden
olur ve hicre 6lumi apoptotik yollarini tetikleyebilmektedir (127). Bu yolu diizenleyen
genler, hem oksidasyon reaksiyonu (NADH dehidrojenazlar, nitrik oksit sentazlar, ksantin
oksidaz) enzimlerini hem de glutatyon peroksidaz, katalaz ve stperoksit dismutaz gibi serbest

radikalleri deaktive edebilen enzimleri kodlayan genleri icermektedir (Sekil 13) (128, 129).
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Sekil (13): Doksorubisinin kanser htcrelerinde etki mekanizmalar: (125).

DOX’un en 6nemli yan etkilerinden biri baz1 durumlarda kardiyotoksisiteye neden olmasidir.
DOX ile iliskili kardiyomiyopatiler kalp yetmezligine yol agabilmektedir (130, 131). DOX
kardiyotoksisitesinin iki ana hepotez vardir. Birinci mekanizma DOX demir ile etkilesime
girebilir ve hidroksil radikalini tretebilmektedir. Diger taraftan mRNA'larin demir-duyarl
elemant (IRE) bolgeleri ile etkileserek demir diizenleyici proteinlerin (IRP'ler) fonksiyonu
lizerinde etki yapabilir ve demir homeostazini bozabilmektedir (132). Ikinci mekanizma ise,
DOX mitokondriye lokalize olur, mitokondriyal DNA ile ve i¢ mitokondriyal zarinda 6nemli
bir bilesen olan kardiyolipin ile etkilesime girebilmektedir. Bunun sonucu mitokondriyal

fonksiyonda énemli olan bazi proteinler islevlerinde etkilenebilmektedir (133).

DOX metabolizmasi, DOX’un etki mekanizmasinda ve toksisitesinde o6nemli roller
oynadigindan ayrintili sekilde agiklanmistir. DOX'un yaklasik% 50'sinin yapisinda bir
degisiklik olmadan viicuttan atildigin1 gosterilirken, ilacin kalintisi, ii¢ ana metabolik yoluyla
(hidroksilasyon, semikinon, deoksiaglikon olusumu) Uretilen antikanser 6zelliklerini artiran
veya baskilayan metabolitlerin olusumuna neden olabilidigini gosterilmistir (134).
Doksorubisinol (DOXOL) formasyonu, DOX igindeki C-13 karbonil grubunda hidroksilasyon
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ile katalize edilir ve bu biyotransformasyonu sitosolik NADPH-bagimli karbonil (CBR) ve
aldo-keto rediiktazlar (AKR) gibi enzimler aracilik etmektedir (135). DOX’un, sitokrom P-
450 rediktaz (CPR), NADH dehidrojenaz, nitrik oksit sentaz (NOS) ve ksantin oksidaz
enzimleri vasitasiyla tek elektronik indirgenmesi uyarildiginda bu antrasiklin ilaglarinin kinon
grubunun semikinon kokiine doniistiiriilmesine yol agmaktadir (Sekil 13) (122). Bu radikal
anoksik kosullar altinda stabil olmasina ragmen, oksijenin varliginda semikinon radikali,
kinonu yeniden olusturmak i¢in kolayca oksitlenir ve bir siiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksit olusumuyla sonuglanir, boylece reaktif oksijen tiirlerinin olusumu artmaktadir (136).
DOX'un bu redoks dongusi, hiicreden kacabilen toksik aldehitlerin tretiminde 6nemli bir rol
oynar ve DOX toksisitesinden sorumludurlar. Bu sire¢ sitoplazma, mitokondri ve
sarkoplazmik retikulumda gozlenmistir (137). Glikozidik bagin ve yan zincirinde karbonil
grubunun indirgeyici bolinmesi, 7 deoksi aglikonlarin ve hidroksi aglikonlarin olusumuna yol
acmaktadir (138). Bu reaksiyonun, ksantin dehidrojenaz (XDH) ile birlikte NADPH-bagiml
hidrolaz ve rediktaz tipi glikozidazlar [NADPH kinon oksidorediktazlar (NQO1) ve
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz (CPR)] ile Kkatalize edildigini bildirmistir (139).
Hidroksiaglikonlarin ~ olusumu, sitozolda bulunan NADPH-bagimli  enzimlerden
kaynaklanirken, 7-deoksiaglikon olusumu ise mikrozomal veya mitokondriyal
oksidorediiktazlar ile baslatilabilmektedir (Sekil 14) (138). Antrasiklin aglikonunun ROS
iiretebilecegini, ancak ortaya ¢ikan 7-deoksi aglikon metabolizmasinin sitotoksik aktiviteye
sahip olmadig1 gosterilmistir (140). Uretilen aglikonlar, baslangig antrasiklinlerinden daha
yiksek bir lipofilik 06zellige sahip oldugu i¢in, mitokondriyal membranlara girdigi
diigiiniilmektedir (141). Ayrica ¢alismalar, DOX aglyconun mitokondride daha fazla elektronu
oksijene yonlendiren belirgin oksitleyici 6zellikleri nedeniyle miyokardiyal hasara neden
olabilecegini 6nermektedir (142). Antrasiklin metabolik yolaklari ve metabolitleri dokudan
dokuya ve in vitro veya in vivo kosullara gore degisikler oldugunda, iki elektron indirgeme
(hidroksillenmis) triinii genellikle antrasiklinler i¢in baskin metabolittir. Buna Kkarsilik,
algycone, 7-deoksi aglikon ve 7-deoksi hidroksillenmis aglikon az miktarda tiretilmektedir
(143).
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Sekil(14): Metabolizmasinda rol oynayan katalitik enzimler ve inhibitorleri dahil olmak iizere
memeli hucrelerinde hiicre i¢ci DOX biyotransformasyonunun ana yollari. Metabolitlerin
etkileri de listelenmistir (138).

Kardiyotoksisite ile ilgili sorunlara ek olarak, DOX'un degerli bir klinik antineoplastik ajan
olarak kullanilmasinda bir sorun da diren¢ ortaya ¢ikmasidir (144). Direng mekanizmasinin
ozellikle ABCB1 (MDRI1, Pgp) ve ABCCl (MRPI) ile diger tasiyicilart icerdigi
diisiiniilmektedir. Genel olarak, ABCB1, ATP'ye bagimli bir ilag akis pompas1 olarak hareket
ederek direng saglar (145), ve degistirilmis veya arttirilmis ekspresyon yoluyla artan ilag
akisina  neden olmaktadir (146). ABCBIl'in inhibisyonu gergeklestiginde, DOX
sitotoksisitesini artmaktadir (147).

DOX’e direngli kanser hiicre hatlar1 tizerinde yapilan bir¢ok ¢alisma, ABCB1, ABCCI ve
ABCC2'nin inhibisyonu yoluyla direncin asilabilecegini gostermistir (148). Ayrica ¢alismalar
diger tastyicilarin direnci ve aktivitesi arasinda bir iliski oldugunu géstermistir. Ornek olarak
RALBP1, DOX'e duyarl bir hiicre hattinda DOX'e direngli hiicre hattina gore aktivitesinin 2
kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir (149).

2.4. Oksidatif stres genleri.

Asir1 ROS iiretiminin hiicre i¢i homeostazda degisikliklere neden olabilecegini ve hiicrelerin

onemli bilesenlerine zarar verebilecegini gosterilmistir (150). ROS'un kanser, diyabet,

24



obezite, norodejeneratif ve diger hastaliklarin yani sira ¢ok ¢esitli hastaliklarla iligkili oldugu
bildirilmektedir (151, 152). ROS'un, dis molekiiller orbitallerinde (stiperoksit radikalleri ve
hidroksil radikalleri) bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren serbest radikal, veya
kimyasal olarak reaktif olan ve eslesmemis elektron igcermemelerine ragmen radikal ROS'e
(hidrojen peroksit) doniistiiriilebilen radikal olmayan iki grupta siniflandirilmaktadir (153).
Kronik oksidatif stres, mutasyonlara bagli transformasyona neden olan kanserle iliskili
genlerin ekspresyonunu degistirerek karsinogeneze yol agabilmektedir (150). Karsinogenez
aktivasyonun baslangi¢ asamasinda, DNA hasarina neden olan ve DNA hasar yanitina etki
eden ROS'un coklu etkilere sahip olabilecegini gostermistir. Kanser hicrelerindeki ROS
seviyelerinin normal hicrelere gore daha yiiksek oldugunu tesbit edilmistir (154). Gergekten
de, hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve migrasyon / invazyon programinin
degistirilmesi yoluyla kanser baslamasinda ve ilerlemesinde ROS'in rolii iyi tanimlanmistir
(155). Bu etkiler dnlemek icin hucreler, glutatyon peroksidaz (GPX), slperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), ve Peroksiredoksin (PRDX) gibi birkac antioksidan ROS temizleyiciyi
icerdiginden dolay1 “ROS adaptasyon” mekanizmalarini aktive etmektedir (155, 156).

2.4.1. Glutatyon Peroksidaz 1 (GPX 1) geni:

Glutatyon peroksidaz-1 1957 yilinda Mills tarafindan hemoglobini oksidatif bozulmaya kars1
koruyan bir eritrosit enzimi olarak kesfedilmistir (157). Bu gen ailesinin birkag izozimi,
hiicresel konum ve substrat spesifisitesinde degisen omurgalilarda bulunmaktadir. Glutatyon
peroksidazlar, serbest radikalleri temizleme kapasitesine sahip antioksidan enzimler olarak
siniflandirilmaktadirlar. GPX1, glutatyon peroksidaz ailesine ait en yaygin izoformudur
(158). GPX1 protein fonksiyonu igin kritik olan bir selenosistein kalintis1 eklenmesini belirten
bir UGA opal sonlandirma kodonu kullanmaktadir (159). Selenosistein siradigi bir amino
asittr, GPX'in aktif bolgesinde yer alir ve durdurma kodonu TGA tarafindan kodlanmaktadir.
Bu gen i¢in farkli izoformlar1 kodlayan alternatif olarak eklenmis iki transkript varyanti
gosterilmistir. Her iki izoform da 49. pozisyonunda selenosistein igermektedir (160). GPX1
geni 22088 Da molekuler kitlesi, 1183 baz hacminde, bu genin 203 amino asitten olusan
izoform 1 ve 98 amino asitten olusan izoform 2 proteinleri kodlar. Kromozom uzerindeki
konumu ise 3p21.31°dir (Sekil 15) ve mitokondri, sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunur. Ancak

orant hiicresel fonksiyona bagl degisebilmektedir (161).
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Sekil (15): Glutatyon peroksidaz 1 geninin kromozom Uzerindeki konumu (161).

Bu gen tarafindan kodlanan glutatyon peroksidaz, organik hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksitin (H,O;) glutatyon tarafindan azaltilmasini katalizler ve bdylece hucreleri oksidatif
hasara kars1 korumada 6nemli rol oynamaktadir (162). H,O'nin biiytime faktorii aracili sinyal
iletimi, mitokondriyal fonksiyon ve tiyol redoks dengesinin korunmasi igin de gerekli
oldugunu gostermistir. Bu nedenle H,O, birikimini sinirlandirarak glutatyon peroksidazlar da
bu islemlerin modiile edilmesinde rol oynamaktadir. GPX1’in endojen olarak olusturulmus
olan ¢esitli hidroperoksidlerin ve glutatyonun (GSH) glutatyon distlfide (GSSG) oksidasyonu
ile sonuglanan hidrojen peroksidin asagidaki reaksiyondaki oldugu gibi zararli etkilerine karsi

koruma saglayan bir enzimdir (161):

HO+ 2 GSH — 2 H;O + GSSG ve ROOH + 2 GSH —> GSSG + ROH + H;O
(reaksiyonda ROOH, lipit hidroperoksitleri, membrana bagli fosfolipid hidroperoksitleri
temsil eder). GPX1'in protein, NADPH ve NADH oksidasyonunu azaltarak hicrelerin
korunmasinda 6nemli bir rol oynadigini gosterilmistir. Cheng W.H., ve arkadaslari tarafindan,
GPX1'in ROS ile iliskili strese kars1 korunmadaki fizyolojik roliniin Se durumuna ve stresin
siddetine bagli oldugunu gostermistir (163). GPX1, nitrik oksit (NO) ile paralel olarak
uretilen ve lipitler, amino asitler ve DNA da dahil olmak tizere bircok biyomolekili okside
ederek yuksek derecede toksik olan peroksinitrite (PN) karsi korumada onemli bir rol
oynamaktadir (164). Peroksinitrit tirozin kalintilarla reaksiyona girdiginde 3-nitrotirozin
bilesigi olusturarak proteinler tizerinde 6nemli zararl etkiler olusturabilmektedir. Bu kimyasal
modifikasyonu protein nitrasyonu adlandirilmis ve bu siiregte tirozin kalintilarinin
fosforilasyonunu 6nlediginde enzimleri veya proteinleri inaktif bir sekilde kalirlar ve rollerini
kaybetmektedir (165). Bu nedenle GPX1 enziminin 0nemi, PN azalmasinda ve hicrede
tirozin nitrasyonunun 6nlenmesinde ortaya ¢ikmaktadir. p38 mitojenle aktiflestirilen protein
kinaz (MAPK) ve JNK yolaklar1 ROS etkisi ile indiiklenen apoptozda 6nemli rollere sahip
olmaktadir. GPX1'in asir1 ekspresyonunun, muhtemelen oksidatif strese neden olan hipoksi
altinda Thr-180 / Tyr-182'de p38 MAPK fosforilasyonunu onledigini bildirilmistir (166).
GPX1'in oksidatif DNA mutasyonlarint Onleyerek tiimoér olusumunu Onleyebildigini

gosterilmistir (167). Meme kanserinde (168), ve mide kanserinde (169) GPX1 ekspresyonu
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gosterilmistir. Baska bir ¢alisma, GPX1 karaciger ve prostat kanser ekspresyonu gostermistir
(170).

2.4.2. Superoksit Dismutaz 1 (SOD1) geni:

SOD1, SOD'larin ana hiicre i¢i formudur ve yaklasik %80 toplam SOD proteininden
olusmaktadir. Molekul kitlesi 15936 Da ve 9307 baz hacmi olan SOD1 genin 154 amino
asitten olusan bir protein kodlar. Kromozom uzerindeki konumu ise 21q22.11°dir (Sekil 16)

ve mitokondride, sitozolda, peroksizomda ve ¢ekirdekte yiiksek eksprese etmektedir (171).
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Sekil (16): Superoksit dismutaz genin kromozom Uzerindeki konumu (171).

Daha ©nce hemokuprein olarak bilinen SOD1’in enzimatik islevi ilk olarak 1969'da
karakterize edilmistir. NADPH oksidaz (NOX), ksantin oksidaz ve sitokrom P450 enzimler
etkisiyle veya elektron tasinmasi sirasinda mitokondriyal zarlar arast boslukta olusan
sliperoksit radikalini O, saldirarak yapisizlik olarak adlandirilan molekiiler oksijene ve
hidrojen perokside doniistiirme kabiliyeti de dahil olmak tizere SOD1 biyolojisinin birkag
onemli yoniinii ortaya ¢ikarmigtir (Sekil 17) (172).

o Modulation of Pathways: O
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070 Cell Differentiation e—'—' ]II [Ca+]
ST W W O
" N oo - SH S—OH //
D < &) )/
Mitochondria
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\( Muscarinic M1 Receptor
() Superoxide Dismutase
T:‘? Protein regulated by H,O,

Sekil (17): SOD1 etki mekanizmasi (172).

SOD1'in, GPX1'in inhibisyonundan siiperoksit tarafindan kaynaklanan hidrojen peroksit
seviyesini arttirdigint gosterilmistir. Yiikselmis hidrojen peroksit seviyesi biiylimeyi ve
metabolik sirecleri duzenlemek icin ikinci haberci olarak gorevi gosterebilmektedir (173).

Diger taraftan yiikselmis hidrojen peroksit, p38'in aktivasyonuna ve sonu¢ olarak anti-

27



apoptotik faktor MCLL1'inde bir azalmaya yol acar, boylece SOD1'in apoptoz ile hiicre
Oliimiine neden olmaktadir (174). SOD1'in asir1 ekspresyonunun NF-xB, kinazlar (MAPK,
JNK ve Akt), AP-1 ve JAK-STAT dahil olmak iizere ¢oklu sinyal yollarini1 aktive
edebilecegini bildirilmistir (175). SOD1'in, mayadaki solunum ve fermantasyon arasindaki
gecisi diizenlemek i¢in besin mevcudiyetini igeren metabolizma odak noktast oldugu
gosterilmistir  (176). Diger taraftan ikinci tri olan nlkleer SOD1, genomik DNA
stabilitesinin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. SOD1'in spesifik bir DNA baglayici
protein olarak tanimlandigindan gen regiilasyonunda dogrudan bir rol oynadigi gériinmiistiir
(177). SOD1'in, hiicresel ¢inko ve bakir tamponlamada, antioksidan genlerin ekspresyonunu
kontrol etmek ve peroksit aracili redoks sinyali i¢in bir niikleer transkripsiyon faktorii olarak
islev gordiigii bildirilmistir (178). SOD1 kaybi, dogal olarak oksidatif DNA hasarinda rol
oynayan ve karsinogenezi indiikleyen ROS seviyesinde artisa neden olmaktadir. Bu nedenle
SOD1 tumor gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerde SOD1'in asir
ekspresyonu, oksidatif hasara karsi koruma saglayarak muhtemelen biiyiime avantaji
saglamaktadir (179). SOD1 mutasyonu ile, SOD1 kimelenmesinin egimini artar ve sonugta
motor ndron Olumiune yol agtigindan dolayr aile amiyotrofik lateral sklerozun (fALS)
olusumunda rol oynayabilecegini gosterilmistir (180). Caligmalar, SOD1'in akciger
adenokarsinomu (181) prostat kanseri, servikal kanseri (175) ve primer meme kanserinin %

70'i (182) dahil olmak iizere birgok kanser tipinde eksprese edildigini gostermistir.
2.4.3. Peroksiredoksin 1 (PRDX1) geni:

Peroksiredoksinlerin, bir ya da iki korunmus sistein kalintisina sahip olarak antioksidan
ailesidir (183). Molekul kitlesi 22110 Da olan PRDX1 geni 199 amino asitten olusan protein
kodlar. Kromozom uzerindeki konumu ise 1p34.1°dir (Sekil 18) ve PRDX1 2-Cys PRDX ler
alt ailesinin bir GOyesidir. Esas olarak mitokondride, sitozolda, peroksizomda ve cekirdekte

yuksek seviyede bulunmaktadir (184).
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Sekil (18): Peroksiredoksin 1 geninin kromozom Uzerindeki konumu (184).

Bu gen, hidrojen peroksit ve alkil hidroperoksitleri azaltan peroksiredoksin antioksidan

enzimler ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir. Kodlanan protein, hicrelerde antioksidan
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koruyucu bir rol oynayabilir ve CD8 (+) T hcrelerinin antiviral aktivitesine katkida
bulunabilmektedir. PRDX1 oksidatif strese olduk¢a duyarli oldugu i¢in ilk ©nce bir
antioksidan enzim olarak rapor edildi, ancak oksidasyon-indirgeme dengesindeki fizyolojik
roli belirsizligini kalmaktadir. Peroksitleri detoksifiye ederek ve hidrojen peroksit aracili
sinyal olaylarimin sensorii olarak oksidatif strese karsi hiicre korumasinda rol oynamaktadir.
H,0, hiicre i¢i konsantrasyonlarini diizenleyerek biliyiime faktorleri ve timor nekroz faktorii-
alfa (TNF-a) sinyal yolaklarinda katilabilmektedir. Cys peroksidasyonu oksitlendiginde,
PRDX1 yapisal olarak peroksidaz enziminden stres kosullari altinda molekiiler saperona
doniistiriilmektedir (185, 186). Ek olarak c¢alismalar, PRDX1'in dogal o6ldiiriicii hiicre
sitotoksisitesini arttirmak ve c-Myc ve c-Abl gibi onkojenik proteinleri baskilamak igin ortaya
cikan bagka bir fonksiyona sahip oldugunu gostermistir (187, 188). Ayrica, PRDX1 ayni
zamanda bircok ROS sinyal yolunu diizenler ve hiicre hayatta kalmasi ve programlanmis
hiicre 6limii i¢in hiicreler arasi bir sitokin oldugu diisiiniilmektedir (189). Oksidatif stres ile
etkilenen apoptoz iizerinde iki farkli tip PRDX1 gosterilmistir. Ik olarak sitoplazmik
PRDX1'in, apoptoz sinyal duzenleyici kinaz 1 (ASK1), p66Shc ve GSTpi / INK gibi farkl: tip
kinazlar1 ve enzimleri iceren H,O; kaynakli hiicre 6liimiiniin baskilanmasinda Trx ile isbirligi
yaptigint gosterilmistir (190, 191). Ek olarak PRDX1, oksidatif stres kosullar1 altinda c-Abl
tirozin kinaz ile dogrudan etkilesim yoluyla hiicre apoptozunu indiikleyen JNK ve p38 MAPK
gibi bazi enzimleri inhibe edebilmektedir (190). Ozellikle, PRDX1 Akt ile ¢alisan tiimor
olusumunu 6nler ve daha sonra fosfataz ve tensin homologu (PTEN) lipit fosfataz aktivitesini
oksidasyona bagli inaktivasyondan koruyarak hiicre apoptozunu indiklemektedir, (Sekil 19)
(189).

Growth factor
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Sekil (19): Oksidatif streste etkilenen apoptoz PRDX1’in rolleri (189, 190).

H,O, ile induklenen apoptozda ikinci tip olan cekirdek PRDX1'in rollerini gosterilmistir.
PRDX1 bir onkogen gorevi gorebilir ve nlkleer faktor kappa B (NF-xB) ve androjen
reseptoric (AR) gibi transkripsiyon faktorleriyle dogrudan iligkili olarak hucre Slumind
baskilamaktadir (192). PRDX1'in oligomerler seklinde bir saperon olarak islev gordiigii ve
oksidatif stres kosullar1 altinda artmis molekiiler saperon aktivitelerinin de oldugu
bilinmektedir. PRDX1 oligomeri, c-Myc, NF-kB ve AR gibi transkripsiyon faktorleri ile
dogrudan etkilesime girer ve boylece gen diizenlemesi iizerine biyoaktivitelerini etkiler, bu da
hiicre 6liimiinii indiikler veya baskilamaktadir (193). Ek olarak, p53, oksidatif stres kosullari
altinda Bak ve Bax gibi apoptoz faktdrlerinin ekspresyonunu indiikler ve kaspazlarin ve p53'e
bagl mitokondri apoptotik sinyal yolunun aktivasyonunu desteklemektedir (194). Onemli
olarak, PRDX1 oligomeri, p53 ile dogrudan etkilesim yoluyla H,O,'nin neden oldugu c-Abl /
MST1 / FOXO sinyal yolunun ve hiicre apoptozunun aktivasyonunda dnemli bir ara maddedir
(Sekil 20) (195).

Growth factor

Sekil (20): Cekirdek PRDX1’in, H,O; etkisi ile induklenen apoptozda rolleri (195).

Bu protein proliferatif bir etkiye sahip olabilir ve kanser gelisimi veya ilerlemesinde rol

oynayabilir.
2.4.4. Katalaz (CAT) geni:
Molekiiler kitlesi 59756 Da ve 33,136 baz hacmi olan CAT geni 527 amino asitten olusan

protein kodlar. Kromozom (zerindeki konumu ise 11p13’tir (Sekil 21) ve hiicre disi,
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sitozolda ve peroksizomda yiiksek eksprese edildiginde mitokondride ve cekirdekte daha az
eksprese edilmektedir (196).
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Sekil (21): Katalaz geninin kromozom uzerindeki konumu (196).

Katalaz, Thinard'm H»O,'yi kesfettigi ondokuzuncu ylizyila kadar izlenebilen bir enzimdir.
Schonbein tarafindan yapilan c¢aligmalar bir 'fermantasyonun' H,0,'yi detoksifiye
edebilecegini gosterdi ve daha sonra Loew {lizerinde, H,O,'yi suya ve oksijene doniistiiren
enzime 'katalaz' adin1 vermistir. 1920'lerde Warburg ve arkadaslari tarafindan yapilan
calisma, aktif katalaz bolgesinde bir demir atomu oldugunu gostermistir. 1937 yilinda katalaz
Sumner ve Dounce laburatuvarinda bovin serumda kristalize edilmistir (197). Katalaz (i¢ ana
grupta siniflandirilmistir. Birinci ve ikinci grup katalaz peroksidazlardan olusan hem igeren

enzimler icerirken, G¢tncl grup manganez katalazlar icermektedir (198).

Viicutta oksidatif strese karsi savunmada Onemli bir antioksidan enzim olan CAT geni
kodlamaktadir. Katalaz, neredeyse tim aerobik hiicrelerin peroksizomunda bulunan bir hem
enzimidir. Katalaz, reaktif oksijen turleri olan hidrojen peroksidi iki molekul suya ve bir
molekil oksijene doniistlrir, boylece hidrojen peroksidin toksik etkilerini azalttiginda
oksidatif hasara karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekil 22) (199).
Reaksiyon mekanizmasinin ilk asamasi, bir hidrojen peroksit molekiiliiniin indirgenmesi
yoluyla bir porfirin n-katyon radikaline sahip olan bir kovalent oksifirril turi (FelVVO) olan
bilesik I'in olusturulmasini igerir (200). Reaksyonun ikinci asamasinda serbest enzimi, oksijen
ve su lretmek icin bilesik I’e elektron vericisinden (ikinci hidrojen peroksit molekiilii) iki

elektron tagiyarak oksidasyon-indirgenme reaksyon yoluyla indirgenmektedir (199).
1. reaksiyon: Enz (Porf-Fe) H,0, ——> Compoumd 1 (Porf-*-Fe!” =0) + H,0
2. reaksiyon: Compoumd 1 (Porf*-Fe!V =0) H,0 —> Enz (Porf-Fe") H,0 + 0,

Reaksiyonlarin toplami: H,0, + H,0, ——> 2H,0 + 0,
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Sekil (22): Katalaz ROS’¢e kars1 etkileri (199).

ROS, cogalma, migrasyon ve invazyon kapasitesini arttirmak igin mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz (MAPK) gibi farkli sinyal yollarinin aktivasyonunda 6nemli rol oynar. H;0,
diger ROS olusturma kabiliyeti ile toksisitesini gordiigiinde, ayni zamanda morfoloji,
proliferasyon, sinyallesme (yani NF-kB), apoptoz degisiklikleri de dahil olmak iizere bircok
biyolojik siiregte ikinci bir haberci olarak rol oynamaktadir (201). Bu nedenle katalazin
H,O,'yi detoksifiye etme kabiliyeti ile saglikli ve kanserli hiicrelerde biiylime oran1 modile
edebilmektedir. Diger bir yandan katalaz, Grb2 ve SHP2 gibi bazi proteinlere baglayip
oksidatif hasardan koruyabilmektedir. Bu proteinler, cogalma ve migrasyonunda rol oynayan
integrin yollarinda yer almaktadirlar (202). Katalazin asir1 ekspresyonunun ROS tarafindan
meydana gelebilecek DNA hasarina karsi hucreleri korudugunu gosterilmistir. Ayrica
katalazin toksik ve anti-tumor bilesiklerinin detoksifikasyonu veya aktivasyonu gibi ek rollere
sahip olabilmektedir. Kanser hiicresinin kemoterapotik ajanlara karsi direnci sirasinda
katalazin potansiyel bir rolii oldugunu bildirmistir. CAT ekspresyonu, kanser hiicre hatlarinda
baz1 kemoterapdtik ilaglara doksorubisin gibi kronik maruziyet birakildigindan olusan direngli
hale modifiye edilmektedir (203). Katalazin, katalaz inhibisyonu veya inaktivasyonundan
sonra, hiicreler arast1 HOCl ve / veya NO peroksinitrit sinyallemesinin yeniden
aktiflestirilmesi yoluyla apoptoza neden olan spesifik antikorler veya ekzojen singlet oksijen
hedefleyerek kanserin tedavi etme olasiliginda gosterilmistir (204). PI3K sinyal yolundaki
Akt / PKB proteini ile Foxo3a'nin aktivitesini modiile ederek katalaz ekspresyonu arasinda
gliclii bir iligki oldugunu bildirilmistir (205). Bu nedenle PI3K/Akt/mTOR hedeflendiginde
timor hicrelerde katalaz ekspresyonu artirabilir ve boylece kanser hiicreleri buyimesini
inhibe etmektedir (206). Ek olarak, epigenetik veya genetik degisiklikler de kanser
hiicrelerinde katalaz ekspresyon seviyelerinin yonetilmesinde rol oynayabilmektedir.

Katalazin insan yasaminda Onemi, geninin mutasyonlart etkisi ile olusan hastaliklarla
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iliskilidir. Ornegin akatalasemi, treonin delesyonuna veya guanin yerine adenin sokulmasina
bagl olarak otozomal kalitsal olarak eritrosit katalaz eksikligidir (202). Meme kanser

tirlerinde CAT eksprese oldugunu gostermistir (207).
2.5. Wnt Sinyelleme yolagi genleri:

Whnt sinyal yolu organizmalarda hem embriyonik hem de yetiskin olmak Uzere iki farkli
donemde 6nemli roller oynamaktadir (208). Yetiskinlerde Wnt sinyal yollar1 kendi kendini
yenileyen hiicrelerin adezyonunda rol alirken, embriyonik evrede hedef genlerin
transkripsiyonunun ve hiicrelerin polaritesinin, ¢ogalmasinin, farklilagmasinin ve hiicre
migrasyonu kontroliinde roller oynamaktadir (209). Wnt / B-katenin sinyal yolu ile kanser
tirleri arasinda iliski oldugunu bildirilmistir. Bu iliski 1982 yilinda meme kanseri fare
modelinde ilk kez gosterilmistir (210). Bu ¢alisma baslangigta bu geni Intl olarak adlandirildi
ve genin, hiicreler arasindaki biliylime ve gelisme sinyallerini aktaran proteinleri kodladigi
belirlenmistir. Diger bircok ¢alisma, bu genin normal embriyonik gelisimde kanatsiz
Drosophila'ya neden olabilecegini gostermistir, bu nedenle adin1t Wnt’e degistirilmistir (211,
212). Hiicresel Wnt sinyali, Wnt / B-katenin bagimli yol ve B-katenin bagimsiz yol dahil
olmak tizere birka¢ hiicre igi sinyal iletim kaskadini uyarirmaktadir (213). Wnt proteinleri
salgilanan glikoproteinler ve Frizzled (Fz) reseptor ailesinin N-terminal hiicre dis1 sisteinden
zengin alanina baglamaktadir (214). Wnt'nin reseptor kompleksine baglandiktan sonra
sinyalin sitoplazmik fosfoprotein Disheveled'e (DVL) doniistiiriisti ortaya ¢ikarir, bu DVL, Fz
ile dogrudan etkilesime girebilmektedir (215). DVL seviyesinde Wnt sinyalin en az (¢ ana
kaskada ayrilmaktadir (216). Wnt hedef genlerinin B-katenin / T hiicre faktéri (TCF) yoluyla
ekspresyonunu diizenleyen ilk olan Wnt / B-katenin (kanonikal) yolu adlanmaktdir (217).
Asimetrik hiicre polaritelerini kuran ve hiicre sekli degisikliklerini ve hiicresel hareketi
koordine eden ikincisi, diizlemsel hiicre polaritesi (PCP) yolu adlanmaktadir (218). Uglincii
yol olarak, hiicre yapismasint ve hareketliligini diizenler, buna Wnt / Ca*? yolu
adllanmaktadir (212). Calismalar, Wnt sinyal yolunun birgok timor tipi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Wnt / B-katenin sinyal yolaginda etkilebilen genlerin mutasyonlari olusumunda
kanser ilerlemesinde rol oynamaktadirlar. Ornek olarak, Adenomatoz polipozis coli (APC)
geninde mutasyon olustugunda B-Katenin seviysini artar, Wnt aktivitesi artar ve kolerektal
kanserin ilerlemesinide ana rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda, yiikselmis B-katenin, melanom
gelisimine hizlandirir ve metastazin tesvik edilmesine yol agmaktadir. Wnt / -Katenini sinyal
yolagi meme kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir. Wnt aktivitesi

16semide 6nemli 6l¢iide artmistir (219).
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2.5.1. Kazein Kinaz 1 Alfa 1 (CSNK1A1) gen:

Kazein Kinaz 1 Alfa 1 (CSNK1A1), bir protein kodlanan genidir. Molekul kiitlesi 38915 Da ve
58,571 baz hacmi olan CSNK1A1 geni 373 amino asitten olusan protein kodlar. Kromozom
Uzerindeki konumu ise 5q32°dir (Sekil 23), Kazein kinaz Seren/Treionin kinazdir ve sitozolda
ve gekirdekte yiiksek eksprese edildiginde mitokondride ve hiicre dis1 algak diizeyde eksprese
etmektedir (220).
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Sekil (23): Kazein Kinaz 1 Alfa 1 geninin kromozom (zerindeki konumu (220).

Omurgalilarda Kazein Kinaz 1’in (CK1) yedi izoformu (a, B, y1, y2, y3, & ve €) saptanmustir.
CK1 izoformlari, sirkadiyen ritimler, WNT sinyalleri, hiicre transformasyonu, membran
kagake¢iligi, hiicre iskeleti bakimi, DNA replikasyonu, DNA hasara yanitt ve RNA
metabolizmasi gibi gesitli hiicresel stirecleri etkisi ile dizenlemektedir (221, 222). CK1la'nin
hiicre bdliinmesi sirasinda mitotik ig olusumu, DNA onarim mekanizmalarind ve RNA
metabolizmasina katilmasini gibi bazi biyolojik siireglerde Onemli roller oynadigini
goriinmiistiir (221). Fareler iizerinde yapilan bazi in vivo g¢alismalar, CKla’nin spesifik
antikor kullanildiginda hiicre dongiisti ilerlemesi oositlerde M fazi sirasinda bloke ettigi
gostermistir. Buna istinaden CKla’nin hicre dongusu ilerlemesi igin gerekli oldugunu
gosterilmektedir (223, 224). CKla’nin apoptotik sinyal yollarmi diizenler, ve ekstrinsik
apoptoz yolunda bir antiapoptotik fonksiyona sahip oldugu gosterilmistir. CKlo’nin
inhibisyonu Fas etkisiyle Hela hiicrelerinde indiiklenen apoptozu arttirmistir, buna karsilik,
BID'in fosforilasyonunun neden olan CKla'nin asir1 ekspresyonu, hiicre 6liimiinii geciktirmis
ve bu da kaspaz 8'e bagli BID boliinmesini onlemistir (225). Diger taraftan, CK1a'nin tumor
nekroz faktor (TNF) ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) tarafindan indiiklenen
apoptozu inhibe edebilecegini ve bu sirecin indikleme kompleksinde timor nekroz faktor
reseptoriinin veya Fas-associated protein with death domain (FADD'nin) modifikasyonu ile
gerceklesebilecegini gosterilmistir (226). CKloa, retinoid X reseptorii (RXR) ile etkilesime
girerek hiicre sagkalimini arttirir, bu nedenle RXR agonistleri tarafindan uyarilan CKla'nin
inhibisyonu apoptoza yol agmistir (227). Aksine, metastatik melanom hiicrelerinde CK1a'nin
asirt ekspresyonu apoptozu indiiklemistir (228). Epitelyal hiicreler {izerinde yapilan bir

caligma, hiicre motilitesini destekleyen faktorlere yanit olarak Rap guanin degisim faktorii
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2'nin (RAPGEF2) CKla ve IKKp arasindaki konjiigasyonla fosforile oldugunu gostermistir.
Bu siire¢ gerceklestiginde, meme kanseri hiicrelerinin invazyonu i¢in ¢ok Onemli olan
proteazom tarafindan bu faktoriin bozulmasina yol agmistir (229). CK1la, Wnt / B-katenin
sinyal yolunda ortak bir diizenleyici fonksiyona sahip olmaktadir (230). Viicuttaki olusan bazi
fizyolojik siire¢ler embriyonik gelisim, yetiskin kok hiicre bakimi ve genomik stabilite gibi
Wnt / B-katenin sinyali Uzerinden dizenlemektedir (231). APC mutasyonlar meydana
geldiginde, ozellikle kolerektal kanserde patolojisinde degisikliklere yol agmaktadir (232).
Whnt sinyal yolu i¢in -katenin, hiicre-hiicre yapismasini desteklemek i¢in hiicre zarindaki E-
kaderin sitoplazmik kuyruguna baglanan 6nemli bir bilesendir. E-kaderin ayrica sitoplazmaya
yerlesir ve burada CKla ile birlikte yikim kompleksini olusturur ve hiicre dist Wnt
ligandlarinin yoklugunda B-katenin'in ubikitinasyonunu ve proteazomal degradasyonunu
aktive etmektedir (233, 234). Wnt sinyalinin Racl tarafindan aktivasyonunda B-Katenin'in
¢ekirdege tasinmasina yol acar, Wnt hedef genlerini aktive etmek icin T hiicresi faktord, siklik
CAMP tepki elemani baglayict protein (CREB) ve BRM / SWI2 ilgili gen ile kompleks
olusturmaktadir (235). CKla, p-Katenin'in fosforillenmesinde énemli rol oynamaktadir. Bu
fosforillenme sureci gergeklesmek icin CK1a glikojen sentaz kinaz-38 (GSK-3p) bagimli ile
bir kompleks olustugunda B-Katenin’in Ser 33 / 37 ve Thr 41 bolgelerinde fosforile eder ve
daha sonra proteazomda degredasyona yol agmaktadir. Diger taraftan, CKla'nin B-katenin
baglanmasi i¢in APC'deki Ser 1504 / 1505/1507 ve S1510'da fosforile eder (236). Bu nedenle
CKlonin Wnt sinyallenme yolaginda negatif regiilatorii oldugunu etkilemistir (237).
Kanonikal yolu, salgilanan Wnt ligandlarinin Frizzled reseptorlerine ve diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptdr protein 6 (LRP 6) baglanmasi iizerine aktive edilir. CK1o LRP6 treonin
1493'te fosforile eder, bu islem etkisiyle, Dagimik (DVL) proteinleri, polimerize olduklar1 ve
aktive olduklar1 plazma membranina alinmaktadir. DVL polimerleri Axin, APC, GSK3p ve
CKla igeren yikim kompleksini inaktive ederler. Sonug olarak, ¢ekirdege gecen B-katenin
birikmesine neden olmaktadir, (Sekil 24) (238, 219).

35



|\Wnt — OFF smtﬂ

Cytoplasm

(cka = - .,

v =
p-cat p-catenin
proteosomal
degradation
Nucleus v
Wnt Wnt target genes
- - target cMyc, ciclinD1,
“Groucho genes Axin2, WISP1
Z AT I am AT
MW AL AL

Sekil (24): Wnt / B-katenin (Kanonikal) sinyal yollar1 (219).

Whnt / B katenin sinyalleme yolagi kanser ile iligkili oldugunu gosterilmistir. CK1o Wnt / 8-
katenin sinyal yolunun iliskili oldugu i¢in timOr baskilayici olarak islev gostermistir (239).
DNA hasar1 p53'i CKla-MDMX etkilesimini bozarak ve MDMX-p53 baglanma afinitesini
azaltarak aktive eder. Ek olarak, DNA hasari CKla ve MDM2 arasinda gelismis bir
etkilesime yol agar. Bu islem, MDM2'nin CK1la tarafindan ¢ok bolgeli fosforilasyonuna ve
gelistirilmis MDM?2 degradasyonuna ve daha sonra p53 aktivitesinin artmasina yol agar (240).
Sarasqueta AF ve ark. yapildig1 ¢alismada; diisitk CSNK1A1 ekspresyonu olan kolon kanseri
hastalarimin yiiksek CSNK1A1 diizeyleri ve fonksiyonel olmayan p53 hastalarina kiyasla ¢ok
kotli prognoza sahip oldugunu gosterilmistir (241). CKla'nin yoklugu, B-katenin yapisal
olarak aktif olsa bile bagirsak epitel hiicrelerinin sinirsiz ¢ogalmasini Onleyen interferon
sinyal yolunun (IFN) aktivasyonuna yol agmaktadir (242). Boylece CK1a, Wnt / B-katenin,
p53 ve IFN sinyalleri arasinda bir denge saglamktadir. Caligmalar, CK1a'nin otofajiye baglh
olan RAS (zara bagl protein) ile yonlendirilen kolon kanseri gibi (243), ve ayn1 zamanda
prostat kanseri (244), liposarkom (245), ve ultraviyole radyasyona bagl cilt timorlerinde
negatif bir regiilator gorevi de rol oynadigin1 gostermistir (246). Bir ¢alisma, CK 1a tarafindan
pleckstrin homoloji alani 16sin agisindan zengin tekrarlanan protein fosfataz 1't (PHLPPI)
Ser1359, Thr1363, Serl379 ve Serl38lyerlerinde fosforile edildiginde ubiquitinasyona ve
degradasyona yol acabilr ve bdylece kolon kanseri ilerlemesine neden olabilecek bildirmistir
(247). CK1la, malign melanomda eksprese edilir, bu nedenle hastalikta bir tani isareti olarak

rol oynayabilir (248). ancak melanom hicrelerinde CKlo baskilanmasi, metastazi
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desteklemek igin B-katenin sinyallemesinde bir degisiklige neden olmaktadir (249). CKla,
miyelom ve plazma hiicre 16semisinde onkojenik bir role sahip olmaktadir (250). CKla,
retinoid X reseptorii a (RXRa) ile etkilesime girer ve kanser hiicrelerinde RXR agonistleri
kaynakli apoptozu Onleyerek hiicre sagkalimini arttirmaktadir (227). CK1a’nin FADD’deki
Ser 194 fosforilasyonu yoluyla KRASG12D kaynakli akciger kanserini tesvik etmede 6nemli
bir rol oynadigini gostermistir (251).

2.5.2. Katenin Beta 1 (CTNNB1) geni:

B-katenin 1 cok fonksiyonlu bir sitoplazmik proteindir ve bir polipeptit zincirinden
olusmaktadir (252). Bu protein CTNNB1 geni tarafindan kodlanir ve 781 amino asitten
olugsmaktadir. Molekdl kitlesi 85497 Da ve 65, 356 baz hacmi olan CTNNB1 geni. p-katenin
1'in birincil yapist: merkezi tekrar (armadillo tekrarlari), N-terminal alan1 ve asit C-terminal
alan1 {i¢ alandan olusmaktadir. Bu alanlarin sirasiyla E-cadherin, GSK-3p / CK-1 ve T hiicre
faktori (TCF) / lenfoid arttirici faktor (LEF) igin baglayici bolgelerin sekil 25°te gosterilmistir
(253). CTNNB1 ekson 3, GSK-3B i¢in serin-treonin fosforilasyon boélgelerini kodlayan

anahtar bir ekson olup, B-katenin degradasyonunda 6énemli bir rol oynamaktadir (254).
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Sekil (25): B-Katenin birincil yapist (253).

Kromozom uzerindeki konumu sekil 26’ya gore 3p22.1°dir, sitozolda, ¢ekirdekte ve plazma

membraninda yiksek eksprese edildiginde mitokondride az eksprese etmektedir (254).
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Sekil (26): Beta katenin 1 geninin kromozom uzerindeki konumu (254).
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B-katenin'in iki onemli gelisim siirecine sahip oldugunu bildirilmistir. Birincisi, hiicre tipine
6zgl hiicre-hiicre yapismasinin kurulmasi ve siirdiiriilmesidir. Ikinci fonksiyon olarak, hedef
gen ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in Wnt sinyal yoluna baglamaktadir (255). Normal
fizyolojik sartlar altinda, B-katenin esas olarak hiicre membraninda bulunur ve armadillo
tekrarlar1 vasitasiyla E-cadherin ile kompleks olusturmaktadir (256). Bu kompleks, E-
cadherin'in hiicre iskeleti ile baglantisinda 6nemli bir rol oynarken, hiicre yapismasinda rol
oynamaktadir. Diger bir yandan bu kompleks normal hiicre morfolojisinin korunmasinda rol
oynayabilir ve tumor hiicresi invazyonu ve metastazini baskilayabilmektedir (257). Bu gen
tarafindan kodlanan protein, yapisik eklemler (Al'ler) olusturan protein kompleksinden bir
pargast olusturmustur (258). AJ'ler, hiicre blylmesini, hiicreler arasindaki yapismayi, hlicre
dis1 sinyalleri, hiicre dongusi ve gen transkripsyonu gibi fonksiyonlardan dizenlemesi
sorumludur (259). Wnt / B-katenin yolunun karmasikligi, cesitli hiicre i¢i tepkileri ortaya
cikarabilen ve sinyallemeye dahil olan c¢esitli ligandlardan ve reseptorlerden
kaynaklanmaktadir (260). B-katenin bu yolun anahtar hiicre i¢i doniistiiriicii olarak kabul
edildigi igin, tiim siireglerde 6nemli roller oynamamistir. APC, AXIN-1, AXIN-2, CK-1a,
protein fosfataz 2A (PP2A) ve GSK -3B'dan olusan yikim kompleksi, beta katenin
aktivitesinin kontrolinden sorumludur (219). Sekil 24°te gosterdigi benzeri, Wnt ligandlarinin
yoklugu, sitoplazmik B-katenin'in, yikim kompleksi tarafindan N-terminal serin-treonin
kalintilarinda fosforile olur ve bu islemin, ubikuitin-proteazom yolu vasitasiyla proteazom
tarafindan pargalanmasini sagladigini gostermistir (261). Alternatif olarak, Wnt ligandlari
varhiginda, hiicre yuzeyi Frizzled reseptore baglanirlar ve Daginik protein (DVL) Uzerine etki
etmektedir (CKl-o'da gosterdigimiz gibi). Wnt ligandlar1 mevcut oldugunda, B-katenin
degredasyonu gergeklesmeyecek ve gekirdege transfer edildikten sonra bir transkripsiyon

faktorii olarak islev yapmaktadir (219).

CTNNB1 gen mutasyonlari, baz1 kanser vakalarmin gelismesine katkida bulunan Wnt / B-
katenin sinyal yolunun yapisal aktivasyonuna yol agmaktadir (262). CTNNB1 mutasyonlari ve
kanonik Wnt yolunun deregiilasyonu ilk olarak kolerektal kanser vakalarinda karakterize
edilmistir (263, 264). Bundan sonra, bu mutasyonlar diger kanser turlerinde, servikal kanser
(265), hepatoplastoma (266), néroektodermal timorleri (267), ve beyin timdrlerinde (268)
karakterize edilmistir. CTNNB1 geninde mutasyonlar meydana gelince Beta katenin anormal
ekspresyonu meydana gelir ve sitoplazmada seviyesini artacak, bodylece cekirdekte yuksek
diizeyde birikecektir. Daha sonra ¢ekirdekte biriken B-katenin, TCF / LEF transkripsiyon

faktorleri ile birlesebilir ve bu kompleks, insanlarda proto-onkogenlerin transkripsiyonunu
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aktive edebilmektedir (269). Buna dayanarak, c-myc ve siklin D1 gibi down regilasyon
genlerin htcre proliferasyonuyla ilgili transkripsiyonu aktive olacak ve bu sire¢ hicre
proliferasyonunu aktive edecektir (270). Endometrioid endometriyal karsinom (EEC)
Uzerinde yapilan ¢aligsmalar, tiimor hiicrelerinin ¢ekirdeginde B-katenin birikiminin CTNNB1
mutasyonlart nedeni ile % 40-60'inda oldugunu bildirmistir (261, 271). Baska bir ¢alisma,
CTNNB1 ekson 3'teki mutasyonlarinin ve beta katenin birikiminin, yumurtalik karsinomunda
gerceklesmekte gostermistir (272). Birgok farkli tiimor tipinde hiicre proliferasyonunu inhibe
eden [B-katenin antagonistlerinin  oldugunu gosterilmistir. Bu nedenle B-katenin
antagonistlerinin birgok kanser tipleri, akut miyeloid 16semi (AML), pankreas néroendokrin
timorleri, kolon kanseri, meme kanseri ve prostat kanseri gibi tedavisinde kullanilmigtir
(273).

2.5.3. Siklin D1 (CCND1) geni:

Hicre dongistnde dnemli bir diizenleyici protein olan Siklin D1, CCND1 geni tarafindan
kodlanir. Molekul kitlesi 33729 Da ve 13,388 baz hacmi olan CCND1 geni 295 amino asitten
olusan protein kodlar. Kromozom (zerindeki konumu sekil 27’ye gore 11q13.3’tiir, sitozolda
ve ¢ekirdekte yiiksek eksprese edildiginde mitokondride ve hiicre dist az eksprese etmektedir
(274).
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Sekil (27): Siklin D1 geninin kromozom Uzerindeki konumu (274).

Siklin D1, G1 fazdan S faza ilerlemesi ve sikline bagh kinaz 4 / sikline bagl kinaz 6'ya
(CDK4 / CDK6) baglanarak retinoblastom proteininin  (pRB) fosforilasyonunu ve
inaktivasyonu desteklemektedir, bu mekanizmas1 28 ve 29 sekillerde gosterilmistir (275,
276).
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Sekil (28): Memeli hiicre dongusuniin diizenlenmesi (276).
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Sekil (29): Siklin D1 etkisi ile Retinoblastom protein fosforilasyonu ve inaktivasyonu (276).

Daha o6nce gordiigiimiiz gibi, Wnt ligandlar1 varliginda p-katenin degradasyonu slprese
edilmis ve sitoplazmada birikmis, bdylece nlkleer translokasyonu artmis, burada lenfoid
arttirict faktor / T hiicre faktorii (LEF / TCF) ile iligskilenmis ve anahtar hedef genlerinin
ekspresyonunu saglamistir. Beta katenin ¢ekirdekte biriktiginde, hiicre ¢ogalmasiyla iliskili c-
myc ve siklin D1 gibi bazi genleri aktive etmektedir (277). Sikline bagl kinaz (cdk)
aktivatort siklin D1'in kodlayan CCND1 geni, birka¢ sistemde Wnt hedef geni olarak
bulunmustur. Siklin D1, hiicre dig1 mitojenleri sinyalleri ve cdk4 ve cdk6 ile kompleks hale
geldiginde hiicre dongiisii ilerlemesine entegre etmektedir (278). Siklin D1'in ayrica SP1 ve
siklin D1 baglayict myb benzeri protein 1 (DMPI) gibi transkripsiyon faktorlerinin
inhibisyonu gibi bazi cdk4 ve cdk6 bagimsiz fonksiyonllara sahip oldugunu bildirilmistir
(279, 280). Androjen reseptoril, peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor y (PPAR —
y) ve tiroid hormon reseptorii gibi niikleer reseptorlerin inhibisyonunda bagka bir rol
oynamaktadir (281). Siklin D1'in, PPAR —y ile aktive edilmis reseptor koaktivator-la. (PGC-
lo) asetilasyonunu modiile edildiginde, glukoneojenik siirecinde katilan bazi genlerin piriivat
karboksi kinaz 1 (PCK1) gibi aktivitesini inhibe etmistir. Bu nedenle Siklin D1 viicutta bazi
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metabolik siire¢lerinde de katilabilmektedir. Cdk'tan bagimsiz olarak durumunda, siklin D1'in
hlcrelerin migrasyonunda etkileyebilecegini bildirilmistir. Siklin D1, hiicre migrasyonu igin
onemli dizenleyiciler olan Rho-aktiflestirilmis kinaz II (ROCKII) ve trombospondin 1'in
(TSP-1) ekspresyonunu baskilamaktadir (275). Glikojen sentez islemi, sitoplazmik serin /
treonin protein kinazi olan GSK-3p tarafindan glikojen sentaz enzimi fosforile edildiginde
inhibe edilmektedir. GSK-3p'nin bazi1 énemli biyolojik siireglerde, bir dizi sinyalleme yolu
gibi 6zellikle Wnt / B-katenin yolun gelisiminde 6nemli roller oynadigini goriinmiistiir (282).
Buna istinaden bu enzimin hasar1 diyabet, Alzheimer ve kanser de dahil olmak (zere bir dizi
hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir (283). Wnt ligandlarin1 yoklugunda, CKla
benzeri GSK-3pB B-katenin yapisinda var oalan spesifik amino terminal kalintilarini (Ser 37 ve
Thr 41) fosforile ederek molekillerinin 26 S proteazom sisteminde degredasyonu aracilik
etmektedir (284). Bu nedenle Wnt ligandlarin1 varliginda Frizzled reseptore baglandiktan
sonra dagmik proteinleri olusur ve boylece GSK-3B inhibe etmektedir. Bu nedenle,
fosforlanmamis B-katenin sitoplazmada birikir ve ¢ekirdege tasinir, burada p-katenin hedef
genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir. Aktif olan GSK-3p'nin CCND1 geni
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini1 gosterilmistir. Bu nedenle, Siklin
D1 degredasyonu GSK-3p etkisi ile diizenler ve Siklin D1 gen eksepresyonunu Wnt/p-catenin
sinyalleri ile aktive etmektedir (Sekil 30) (285).
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Sekil (30): GSK-3p Siklin D1 degredasyonunda rolii (285).

Siklin D1 genin insan kanserlerinin buytk bir kisminda eksprese edildigini bulunmustur.



2.6. Huicre 61Umu genleri.
2.6.1. NUkleer Faktor Kappa B Alt Birim 1 (NFxB1) geni:

Molekdil ktlesi 105356 Da ve 115,974 baz hacmi olan NFxB1 geni 968 amino asitten olusan
protein kodlar. Kromozom Uzerindeki konumu sekil 31’e gore 4q24°tir ve Hiicre disi,
sitozolda, cekirdekte ve mitokondrid yiiksek eksprese edildiginde sitozolda ve plazma
membrani az eksprese etmektedir (286).
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Sekil (31): Nukleer Faktor Kappa B Alt Birim 1 geninin kromozom uzerindeki konumu (286).

NF«kB, 1986 yilinda Sen ve Baltimore tarafindan kesfedilmis, B hucrelerindeki
immunoglobulinlerin kappa hafif zincirinde bir transkripsiyon faktor olarak kabul edilmistir.
NFkB transkripsiyon faktorlerinin, bagisiklik tepkilerinin, farklilasma, hiicre biiylimesi,
apoptozun ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar, bu nedenle kanser
baslangici ve ilerlemesinin merkezi mediatorler olarak rol oynadigini bildirilmistir (287).
NF«B, sitokinler, serbest radikaller, ultraviyole 1sinlama ve bakteriyel veya viral iiriinler gibi
cesitli hiicre i¢ci ve hiicre disi uyaranlar tarafindan aktive edilen bir transkripsiyon
dizenleyicidir (288). Aktif olan NFkB bes alt biriminden p65 (Rel A), Rel B, c-Rel, p50
(NFxB1) ve p52 (NFkB2) sekil 32°de gosterilmis gibi memeli hiicrelerinde olusmaktadir
(289).
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Sekil (32): NF«B alt birim yapilar1 ve dimerik kombinasyonlar (289).

Genel olarak NFkB kompleksleri, NFkB inhibitorleri (IxB'ler) olarak adlandirilan baska bir
ankirin tekrari igeren protein ailesi tarafindan inaktif bir sitoplazmik formda tutulmaktadir
(290). Cogu hiicre tipinde, NFxB kompleksleri biiyiik oranda sitoplazmad kalir ve bu nedenle
hicre uygun bir Kkatalizér uyarlana kadar nispeten aktif olmamaktadir. Sekil 33’e gore,
hicrelerin bakteriyel lipo poli sakkarid (LPS) veya proenflamatuar sitokinler (TNFa, IL-1)
gibi farkli tip uyaricilara yanit verir, IxkBa proteinleri amino terminal bolgesi i¢inde bulunan
iki serin kalintilar1 fosforile olmaktadir. Bu fosforilasyon islemi, IkBa proteininin
ubikitinasyonuna ve ardindan 26S proteazomu tarafindan proteolize yol a¢gmaktadir. IkBa
proteinin degredasyondan sonra, NFkB'nin serbest birakilmasi, boylece niikleusta birikir ve
enflamatuar yanitlarda ve hiicre biiylime kontroliinde rol oynayan spesifik genlerin

ekspresyonunu aktive etmektedir (291).
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Sekil (33): NFkB Aktivasyonu Yolag: (291).

Benzo a pyrene, radyasyonlar vb. gibi ¢esitli tiimér promotorleri ve kanserojenler NFxB'yi
aktive edebilir. NFkB, hiicre hayatta kalmasindan ve ¢ogalmasindan sorumlu olan birkag
genin ekspresyonu regulasyonun igin ¢ok 6nemlidir. Diger bir yandan, tiimér invazyonu ve
anjeogenez ile ilgili bazi1 genlerin NFxB tarafindan diizenlendigi bulunmustur. Aktif
NFxB'nin meme, kolon, pankreas, prostat ve digerleri gibi kanser hiicre hatlarinin ¢ogunda
eksprese edildigini gosterildi. Doksorubisin, daunorubisin, taksol, cisplatin ve diger ilaglar
gibi bazi kemoterapdtik ajanlarin, kemoterapinin neden oldugu apoptoza karsi dirence yol
acan NFkB'yi aktive edebilecegi bildirilmistir (292). p5S0 homodimerlerinin dncelikle gen
transkripsiyonunu baskiladigi, enflamatuar yanitlar1 azalttigi ve anti-apoptotik sinyali
kaldirdig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle p50 homodimerlerinin tiimoér baskilayici olarak
kullanabilmektedir. Bazi kanser hiicrelerinde KIP1 ubikuitinasyonu destekleyen kompleks 1
asirt ekspresyonunu, tiimor biiyiimesini inhibe eden p50 olusumuna yol agmistir (293).
Enflamatuar stimiilasyondan sonra Inhibitér Kappa Kinaz (IKK), NF«kB1 sinyal yolu icin ana
stimulator gorevi yapmaktadir. IkB'nin fosforilasyonu ve ubikuitinasyonu, tumoér destekleyen
pro-enflamatuar genlerin (IL-1B, TNFa, CXCL1), anti-apoptotik (Bcl-xL, Bcl-2, Gadd45p) ve
proliferatif (IL-6, GM-CSF) genlerin transkripsiyonunu yonlendirebilen p50:p65 dimerlerini
serbest birakmaktadir. Bu nedenle NFxB, bu tarafta bir tumoér promotori olarak gorevi
gostermistir. Calismalar, p50 yapisinda serin 329 fosforilasyonu meydana geldiginde, p50:
p65 heterodimerinin DNA'ya baglanmasini bozulur ve bu islemin, Bcl-xL ekspresyonunu
azaltarak, kanserin ilerlemesini engelledigini gostermistir. Serin 329'da ataksi telanjiektazi

mutasyona ugramis ve Rad3 ile iligkili kinaz (ATR) vasitasiyla p50 fosforilasyonu,
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replikasyon ile iligkili DNA hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar ve genomun
korunmas: i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Hiicre dongiisiiniin S fazi sirasindaki bu
fosforilasyon islemi, p50 aktivitesini ve DNA'ya baglanmasini inhibe eder, bu da anti-
apoptotik protein Bcl-xL'nin ekspresyonunun azalir ve hiicrelerin DNA iplik kopmalarina
duyarli hale getirilmesine neden olmaktadir. p1l05 fosforilasyon ve ubikuitinasyon, 26S
proteazom tarafindan islenmesine yol agar ve p50 homodimerlerini serbest birakmaktadir.
P50: p50: HDAC1 kompleksi, inflamatuar gen ekspresyonunu destekleyen timorii bastirir
(294), boylece timdr baskilayici bir kompleks olarak islev goriirken, B hiicre lymfoma 3 (Bcl-
3) veya BAG-1 ile kompleks halinde bulunan p50 homodimerleri proliferasyonu

yonlendirebilmektedir (295). Agiklanan tiim oaylarin sekil 34’te gosterilmistir.
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Sekil (34): Kanserde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde NFKB1'in rolii (294).
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Calismalar NFkB'nin en sik enflamasyonla iliskili kanserin aktife ettigi olarak gosterdiginde
(296) baska bir ¢alismalar anti enflamatuar p50 homodimerlerinin hepatoselluler karsinomda
timor baskilayici olarak rol oynayabildigi bildirmistir (297). Ek olarak, NF«xB1 alkilleme
ajanlart gibi toksik gen hasarina neden olan kanserojenlere karst dogrudan hiicresel koruyucu
bir yanit verebilmektedir. NFkBL1'in alkilator aracili hiicresel hasara takiben hematolojik
maligniteyi onleyen yola 6zgili bir timor baskilayict olarak rol oynadigi gosterilmistir (298).
Kravtsova-lvantsiv Y. ve ark. bir ¢alismalarinda, bas-boyun ve glioblastom kanserlerinden
insan timor dokularinda p50 eksprese oldugu bildirilmistir (293). Kolorektal kanser hiicre
hatlar1 lizerinde yapilan calisma, p50 homodimerlerinin, anti-apoptotik BCL2 ile iliskili
athanogene (BAG-1) epidermal blylme faktor reseptori (EGFR) genin promotorine
katilmasinda bir rol oynadigin1 gostermistir. BAG-1, EGFR ekspresyonunu baskilamak i¢in
p50'ye ihtiyag duyar ve bu nedenle potansiyel olarak kolorektal kanserin baslamasi ve

ilerlemesi icin dnemli bir sinyal yolunu diizenlemektedir (299).
2.6.2. DNA Topoisomerase Il Alpha (TOP2A) gen:

Insanlarda, bu enzim TOP2A geni tarafindan kodlanir. Molekul kiitlesi 174385 Da ve 29,430
baz hacmi olan TOP2A geni 1531 amino asitten olusan protein kodlar. Kromozom Uzerindeki
konumu ise 17q21.2°dir (Sekil 35), ve cekirdekte yiksek eksprese ederek mitokondride,
sitozolda ve plazma membraninda daha az eksprese etmektedir (300).
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Sekil (35): DNA Topoisomerase Il Alpha geninin kromozom tzerindeki konumu (300).

TOP2A, saglam bir DNA c¢ift sarmalinin digerine ATP'ye bagimli taginmasini1 katalizleyen
yiiksek oranda korunmus enzimlerden biridir (301). Fonksiyonel enzim, N-terminal ATPase
gecidinden, DNA baglayict gegitten ve C-gecidinden olusan bir yapi1 veren TOP2
monomerlerinin dimerizasyonu yoluyla olusturulmaktadir (302). TOP2A, DNA replikasyonu
ve transkripsiyon sirasinda topolojik stresin giderilmesi igin gerekli olan dnemli bir niikleer
enzimdir (303). Ikili DNA dizisinin gecici olarak kirilmasini ve yeniden birlesmesini,
ipliklerin birbirinden gegmesini ve bdylece DNA'min topoloji degistirmesini katalize
etmektedir. Bu enzim, ¢cogaltma, transkripsiyon, DNA onarimi ve kromozom yapisinin bakimi
gibi biyolojik siireglerde onemli rol oynamaktadir (304). Bu nikleer enzim Ozellikle

kromozomun yogunlagmasi, kromatitlerin ayrilmasi ve DNA transkripsiyonu ve replikasyonu
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sirasinda olusan topolojik stresinin hafifletilmesinde rol oynamaktadir. TOP2A bdélinme
asamasinda hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edilir, bu nedenle hiicre dongiisii yoluyla
diizenlenmis bir rol oynayabilir ve proliferasyon markeri olarak kullanilabilmektedir (305).
Yiiksek seviyelerde TOP2A'min birka¢ kanser igin ileri bir asamaya isaret ettigini
gosterilmistir (306). Baz1 kanser tipleri tedavisinde TOP2A inhibitorleri TOP2A'y1 Uzerinde
etkiledigi i¢in terapdtik bir yontem olarak kullanilmistir (307). TOP2A inhibitorleri olarak
simiflandirilan ilaglarin, klinik kullaniminda ¢ogunu olusturur. Doksorubisinin  DNA
bolinmesini / ligasyon dongisiini engelleyerek, ¢ift sarmali DNA kopmalarint (DNA DSBs)
ve hiicre 6lumiini tetikleyerek TOP2A'y1 hedefledigini bildirilmistir (308). TOP2A enzim
aktivitesi, post-translasyon modifikasyonlarla fosforilasyon gibi dizeltmektedir. Bu
fosforilasyonu enzim yapisinda bazi yerlerde ger¢eklesmektedir (309). TOP2A post-
translasyon modifikasyonlar1 etkisi ile TOP2A dekatinasyon aktivitesinde bir kusuru
olustugunda, kanser hiicrelerinde topoizomeraz inhibitorlerine karsi direngli hale gelmistir
(310). insan kanserlerinde en yaygin genetik farkliliklardan biri TP53 eksikligi ve bildigimiz
gibi TP53'in TOP2A ekspresyonunu negatif olarak diuzenlemekte, kanser hicrelerinde TP53
mutasyonu oldugu i¢in TOP2A seviyeleri yiikselir ve bu hticreler TOP2A inhibitdrlerine daha
duyarli olmaktadir (311). Diger taraftan bu bolgelerindeki olusan mutasyonlari timor
hicrelerini TOP2A inhibitorlerine karsi1 direng olusumuna yol agmaktadir (312). In vitro ve
in vivo ¢aligmalar, TOP2A'nin apoptoz inhibisyonu mekanizmalar1 ve hiicre i¢i dagilimin
degistirilmesi ile kemoterapiye direng ile iligkili oldugunu gostermistir (313, 314). TOP2A
gen anormal ekspresyonunun akciger kanseri (315), meme kanseri (316), ve pankreatik
adenokarsinom (317), dahil olmak U(zere coklu timor belirtileri ile iliskili oldugunu
gosterilmistir (318). Faggad A ve ark. ¢alismasinda, primer invaziv yumurtalik karsinomunda,
yuksek dereceli ve ileri evre tumorlerde TOP2A eksprese edildigini bildilrmistir (306). Diger
caligmada, TOP2A agresif prostat kanserinde eksprese edildigi gosterilmistir (319).

2.6.3. BCL2 iligkili X (BAX) geni:

Molekdl kitlesi 21184 Da ve 6,984 baz hacmi olan BAX geni 192 amino asitten olusan
protein kodlar. Kromozom (Uzerindeki konumu sekil 36 gosterilmis gibi 19q13.33, ve
sitozolda, gekirdekte ve mitokondride yiiksek eksprese edildiginde plazma membraninda daha

az eksprese etmektedir (320).
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Sekil (36): BCL2 iliskili X geninin kromozom Uzerindeki konumu (320).

BAX, yiiksek oranda korunmus evrimsel ve apoptotikle iligkili proteinlerden olusan bir grup
olan B hucreli lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi Uyelerinden biridir. BAX, Bcl-2 ailesinin ilk
tanimlanmig proapoptotik bir proteinidir (320). Bu ailenin yani sira Bel-2 ve BCL-X gibi
antiapoptotik Uyeler icermektedir. Normal kosullar altinda, pro apoptotik ve anti apoptotik
durumlar arasinda dinamik bir denge olmaktadir. Anormal i¢ veya dis stimiilasyonlar altinda
pro apoptotik ve anti apoptotik arasinda var olan dengenin bozulur, bu nedenle viicut telafi
edilemeyebilir ve bu da timor olusumuna yol agabilmektedir (321). BAX geni apoptotik
gendir, direkt P53 tarafindan diizenlenir ve yapisal anahtarlama, trafik islemleri ve agregasyon
durumu gibi bir dizi degisiklikle intrinsik yoldan programlanmis hiicre oliimiinii aktive
edebilmektedir (322). Hicre programlama 6liminin iki ana yolu mitokondrial (intrinsik)
yolu ve 6lum reseptorleri (ekstrinsik) yolu tzerinden gergeklesmektedir (323). Saglik memeli
hicrelerde BAX protein inaktif seklinde sitozolda ve bazen mitokondriyal dis zarinda
monomerik durumunda bulunmaktadir. Apoptotik sinyallerin etkileri altinda BAX'ta diger
Bcl-2 proteinleri ile heterodimerizasyona veya homodimerizasyona yol agan birgok yapisal
degisiklik meydana gelmektedir (324). BAX hiicre 6limune neden oldugu, mitokondriyal dis
zar ile etkilesimleriyle iliskili oldugunu gosteren bazi kanitlar 6nermektedir. Hucresel stresle
indiksiyona ek olarak, mitokondriyal veya intrinsik apoptoz yolunun pro-apoptotik BH3
proteinlerinin aktivasyonuyla gergeklestigi goOsterilmistir. BH3-proteinleri direkt olarak
BAX'a baglarken aktive edebilir ve ayrica BAX'in dolayli olarak aktive etmek igin rosurvival
Bcl-2 benzeri proteinlere baglanabilmektedir (325). Calismalar, Bax aktivasyonundan
kaynakli hiicre 6liim yollarinda yer alan mitokondriyal dis zarin baz1 mekanizmalar Uzerinden
gerceklesmektedir. Bu mekanizmalari, mitokondriyal voltaja bagli anyon kanalinin (VDAC)
(326), mitokondriyal oligomerik porlar (MAP) olusturma (Sekil 37) (327), ve mitokondriyal
apoptoza bagli kanalin (MAC) aktive edilmesi (328) icermektedir. Sonu¢ olarak aktive
edilmis BAX, mitokondriyal dis zarinda sitokrom c¢ salgilayan porlar olusturmak igin
oligomerize yol agmaktadir. Sitozola salgilanan sitokrom c kaspaz aktivasyonunda hiicre

oliimiine yol agmaktadir (Sekil 38) (323).
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Sekil (38): Hiicre 6liminde BAX rolii (323).

Bircok calisma BAX ekspresyonunun kati timorlerin ve hematolojik malignitelerin geligimi
ile baglantili oldugunu onaylamistir (329). Bu nedenle BAX mutasyonu, apoptoza karsi timor
direncinde onemli bir rol oynamaktadir (330). Yumurtalik karsinomu hiicreleri iizerinde
yapilan bir caligmada, degismis BAX ekspresyonunun Cisplatin direnci ile iliskili oldugu
bildirilmistir (331). Manoochehri M. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, degismis
BAX ekspresyonu hem kolerektal karsinogenez hem de 5-FU'ya hiicre direnci sirasinda temel
bir faktor olarak rol oynayabilecegi bildirilmistir (332). Zoledronat-direngli akciger kanseri
hiicre hatlar1 da degismis BAX ekspresyonu ile ger¢eklesmistir (333). BAX'in pro-apoptotik
fonksiyonunun Ser184 fosforilasyonuyla inhibe edilir, béylece BAX'in sitoplazmada kalir ve

anti apoptotik Bcl-2 proteinleri ile heterodimerize edilmesine yol acar, bu siire¢ insan akciger
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kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasina ve kemorezistansina katkida bulunmustur. Bu
nedenlerle, pro-apoptotik 6zelligi aktive etmek i¢in ve direncin {stesinden gelmek
kabiliyetinde BAX uyaricilar1 kullanabilir, bdylece apoptozun indiiklenir ve timdor
blylmesini azaltmaktadir (334).

2.7. ila¢ metablizma genleri:
2.7.1. NAD(P)H kinon dehydrojenaz 1 (NQO1) geni:

Molekul kiitlesi 30868 Da ve 19,673 baz hacmi olan NQO1 geni 274 amino asitten olusan
protein kodlar. Kromozom iizerindeki konumu ise 16q22.1°dir (Sekil 39), ve sitozolda

yiiksek eksprese edildiginde mitokondride ve ¢ekirdekte daha az eksprese etmektedir (335).
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Sekil (39): NAD(P)H Kinon Dehydrojenaz 1 geninin kromozom uzerindeki konumu (335).

NQO1, bu substratlarin hidrokinon (QH2) formlarina iki ve dort elektron indirgenmesini
katalize ederek endojen ve eksojen kinonlarin (Q) ve tdrevlerinin detoksifikasyonunu
saglayan bir sitozolik homodimerik flavoproteindir. NQO1 enzimi, kinonlarin ve tiirevlerinin
direkt olarak iki elektron indirgenmesini katalize etmek icin NADH veya NADPH
indirgenmis sekilleri kullanmaktadir (Sekil 40) (336). Bazen molekiiler oksijenin stiperoksit

anyonuna indirgenirken QH2'nin bir yarikinon serbest radikaline (SQ") ve orijinal kinona geri

Oy é Toxicity
F\.-\IJPH
20, —= H,O,

oksitlenebilecek, bu siireg stabilitesine bagli olarak gergeklesmektedir (337).
Croling N
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HQ —2——= Redox Active
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Sekil (40): Kinonlarda NQOL1 enzim etkisi (336).
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Bu nedenlerden dolayr NQOI1 kinonlarin redoks doéngisu detoksifike edildiginde, hicreler
oksidatif stresten korunmasinda ve karsenogenez Onlemesinde 6nemli roller oynamaktadir
(338). NQO1, faz | ilag metabolize edici enzim olarak smiflanmaktadir (339). NQO1 asir1
ekspresyonu oksidatif strese ve kemoterapotik ajanlara karsi korunmasi igin hiicreler
bliylimesine ve gelistirmesine yol acar, bu nedenle kanser ilerlemesine ve kemo direncine yol
agmaktadir (340). Normal hiicrelerin aktivasyonu tiimor olusumunu 6nleyebilirken, NQO1'in
inhibisyonunda kemoterapétik ilaglarma ait terapdtik etkinligini artirabilmektedir. Kanser
hiicrelerinde diizenlenmis NQO1'in, kemoterapdtik ajanlarin oksidatif toksisitesini azaltarak
ve tumor blylmesinin cevresel streslerini arttirarak kimyasal direngten sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. NQO1 ekspresyonu, oksidatif stres kosullar1 sirasinda antioksidan tepki
eleman1 (ARE) tarafindan diizenlenmektedir (341). Destekleyici bolgedeki NQO1'in yapisi
ARE dizisini igermektedir. Bagka bir ¢alismada, NQO1'in NQOL1 geninin ekspresyonunu ve
indiiksiyonunu diizenlemek icin ARE'ye baglanan niikleer faktor (eritroid tiirevi 2) benzeri 2
(Nrf2) ile regiile olabilecegini gosterdi (342). Hem enzim aktivitesinde hem de protein
seviyelerinde tiimor ve normal dokularda karsilastiginda farkli bir NQO1 ekspresyon
gosterilmistir  (343). NQOI1'in, normal saglikli hiicrelerin  yapisinin  ve islevinin
korunmasindan sorumlu olmasini saglayan bir kanser 6nleyici / detoksifiye edici enzim olarak

rol oynadigimn gosterilmistir (344).

2.7.2. ATP baglayict kaseti alt ailesi B Uye 1 (ABCB1) veya Coklu ilag direnci proteini 1
(MDR1) veya P-glikoprotein (P-gp):

Molekdl kitlesi 141479 Da ve 209,691 baz hacmi olan ABCB1 geni 1280 amino asitten
olusan protein kodlar. Kromozom (zerindeki konumu sekil 41°de gosterilmis 7921.12’dir ve
p-glikoprotein kodlanmaktadir. Cekirdekte ve plazma membraninda Yyiksek eksprese

edildiginde mitokondride ve sitozolda daha az eksprese etmektedir (345).
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Sekil (41): ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1 geninin kromozom Uzerindeki
konumu (345).

Bu gen tarafindan kodlanan membrana bagli protein, ATP baglayici kaset (ABC)

tastyicilarinin alt ailesinin bir Gyesidir ve hiicresel homeostazdan sorumlulugu olarak gorevi
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gostermistir. ABC proteinleri, ¢esitli molekiilleri hiicre dis1 ve hiicre dis1 zarlarin boyunca
tasimasi sorumludur. TUm Okaryotik ABC proteinleri akis pompalar1 gibi gérev yapmaktadir.
ABC tastyicilari, molekiilleri hiicre zarlar1 boyunca tasiyarak hormonlarin, lipitlerin,
iyonlarin, ksenobiyotiklerin ve diger kii¢liik molekiillerin hiicresel diizeylerini diizenleyebilir
ve mitokondri, lizozom, endoplazmik retikulum ve golgi aparati gibi organellerin hiicre i¢i
regulasyonu dahil olmak Uzere dnemli fizyolojik roller oynamaktadir (346). Bu nedenle
ABCB1 geni tarafindan kodlanan protein, genis substrat spesifisitesine sahip ksenobiyotik
bilesikleri i¢in ATP'ye bagimli bir ilag akisi pompast rolll oynamaktadir (345, 347). ABC
genleri yedi ayr alt aileye (ABCl, MDR / TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, Beyaz)
ayrilmaktadir (348). ABCB1 protein MDR/TAP alt ailesi Uyelerinden biri ve bu alt aile
uyelerinin ¢oklu ilag direncinde kapsamindadir. ABCB1, ¢oklu ilag direngli hicrelerde ilag
birikimini azaltmasindan sorumludur ve siklikla anti kanser ilaglarina direncini gelisimine
aracilik etmektedir. ABCBI1 proteini ayrica kan-beyin bariyerinde bir tasiyici olarak énemli
bir rol oynamaktadir. ABCB1, kanser hiicrelerinden ila¢ akisini artirabilir, bu nedenle hiicre
i¢i ilag konsantrasyonunun azalmasina yol agmaktadir (349, 350). Doxorubisin ilaci, hiicre
disina ABCB1 gen lizerinden kodlanan protein vasitasi ile tasinmasi ger¢eklesmektedir (Sekil

42) (351).

/ oo \
ABCB1 SLC22A16 Cell Meq”b. ,
_J 226
Damaged Ca Handlmg \/Mmbranc Damage
DNA Intercalation Lipid Peroxidation
Ox1dat1ve Stress
S DNA Damage

Cytoplasm

Sekil (42): Doksorubisin taginmasi (351).

52



3. GEREC VE YONTEM:

3.1. Kullanilan cihazlar:

* Real-Time PCR Cihazi/Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)
» Laminar hava akim kabini (Steril-Vbh)

* Manyetik karistirict (BIBBY Stuart, UK)

* Hassas Terazi (Denver Instrument Company, USA)

* Masaiistii mikro santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)

* Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)

* Mikropipetler -10 pl, 20 pl, 200 pl ve 1000 ul- (Gilson, USA)
« Dijital Pipet (iso Fill)

* PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

* Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

» Karbondioksitli Inkiibator (Nive Turkiye)

* Propsonikator (Fisher-Sonic Model 300 USA)

« UV-Gorunur Boélge spektrometresi

* Otoklav (Niive- Turkiye)

* Zeta Potansiyel Cihazi

+ -80° C Derin Dondurucu

* 4°C Buzdolab1

* Su Banyosu

» Invert Mikroskop (AXI0).

* Mikroplaka Okuyucu (BioTek)
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3.2. Kullanilan plastik malzemeler:

* 6 kuyucuklu plaka

* 25’lik flask

* 75’1ik flask

+100 pl PCR tiipleri (Qiagen)

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

* 0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl mikropipet uclart (Axygen)
* 15 ml ve 50 ml konik uclu falkon ttpleri (LP Italiana SPA)
* 5 ml, 10 ml, 25 ml plastik pipetler (LP Italiana SPA)

* 96 oyuklu plaka

* Kriyo-tub (1.8 ml)

* Pastor pipeti

* Eldiven

3.3. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler:

* HeLa Servikal Kanser hiicre hatti

* RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

* RT First standart kit (Qiagen, Germany)

* RT? qPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)

* RT? SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen, Germany)
* Titanyum dioksit -TiO;

* PEG-maleik asit anhidrit

* Etil Alkol (Merck, Germany)

* Fosfat Tamponu (PBS) (Sigma, USA)
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* MTT (3-(4.5-dimetilthiazol-2-yl)
* Aqua koruyucu (Sigma)
* Ultra saf su (Sigma)

« Penisillin/Streptomysin (%1) steril solusyonu (Biological Industries - Israel)
* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Biological Industries - Israel)- (Sigma)
* Fetal sigir serumu (Biological Industries - Israel)

* Tripsin (Biological Industries - Israel)

* L-Glutamin (Biological Industries - Israel)
Sulfirik asit (H2SO.)

Sodium molibdat (Na;MoQO,)

Askorbik asit (CsHgOs)

Potasyum sulfat (KHPQO,)

Triklorik asit (TCA)

Disodium fosfat (Na,HPO,)

Sodium dihidrojen fosfat (NaH,PQOy,)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

5,5 dithiobis (2-nitro benzoik asit) (DTNB)
GSH enzim

HCI Tris (NH,C(CH,0H)3 HCI)

Sodium pirtvat (C3H3zNaO;)

Nikotinamid adenin dintkleotid (NADH)
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3.4. Kullanilan hiicre hatti:
3.4.1. HelLa insan servikal kanser hiicre hatt:

HelLa hicre hatti, glinimuzde servikal kanser ¢alismalarinda siklikla tercih edilen hiicre
hatlarindan birisidir. Ik defa 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Baltimore’da
servikal kanser nedeniyle takip edilen Afrika kokenli Amerikali Henrietta Lacks adindaki
yetisin bir kadinin kanser dokular1 alinarak hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilmis ve HelLa
hicre serisi olarak adlandirilmistir. Aragtirmalarin kiiltiir yapmaya ve yetistirmeye diger insan
hiicrelerine kiyasla, HeLa hiicreleri, yiiksek biiylime hizi, ¢ok dayanikli, saklanmasi ve
transferinin kolay gibi bazi 6zelliklere sahiptir. Bu 6zelliklerden dolayr HeLa hiicre hatt1 tibbi
ve biyolojik ¢alismalarda kullanmay1 ¢ok dnemlidir.

Sekil (43): HeLa hiicre hattinin mikroskopik goriintiisii(10x).
3.5. TiO, nanopargacik sentezi ve peglasyon islemi:

TiO, nanopartikult sol jel yontemi ile elde edildi. Bunun icin 108 ml titanyum trifosfid (TIP)
onci olarak kullanildi, 252.5 ml isopropanol igerisine eklendi ve karigim 500 rpm de 5 dakika
manyetik karistiricida karigtirildi. Karigtirma isleminden sonra 2 ml hidroklorik asit (HCI),
25.5 ml n-propanol karisimi biiret ile ekleme orani 1ml/min olacak sekilde alkoksit ¢6zeltisi
tzerine eklendi. Bu durumda molar oran HCI//TIP 0.54 olarak ayarlandi. Karisim 30 dk
karistirildi. Karigtirma islemi bitiminde 25.33 ml su ve 160.3 ml isopropanol karigimi biiret ile
ekleme oran1 Iml/min. olacak sekilde alkoksit ¢ozeltisi lizerine eklendi. Bu durumda molar
orant H2O/TIP 4 oldu. Karisim 24 saat oda sicakliginda karistirildi ve sonunda jel iiriin elde

edildi. Jel, ¢6ziicu ve sudan ayrilmak tizere santrifiijlendi ve gece boyunca oda sicakliginda
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bekletildi. Daha sonra 400°c de 1 saat kiil firminda bekletildi. Bu islemler sonucu da TiO»

nanopartikili elde edildi.

PEG-TiO2’nin sentezi ise suda ¢oziilmiis 100 mg/ml'lik sekillendirilmis PEG-maleik asit
anhidridin pH"1, 0.1 M NaOH ile 4.0'a ayarlandi. PEGMA'nin karboksil gruplarini aktive
etmek igin, 0.6 ml 0.8 mol/l I-etil-3- [3-dimetilaminopropil] karbodiimid hidrokloriir eklenmis
ve ¢Ozelti oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, 0.3 ml 0.2 M 4-amino-salisilik
asit ¢ozeltisi ilave edilecek ve karisik ¢ozelti, 40°C'de 16 saat siireyle inkibe edildi.
Reaksiyona girmemis 4 ASA ve diger kiiclik molekiiller, lireticinin tavsiyelerini takip ederek
bes kez santrifiijleme yoluyla uzaklastirildi. Reaksiyona giren PEGMA-4ASA c¢06ziiclsinin
degisimi 25°C'de, 20 hPa'da 3 dakika ve 35 dakika boyunca 5 hPa'da vakumla kurutulduktan
sonra gerceklestirildi. PEGMA-ASA’nin konsantrasyonu dimetil formamit (DMF) ile 50
mg/ml’ye ayarlandi. Asidik TiO, ¢ozeltisi organik titanyum bilesiginin hidrolize dayali termal
sentez yoluyla hazirlandi ve bu islemin sonrasinda peptizasyon yapildi. Kloro titanyum
triizopropoksitin hidrolizinden sonra, HNO3 ile peptitleme 80°C'de gergeklestirildi. Reaktan
maddeleri, 1.5 M HNOg ile % 20'lik (agirlik / hacim) kati igerigine ayarlandi. 200 kHz'de 30
dakika boyunca ultrasonifikasyon uygulamasindan sonra, partikiil biiyiikliigii dagilim analizi,
ve zeta potansiyel cihazi ile partikiil boyut dagilimina bakilidi. Cozeltide yaklasik 40 nm
capinda TiO, partikiillerinin bulundugunu gosterdi. 10 ml DMF'ye TiO, ¢ozeltisi (0.75 mi)
ilave edilecek ve DMF icindeki 5 ml 50 mg/ml PEGMA-4ASA ilave edildi, ardindan
karistirildi. 130°C 16 saat inkiibe edilecek ve reaksiyon 600 rpm de sidddetli bir sekilde
karigtirllarak soliisyon elde edildi. Reaksiyon sona erdikten sonra oda sicakligina sogutuldu.
Reaksiyona giren TiO,/PEG ¢6ziiciisiiniin degisimi, 10 dakika boyunca 40 ° C'de 5 hPa'da
vakumla kurutulduktan sonra gergeklestirildi. TiO, / PEG konsantrasyonu su ile 10 mg/ml'ye
ayarland1 ve TiO, / PEG sulu solisyonu 5 kere santrifilj edilerek tekrar zeta potansiyel

degerine bakildi.
3.6. PEG-TiO; Nanotasiyici sisteme DOX ilacimin yiiklenmesi:

Hazirlanan PEG-TiO, lzerine DOX yiiklenecek. 0.5 mmol/L pH 8'de DOX gece boyunca
PEG-TIO; sollisyonu ile (~ 0.2 mg / ml) karistirildi. Baglanmamis fazla DOX filtre edildi,
ayirildi ve yikama islemi tekrar edildi. Daha sonra elde edilen PEG-TiO,-DOX 4°C'de

saklandi.
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3.7. Hicre kultard:

Calismamizda kullandigimiz besiyeri; % 10 fotal sigir serum (FBS), % 1 penisilin-
streptomisin ilave edilmis DMEM (L-glutamin’li) besiyeridir. L-glutamin’li DMEM besiyeri
ile Gretilen HeLa insan servikal kanser hiicre hatt1 37° C'de ve % 95 nem, % 5 CO’li etuvde
inkiibe edildiginde c¢ogaltildi. Cogaltma islemi ve sonrasinda asagidaki adimlar

gergeklestirildi:

1. -80°C'de kriyotlp iginde dondurulmus HeLa insan servikal kanser hiicre hattt 37°C ‘ye

ayarlanmig su banyosunda hizla ¢ozduruldd.

2. Kriyotiip igerigi 15 ml'lik santrifiij tiiplerine alinip ve 5 ml izerine besiyeri ilave edilerek
300g'de 5 dakika santrifuj edildi.

3. %10 FBS (Fetal Sigir Serum), %1 Penisilin-Streptomisin (PS) ile birlikte L- glutamin’li
DMEM’den olusan besiyeri karisim1 hazirland.

4. Stipernatantin uzaklastirilip, hiicreler tip dibinde kalir ve Uzerine hazirlanan besiyeri
(DMEM-FBS-PS) 5 ml eklenerek 25 ml’lik flask’a aktarildi.

5. Flask’in 37°C'deki % 5 CO, iceren etlvde inkibe edildi, muteakiben ilk giin 24 saat

sonrasinda, sonraki giinlerde 48 saatte mikroskopla kontrol edildi ve besiyer ortami yenilendi.

6. Hucreler butun flask yizeyini yogun bir sekilde kapladigindan dolayr 75 ml’lik flask’a
transfere edildi, kaplamamigsa flasktaki sivi dokiilecek boylece yiizen Olu hucreler
uzaklastirildi. Daha sonra flask’a besiyeri karisimindan yaklasik 5 ml eklenerek inkiibasyona
birakildi.

7.Yetmis bes (75) ml’lik flask yiizeyini yogun bir sekilde kapladigindan dolayr baska
flasklara pasaj yapildi.

Not: Hiicreler 25°1ik flasktan 75’lige transferi ve pasajlama siireci ayn1 adamlar izlenebilir.

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

yikandi.
v Fosfat Tamponu hazirlama:

2.48 gr fosfat tampon salin ticari kotusundan aldik , 250 ml saf su Uzerine ilave edildi,

manyatik karistirici {izerinde iyice karistirildi ve 4°C’de saklandi.
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9. Hucrelerin tzerine 1.5 ml tripsin (25’lik flask) veya 3 ml tripsin (75’lik flask) ilave edilip
flasklar 5-10 dakika inkiibatorde 37°C’de inkiibe edildi.

10. Inkiibatorden alinan flasklar mikroskopla incelenip, tiim hiicrelerin kalkip kalkmadig

kontrolii yapildu.

11. Hucreler kalktiktan sonra iizerine eklenen tripsin nitrilizasyon igin ayni volum besiyeri

eklendi ve toplam hacim iki 75°1ik flask’a ayrildu.
12. Her flask tzerine 10 ml besiyeri ilave edildi. Flasklar %5 CO, ve 37°C inkube edildi.

13. Flasklar sayisi yiiksek oldugunda birka¢ flask icinde bulunan hicreleri donduruldu.
Hiicreler dondurmak igin ilk asamalar1 pasajlama gibi adimlart yapildi fakat hiicreler kalkip
notrilizasyon igin besiyeri eklendi. Flasktan tam hacmi 15ml’lik santrefiij tiibiine aktarildi ve
300g, 5 dakikada santrifiij edildi. Ust fazi espire edildi ve dibinde kalan hiicreleri 1 ml
besiyeri ile stispanse edildi. Kriyotlp iginde bulunan 750 upl dondurma cozeltisi lzerine
hlcreler stispansiyonu ilave edildi. Yine kriyotupleri - 80°C saklandi.

3.7.1. 96’k Plaka pasajlama islemi:

e 75ml’lik flask yilizeyini yogun bir sekilde kapladiginda alindi, besiyeri aspire edildi,
2.5ml fosfat tamponu ile yikandi, 3ml trepsin ilave edildi ve %5 CO; ve 37°C
inkubatorde 10 dakika inkube edildi.

e Hicreler tamamen kalkip nétrilizasyon icin 3 ml besiyeri eklendi ve hicre
slispansiyonu iyice karistirtldi. Hiicre siispansiyondan az miktart (100 pl) ependrof
tlbe alindi1 ve yogunluguna bagl olarak seyreltme islemi yapild.

e Hiicra siispansiyondan 10 pl diger ependrof tiibe alind1 ve iizerine 10 pl tripan mavisi
ilave edilip karigik olusuldu.

e 10 pl hiicre/tripan mavi karigimindan pipetle ¢ekildi ve Thoma laminin tam ortasina
damlatildu.

e Thoma laminin iizeri hava kabarcig1 kalmayacak sekilde lamel ile kapatildi.

e Mikroskoba yerlestirilen Thoma laminin sayim g¢izgileri 40x mikroskop ayarinda
bulundu.

e Sekilde gosterildigi gibi, sadece merkezde ¢izgilerin kesistigi 1mm?®lik alandaki 16
karenin i¢indeki maviye boyanmamus canli hiicreler sayildi (Olii hiicrelerin her tarafi

mavi oldu). Hiicre sayilar1 birkag 16 karesinden alind1 ve ortalamasi hesaplandi.
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e Canli hiicre sayist hesaplanmak i¢in bu formula kullanildi:
Canl hiicre sayis1 (hiicre/ml) = Ortalama hiicre sayis1 x 2 X 10°
Ortalama hiicre sayist: Birkac defa 1 mm? ’lik alandaki 16 kare sayildiktan sonra,
toplam hiicre sayisinin kez sayisina boliinmesiyle elde edilidi.
10 Her 1 mm? alan hacim olarak 0.1 mm®e, bu da 10° ml’ye esit oldugu igin,
ml’deki hiicre sayisini bulmak i¢in 10° ile ¢arpilimustir.
2: Seyreltme faktorl, cinki biz aldigimiz 6rnek hacmine esit miktarda tripan mavisi

konuldugu i¢in 2 kat seyreltik.

Sekil (44): Thoma laminin mikroskop gorintusu

Her plakada 96 oyuk vardir ve her oyuk 100 pl hacim eklendi. Her ilag igin 3 plaka hazirlandi
ve hazirlanan pakalar1 37°C sicakliginda ve %5 CO; kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler

blyudukten sonra kullanilan ilaglart sitotoksisite saptanma deneyleri baslandi.
3.8. Sitotoksisite deneyleri:
3.8.1. Dozlama sureci:

Aragtirmanin ilk asamasinda; TiO,, PEG-TiO,, PEG-TiO,-DOX ve DOX hazirlanan ilaglari
HelLa insan servikal kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivitelerinin incelenmesi planlandi.
Bu amagla hazirlanan 96’lik plakalar1 belirli yogunluktaki hiicreler olduktan sonra
inkiibatorden tek tek ¢ikarildi. Yukarida belirtilen ilaglar (0.5, 1, 1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50)
pg/ml konsantrasyonlarda hiicrelere 1pL hacimde uygulandi. Hicreler Uzerine bu ilaglar
uygulandiktan sonra 24, 48, 72 saat (her ilag icin) 37°C ve %5 CO; inkiibatorde birakildi.
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3.8.2. MTT testi:

TiO,, PEG-TIiO,, PEG-TiO,-DOX ve DOX’un HeLa insan servikal kanser hiicre hatt1 Uzerine
anti-kanser aktiviteleri  (3-(4,5-dimetil tiazol2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT)
kullanilarak belirlendi. Bu siireler sonunda MTT 6l¢iimii yapildi. 96’lik plakalarda her bir
oyuga 10 ul MTT (5 mg/ mL) belirteci eklendi ve 2 saat siire ile 37°C’de %5 CO, iceren
ortamda inkilbe edildi. 2 saat siire dolduktan sonra plakalar tek tek inkiibatorden gikarildi,
besiyeri ve MTT aspire edildi. Her oyugun tizerine 100 ul DMSO eklenerek 15 dk boyunca
oda sicakliginda karistirict iizerinde inkiibe edildi. MikroBlakalar okuyucu tzerinden A= 570
nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Her bir drnek igin bu 6lgimler 3 tekrarda
yapildi. Elde edilen sonuglar excel programinda kayit edildi. Daha sonra, ICsy degerleri
(inhibe edici konsantrasyon; hiicre bliylimesinin  %50' sini inhibe eden bir bilesik

konsantrasyonu) hesaplandi ve islemden gegirilmeyen kontrol grubuyla karsilastirildi.

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir] deneyi, mitokondriyal
fonksiyonu aragtirmak i¢in kullanilir. Sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesi igin en sik
kullanilan yontemlerden birisi olan MTT, suda ¢6ziinen bir tetrazolyum tuzu olup ¢ozeltisi
sarimtirak renklidir. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince parcalanmasi sonucu
MTT, c¢oziinmeyen mor renkli formazana doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin
mitokondrileri araciligi ile gergeklesmektedir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik
aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden dolayr bu yontem
sadece canli hiicreleri belirlemektedir. Olusan bu formazan dimetil siilfoksit, izopropanol
veya bagka bir ¢6ziicii yardimi ile ¢oziiniir hale getirilir ve olusan renk spektrofotometrik

olarak okunup miktar tayini yapilir.
3.9. Hucrelerden RNA izolasyonu:
3.9.1. 6’lik plakalar1 hazirlamasi:

ICs0 hesaplandiktan sonra 6’lik plakalar hazirlandi. 96°lik plakalar hazirlik asamalar izlendi.
6’lik plakalarda her oyukta 1.6 ml hiicre stispansiyondan eklendi ve 37°C sicakliginda, %5
CO; kosullarda inkiibatérde hiicreler biiyiine kadar inkiibe edildi. Hucrele biyudiikten sonra
6’lik plakalarda her oyuk i¢in TiOz, PEG-TiO;, PEG-TiO,-DOX ve DOX’un 1Cso dozlarindan

16 wl tizerine eklendi ve 48 saat inkiibe edildi.
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3.9.2. RNA izolasyounu:

v’ 48 saat sliresi dolduktan sonra 6’lik plakalar inkiibatérden ¢ikarild: ve tist fazi ¢ekildi.

v' RNA Izolasyounu, Qiagen firmasindan gelen mini izolasyon kiti kullanilarak
protokolii dogrultusunda yapildi. ilk olarak RLT tamponu hazirland: (her 1ml iizerine
10 ul B-merkaptoetanol eklendi). Her oyukta hazirlanan RLT tampondan 600 pl
ekleyerek homejenizasyon islemi ile hiicreler lizat haline getirildi.

v' Lizat izerine %70’ lik etanolden bir hacim eklendi ve pipet yardimiyla iyice
karigtirildi.

v" Ornekten 700 pl alind1 2 ml toplama tiipii igerisinde bulunan RNeasy mini spin kolona
dikkatli bir sekilde aktarildi ve kapagini kapatildi. Sonra 8000xg” de 15 saniye kadar
santrifiij edildi ve alt kisminda siipernatant atild1.

v RNeasy mini spin kolona 700 pul RW1 tamponu eklendi ve 8000xg’ de 15 saniye kadar
santrifiij edildi ve alt kisminda bulunan siv1 atildi.

v" RNeasy mini spin kolona 500 ul RPE tamponu eklendi ve 8000xg’ de 15 saniye
santrifiij edildi ve alt kisminda bulunan siv1 atildi.

v Yine RNeasy mini spin kolona 500 pl RPE tamponu eklendi ve 8000xg’ de 2 dakika
santrifiij edildi. Istege bagl olarak RNeasy mini spin kolon 2 ml’ lik yeni bir tiipe
alindi. Membran1 kurutmak i¢in 1 dakika tekrar santrifiij yapildi (bu adim 3 kez
tekrarlandi).

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

v Elde edilen RNA’ lar, nanodrop cihazi (Green Bioresearch, USA) ile kantitatif olarak
olgiildii. RNA’ lar hemen cDNA sentezi icin kullanildi.

3.10. cDNA Sentezi protokoli:

cDNA sentezi i¢in Qiagen firmasindan gelen RT? First Strand cDNA Sentez Kiti (Qiagen,
kat. no: 330404) kullanildi.
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Tablo 1. Genomik DNA eliminasyon karigimi.

Madde Hacim
RNA (25ng — Spg) 2wl
GE tampon 2 ul
Nikleaz free water 6 ul
Toplam hacmi 10 ul

1)
2)

3)

4)

RT? First Strand cDNA sentez kiti ¢oziindiikten sonra 15 saniye santrifiij edildi.
Tablo 1’e gore RNA o6rneklerinden her birini igin genomik DNA eliminasyon
karigimi hazirlandi.

Genomik DNA eliminasyon karigimi 42°C sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi,
sonra hemen buz banyosu icinde 1 dakika bekletildi.

Reverse transkriptaz karisimi Tablo 2’ye gore hazirlandi.

Tablo 2. Reverse Transkriptaz karisimi.

5)

6)

7)

8)

Madde 1 Reaksiyon 6 Reaksiyon 24 Reaksiyon
Kkarisim karisim karisim

5xBC3 Tampon 4 ul 24 ul 96 ul

P2 Kontrol 1ul 6 ul 24 ul

RE3 Reverse 2l 12 ul 48 nl
Transkriptaz

Nikleaz free su 3ul 18 ul 72 ul

Toplam hacmi 10 pl 60 pl 240 ul

10 pl genomik DNA eliminasyon karigimi igeren her tupe 10 pl reverse
transkriptaz karisimi eklendi. Elde edilen karisim pipet yardimiyla dikkatli bir
sekilde alt {ist edilerek karistirildi.

PCR ile reverse transkripsyon protokolii: 15 dakika 42°C’de ilk inkiibasyonu, 5
dakika 95°C’de ikinci inkiibasyondan sonra reaksiyon hemen durduruldu.

Her bir reaksiyon tipune 91 pl RNase-free su eklendi. Bir kag saniye pipetle alt Ust
edilerek 6rnekler karigtirildi.

Reaksiyon tiipleri buz iizerine yerlestirildi ve RT-PCR analiz hazirliklar1 yapildi.
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3.11. Gercek zamanh PCR (RT-PCR):

RT? SYBR Green qPCR Mastermix kiti kullanilarak RT-PCR analizi yapildi. Mastermix
tiplerinde muhtemelen c¢okelti olusabilecek bu nedenle 42°C’de 1 dakika bekletilip
vortekslendi. Calismada, 25 pl gqPCR karisimi 1 pl diliie cDNA igerecek sekilde hazirlandi.
Calismada housekeeping gen (GAPDH), kontrol ve calisma grubu arasindaki ekspresyon
diizeyi farkliliklarimi belirlemek amaciyla i¢ kontrol olarak kullanildi. Tablo 3’te bulunan
hacimlere gore 1 PCR tiipiinde karisimi hazirlandi. Tabloda ayarlanan hacimleri bir reaksiyon

icin gerceklestirildi.

Tablo 3. RT-PCR kosullari.

Madde Hacim
RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 ul
cDNA 1wl
RT2 gPCR primer 1w
RNase free su 10,5 ul
Total 25 pl

PCR tiiplere baglangigta cDNA’lar1 birer pl eklendi. Diger maddelerinden steril epindrofta bir
karisik hazirlandi. Real Time-PCR reaksiyonu Rototor Gene 6000 marka cihazda Tablo 4’de

verilen dongii program1 uygulanilarak gergeklestirildi.

Tablo 4. Dongii kosullari.

Dongl Zaman Sicakhik Aciklama
1 10 dakika 95°C HotStart DNA polimerazin
40 15 saniye 95°C aktivasyonu.
40 1 dakika 60°C Her donglnlin uzama

basamaginda her bir 6rnek i¢in
SYBR Green floresans
belirlenmesi ve kaydedilmesi.
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3.12. Primerler:

SYBR Green, gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla kullanilan, ¢ift zincirli DNA’ ya
baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR Urlnlne
baglanmasi iirlin miktar1 ile orantili olarak floresans agiga ¢ikmasini saglar. SYBR Green
teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en 6nemli asamadir. Bu
teknigin basariyla uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece 0zgiill cDNA’ya
baglanmasi, primer-dimer veya 6zgiil olmayan amplifikasyon iiriinii olusturmamasi gereklidir.

Calismamizda kullanilan primerler Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. RT-PCR yonteminde kullanilan genlerin listesi.

Primer Katalog Numarasi Firma
GPX1 QT00203392 Qiagen
PRDX1 QT00036785 Qiagen
CAT QT00079674 Qiagen
SOD1 QT01008651 Qiagen
CSNK1A1 QT00999138 Qiagen
CTNNB1 QTO00077882 Qiagen
CCND1 QT00495285 Qiagen
NF«kB1 QT00063791 Qiagen
TOP2A QT00037632 Qiagen
BAX QT00031192 Qiagen
NQO1 QT00050281 Qiagen
ABCB1(MDR) QT00081928 Qiagen
GAPDH PPHO0150F Qiagen

4. istatistiksel analizi:

Sitotoksisite caligmasi i¢in; tiim deneyler ii¢ kopya halinde gerceklestirildi ve sonuglar
ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Veriler, tek yonlii varyans analizi kullanilarak
analiz edildi. ICsg, istatistiksel yazilim GraphPad Prism7 (GraphPad Yazilimi, San Diego,
CA, ABD) tarafindan belirlendi. Gen ekspresyon deneylerine ait tim RT-PCR analiz
sonuclari, Rotor-gene 6000 Series Software Version 1.7 yazilimi ile kantite edildi. Verilerin

AACT metodu ile istatistiksel analizi “RT? profiler RT-PCR Array Data Analysis version 3.5”
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(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) yazilimi kullanilarak

gergeklestirildi.
5. HeL a hiicre hattinda baz1 6nemli bilesekleri tayini:

Calismamizda hicreler icin 6nemli olan baz1 bilesikleri tayin edildi. Bu islem gergeklestigi
icin yukarida belirttigimiz gibi 6’lik plakalar1 hazirlandi, her kullanilan ilag ICso uygulandi, 48
saat inkiibatorde inkibe edildi, ve inklbasyon siresi bitirdikten sonra 6’lik plakada her ilaca
ait oyugundan st faz1 ¢ekildi. Yukarida hazirlandigi RLT tamponundan 350 pl her oyuga
eklendi ve pipet ucu yardimiyla karistirtldi. Toplam hacmi ependrof tiipe aktarildi ve -80°C

saklandi.
5.1. Inorganik fosfat tayini:
5 M H»S0O, 100 ml hazirlanda.

%7.5 Na-Molibdat 10 ml + 5M H,SO, 10 mL: %7.5 Na-Molibdat hazirlamakigin 7.5gr
tartilarak distile su ile 100 ml’e tamamlandi. Hazirlanan solusyonundan 10 ml alind1 ve

Uzerine 5M H»SO,’ten 10 ml eklendi.
%1°1lik 10 ml Askorbik asit: Askorbik asitten 0.1 g tartilarak distile su ile 10 ml tamamlanda.

1 mg/ml KHPO,4 + 1 ml 5 M H,SO4: 1 mg/mL KHPO, ’ten 0.4393¢ tartilarak bir miktar suda
¢0z0uldl ve tizerine SM’lik H,SO4’ten 1 ml eklendi. Ardindan ¢ozelti distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi (stok standart ¢ozeltis).
Triklorik asit (TCA) %30: 6g tartilarak 20 ml’e kadar saf su ile tamamlanda.

Stok standart ¢ozeltisinden (0.0125, 0.0250, 0.05, 0.075, 0.1, 0.15, 0.2, 0.250, 0.3) mg/ml
derisimleri standart egrisi hazirlandi. Standart ¢ozeltileri tablo 6’ya gore c¢Ozeltileri

hazirlanda.

Tablo 6. Pi tayin etmesi igin kullanilan ¢ozeltileri hazirlamasi.

Madde Numune Standart Kor
Standart - 100 pl -
Hcre 100 pl - -
Su - . 100 pl
TCA 200 pl 200 pl 200 pl
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Reaksiyon tiiplrinde olusan ¢okelegi santrifiij edilerek {istelik siipernatant kismindan 50 pl

alind1 ve tablo 7’ye gore spektrofotometre kiivetleri hazirlandi.

Tablo 7. Deney tablosu.

Madde Numune Kor Standart
Su 150 pl 450 pl 150 pl
Numune 300 pl - -
Na- Molibdat 300 pl 300 pl 300 pl
Askorbik asit 300 pl 300 pl 300 pl
Standart - - 300 pl

Spektrofotometre tzerinden 412 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.
5.2. GSH Tayini:
5.2.1. Cozeltiler hazirlamasz:

1. 0.1 M (pH=8) Sodyum Fosfat + 5 mM EDTA: 200 mL icin 0.165 g NaH,PO,, 3.371 ¢
Na,HPO,, 0.372 g EDTA tartilarak distile su ile hazirlandi.

2. 5 mM DTNB 5,5 dithiobis (2-nitrobenzoik asit): 25 mL igin 0.0049 g DTNB tartilarak

distile su ile hazirland1 ve 1sitilarak ¢6ziinmesi saglandi. *Fresh hazirlandi.
3. %5’lik TCA: 200 mL i¢in 10 g TCA tartilarak distile su ile hazirlanir.

4. 100 mg/dL GSH: 10 mL i¢in 10 mg GSH tartilarak distile su ile hazirlanir. *Fresh

hazirlandi.

5.2.2. Deneyin Yapihisi:

Siipernatant Hazirlandi:

1. 100 pl 6rnek alinir ve tizerine 400 pl %35°lik TCA eklendi.
2. 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

3. 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
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4. 0.1 ml siipernatant alind1 ve tablo 8’e gore kiivetler hazirland1 ve ¢alkalanip 3 dk sonunda

spektrofotometre ile 412 nm dalga boyunda absorbans dl¢iimii yapildi.

Tablo 8. GSH tayini deney tablosu.

Madde Kor Ornek Standart
SlUpernatant - 200 pl -
Tampon 2000 pl 2000 pl 2000 pul
DTNB 250 pl 250 pl 250 pl
Su 200 pl - -
Std. GSH - - 200 pl
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6. BULGULAR:

6.1. PEG-TiO; ve PEG-TiO,-DOX’in nanoparc¢aciklarinin Sentezi ve Karakterizasyon

Analizi:

Sentez ¢alismalarinda ilk olarak TiO, nanopar¢aciklari elde edildi, daha sonra kararliliklarini
arttirmak i¢in TiO, NP'leri PEG ile modifiye edildi. PEG-TiO,-DOX nanotasiyic1 temelli
ilaglart sentezlemek amaciyla PEG-TiO, NP'lerine DOX eklendi. DOX'un PEG-TIiO,
NP'lerine bagartyla yiiklenip yiiklenmedigini belirlemek i¢in UV spektrum analizi yapildi.
DOX'un karakteristik pik degeri 488 nm'de bulundu. Sekil 45’e gore 488 nm'de bulunan pik
DOX, PEG-TiO, yiuzeyine adsorbe edilmis gosterdi.

488 nm (DOX)
A

0.8 Ti02-PEG
- .
2 06 TiO2-PEG-DOX
£
2
204

0,2

o 4 . - :
200 300 400 500 600 700 800

Dalga boyu [nm]

Sekil (45): PEG-TIO, ve PEG-TiO,-DOX nanopargaciklarinin spektrofotometre analizinde
bolge absorbsiyon grafigi.

6.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar::

Servikal kanser HeLa hiicre hattina uygulanan PEG-TiO2-DOX, PEG-TiO,, TiO, ve DOX’in
sitotoksik dozu MTT testi ile belirlendi (Sekil 46).
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Sekil (46): Hela insan servikal kanser hiicre hiicre hattinda PEG-TiO,-DOX, PEG-TIO,,

TiO, ve DOX’in ICsq dozlarinin belirlenmesi.
6.3. PEG-TiO; Nanotasiyici temelli DOX ilacinin Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi:

Insan servikal kanser hiicre hatt1 (HeLa) tizerine PEG-TiO,-DOX, DOX, PEG-TiO,, TiO, nin
0,5-50 pg/ml araligindaki sekiz farkli derisimleri uygulandi. Her ilag 24, 48, 72 saat
inkubatorde inkube edildi ve sure sonunda canli kalan hiicre sayist MTT testi ile analiz edildi.
Analizin sonuglari bos kontrol grubuna dahil olan hiicreler ile kiyaslama yapilarak elde edildi.
Elde edilen bulgulara gore; insan servikal kanser hiicre hatt1 (HeLa) Uzerinde uygulanan PEG-
TiO,-DOX, DOX, PEG-TiO; ve TiOz’nin sitotoksik aktivitesi degerlendirildi. Sonugclara
degerlendiginde PEG-TiO,-DOX, DOX, PEG-TIiO; ve TiO,’nin HeLa hiicre hatt1 Uzerindeki
sitotoksisitesinin kontrol grubundaki hiicrelere karsilastiginda en aktif 72 saat inkiibasyondan
gelen sonuglar1 saptandi. Nanotasiyici sisteme bagli olan PEG-TiO,-DOX, sitotoksik
aktivitesinin 24, 48, 72 saatte DOX ilacina gore az oldugunu gozlendi. DOX’in nanotasiyict
sisteme baglatilip sitotoksitesini azalmig ve bdylece yan etkilrerini azaltabilir, ayrica saglikli
hiicrelere etki vermeden kanserli hiicrelere net seklinde yonlendirebilmektedir. Ayrica PEG-
TiOy’in digerlerine kiyasla en diisiik sitotoksik aktiviye sahip oldugu belirlendi. Diger
tarafindan TiO, nanopargaciklarinin hiicreler tzerindeki toksik etkisinin PEG-TiO,’ye karsi

yiiksek oldugu degerlendirildi.
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Sekil (47): Hela hiicre hattinda 24 saat, 48 saat ve 72 saat 0,5-50 pg/ml doz araliklarinda
PEG-TiO,-DOX, PEG-TIiO,, TiO, ve DOX’un uygulamasinin hiicre canliligina etkisi.

Tablo 9. PEG-TiO,- DOX, PEG-TiO,, TiO, ve DOX ilaglarinin 24 saat, 48 saat ve 72 saat

sonrast HeLa insan servikal kanser hiicre hatti tizerindeki ICsq degerleri.

1Cs0 (ng/ml+SD)
24 saat 48 saat 72 saat
PEG-TiO,- DOX 12.823+0.423 9.646+0.357 6.467+0.135
DOX 7.638+0.540 4.883+0.196 2.428+0.137
PEG-TIiO; 80.792+1.192 70.37+1.378 47.635+1.179
TiO, 7.835%0.562 4.753+0.267 2.105+0.118
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6.4. Gercek zamanh PCR (RT-PCR) Verilerinin Istatistiksel Analizi:

6’lik plakalarda biiyiitiilen HeLa insan servikal kanser hiicre hatti tizerine uygulanan TiO,,
PEG-TiO,, DOX, PEG-TiO,-DOX ilaglarin ve kontrol kontrol grubu 48 saat inkiibasyondan
sonra RNA izole edildi. Sonraki asamasinda izole edilen RNA o6rneklerinden cDNA’lar1
sentezini gergeklestirildi. Sentezlenen CDNA’lar1 kullanilarak oksidatif stres, Wnt sinyelleme
yolagi, hiicre 6liimii ve ilag metabolizmasi gruplarindan belirtilen genlerinin (GPX1, SOD1,
CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1 ve ABCB1)
ekspresyon dizeyleri RT-PCR yontemi kullanilarak analizi yapildi. Bu c¢alismada
housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. GAPDH ile GPX1, SOD1, CAT, PRDX1,
CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1 ve ABCB1 hedef genlerinin
ekspresyon duzeyleri normalize edildi. GAPDH igin RT-PCR kontrol gruplarina ait Ct

degerleri agagida verildi.

Colour | Name Type Ct Ct Comment Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)

5 Su Kontrol-HeLa-GAPDH  |Unknown |28.49

6 | ] |BosKontrol-HeLa-GAPDH |Unknown [26.17

HeLa insan servikal kanser hiicre hattindan elde edilen bos kontrol, TiO,, PEG-TiO,, DOX,
PEG-TiO,-DOX uygulandiktan sonra RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA
orneklerinden sentezlenen cDNA 0&rneklerinde GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1AL,
CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1, ABCB1 genlerinin ekspresyon dizeyleri
RT-PCR yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Analiz gruplar1 asagidaki tabloda
siiflandirild: (Tablo 11).

Tablo 10. Calismada kullanilan genlerininin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde

gruplarin siniflandirilmasi.

Kontrol (ilag yok) Kontrol Grup
TiO, Grup 1
PEG-TIO; Grup 2
DOX Grup 3
PEG-TiO,-DOX Grup 4
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6.4.1. Glutatyon Peroksidaz 1 (GPX1) geni ekspresyon dizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar {izerinde uygulandi, 48 saat inklibasyon
siresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak GPX1 geni
ekspresyon dizeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. GPX1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore grup 1°de 2.16 kat azalma, grup 2’de 2.51, grup 3’te
10.13 ve grup 4’te 36.00 kat artis izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goraldi (*p<0.0001).

Kat Degigimi

W Grx1

s GAPDH

30
25
20

15

10
5 l
0 — |

Control Group Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Bos Kontrol Ti0z PEG-TiOz2 DOX PEG-TiO2-DOX

Sekil (48): GPX1 genin ekspresyon duzeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
6.4.2. Superoksit Dismutaz 1 (SOD1) geni ekspresyon dizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO2-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar tizerine uygulandi, 48 saat inkibasyon
siresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA ornekleri kullanilarak SOD1 geni
ekspresyon dizeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. SOD1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore grup 1°de 3.58 ve grup 2°de 4.03, grup 3’te 17.27 ve
grup 4’te 7.89 kat artis izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goruldi
(*p<0.0001).
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Kat Degisimi
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Sekil (49): SOD1 genin ekspresyon duzeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
6.4.3. Katalaz (CAT) geni ekspresyon dizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO2-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar iizerinde uygulandi, 48 saat inkiibasyon
siresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA ornekleri kullanilarak CAT geni
ekspresyon diizeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. CAT geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1’de 1.86,
grup 2’de 1.58, grup 3’te 9.32 ve grup 4’te 5.28 kat artig1 izlendi. Farklihigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Sekil (50): CAT genlerinin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.



6.4.4. Peroksiredoksin 1 (PRDX1) geni ekspresyon dizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar {izerinde uygulandi, 48 saat inklibasyon
stiresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak PRDX1 geni
ekspresyon duzeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. PRDX1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1’de 1.16 kat
azalma, grup 2’de 6.45, grup 3’te 4.44 ve grup 4’te 12.55 kat artis izlendi. Farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).
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Sekil (51): PRDX1 genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
6.4.5. Kazein Kinaz 1 Alfa 1 (CSNK1AL1) geni ekspresyon dizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO2-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar iizerinde uygulandi, 48 saat inkiibasyon
stresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA o6rnekleri kullanilarak CSNK1A1
geni ekspresyon duzeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. CSNK1A1
geni ekspresyon duzeyleri, HeLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1’de 5.35,
grup 2°de 3.36, grup 3’de 19.56 ve grup 4’te 5.70 kat artis1 izlendi. Farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Sekil (52): CSNK1ALl genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmast.
6.4.6. Katenin beta 1 (CTNNB1) geni ekspresyon diizeyi:

HeLa insan servikal kanser hiicre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in ICsg
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar lizerinde uygulandi, 48 saat inklibasyon
stresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak CTNNB1
geni ekspresyon duzeyleri qPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. CTNNB1
geni ekspresyon duzeyleri, HeLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1’de 1.32,
grup 2’de 3.12 ve grup 3’te 1.21 kat azalma, grup 4’te ise 1.19 kat artis izlendi. Farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Sekil (53): CTNNBL1 genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.



6.4.7. Siklin D1 (CCND1) geni ekspresyon diizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar {izerinde uygulandi, 48 saat inklibasyon
stiresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak CCND1 geni
ekspresyon duzeyleri qPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. CCND1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 2’de 2.36 kat
azalma, grup 1’de 3.03, grup 3’te 32.90 ve grup 4’te 48.17 artis izlendi. Farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).
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Sekil (54): CCND1 genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
6.4.8. NUkleer Faktor Kappa B1 (NFxB1) geni ekspresyon dizeyi:

HeLa insan servikal kanser hucre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO2-DOX’in 1Cs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar iizerinde uygulandi, 48 saat inkiibasyon
stresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak NFxB1 geni
ekspresyon diizeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. NFxB1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 2’de 5.50 kat
azalma, grup 1’de 2.00, grup 3’te 3.29 grup 4’te ise 9.45 artis izlendi. Farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Kat Degisimi
W NFKB1
B GAPDH

Control Group Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
Bos Kontrol TiO2 PEG-TiOz DOX PEG-TiO2-DOX

Sekil (55): NFxB1 genin cekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmast.
6.4.9. DNA Topoisomerase 11 Alpha (TOP2A) geni ekspresyon duzeyi:

HelLa insan servikal kanser hiicre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in 1Csg
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar lizerinde uygulandi, 48 saat inklibasyon
sliresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak TOP2A geni
ekspresyon duzeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. TOP2A geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1’de 2.51,
grup 2’de 4.81, grup 3’te 5.88 ve grup 4’te 3.67 artis izlendi. Farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).
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Sekil (56): TOP2A genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilagtirilmast.



6.4.10. BCL2 iligkili X (BAX) geni ekspresyon diizeyi:

HeLa insan servikal kanser hicre hattina TiO2, PEG-TiO,, DOX ve PEG-TiO,-DOX’in ICs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar {izerinde uygulandi, 48 saat inkiibasyon
siresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA ornekleri kullanilarak BAX geni
ekspresyon diizeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. BAX geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1°de 3.05,
grup 2°de 31.78, grup 3’te 32.00 ve grup 4’te 49.87 kat artis izlendi. Farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (*p<0.0001).
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Sekil (57): BAX genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
6.4.11. NAD(P)H Kinon Dehydrojenaz 1 (NQO1) geni ekspresyon duizeyi:

HeLa insan servikal kanser hicre hattina TiO2, PEG-TiO,, DOX ve PEG-TiO,-DOX’in ICs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar {izerinde uygulandi, 48 saat inkiibasyon
siiresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA &rnekleri kullanilarak NQO1 geni
ekspresyon dizeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. NQO1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna goére diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 1’de 3.36,
grup 2’de 2.53, grup 3’te 10.48 ve grup 4’te 5.21 kat artis izlendi. Farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Kat Degigimi
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Sekil (58): NQOL1 genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.

6.4.12. ATP baglayict kaseti alt ailesi B iiye 1 (ABCBL1) veya coklu ilag direncini (MDR1)

geni ekspresyon duzeyi:

HeLa insan servikal kanser hiicre hattina TiO,, PEG-TiO,, DOX ve PEG-TiO,-DOX’in ICs
dozlar1 hesapladiktan sonra hazirlanan 6’lik plakalar lizerinde uygulandi, 48 saat inkiibasyon
stiresinden sonra izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA &rnekleri kullanilarak ABCB1 geni
ekspresyon duzeyleri gPCR ile delta delta ct metodu kullanarak analiz edildi. ABCB1 geni
ekspresyon duzeyleri, HelLa insan servikal kanser hiicre hattinda gruplar yoniinden
incelendiginde kontrol grubuna gore diger gruplarin ekspresyon diizeyinde grup 2°de 2.91 kat
azalma, grup 1°de 3.05, grup 3’te 5.31 ve grup 4’te 3.34 kat artis izlendi. Farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (*p<0.0001).
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Sekil (59): ABCBL genin ekspresyon diizeylerinin farkli gruplarda kontrol grubu ile

karsilagtirilmast.



GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1 ve

ABCB1 gen ekspresyon diizeyleri, konrol grubu ve diger gruplar arasinda kiyaslandiginda

tablo 11°de belirlrnmistir.

Tablo 11. Calismada belirtilen genlerin kontrol grubuna gore kat dizenlemesi degerleri.

Gen Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
GPX1 -2.19 251 10.13 36.00
SOD1 3.58 4.03 17.27 7.89
CAT 1.68 1.58 9.32 5.28

PRDX1 -1.16 6.45 4.44 12.55
CSNK1Al 5.35 3.36 19.56 5.70
CTNNB1 -1.32 -3.12 -1.21 1.19

CCND1 3.03 -2.36 32.90 48.17

NFKB1 2.00 -5.50 3.29 9.45

TOP2A 2.51 4.81 5.88 3.67

BAX 3.05 31.78 32.00 49.87
NQO1 3.36 2.53 10.48 5.21

ABCB1 3.05 -2.91 oo 3.34

GAPDH 1.00 1.00 1.00 1.00

Sonug olarak grup 1 etkisiyle GPX1, PRDX1 ve CTNNBL1 genleri haric¢ tim gen ekspresyonu
artmistir. Grup 2 etkisiyle CTNNB1, CCND1, NFKB1 ve ABCB1 genlerin ekspresyon diizeyi
azalirken, tim diger genlerin ekspresyon diizeyleri artmistir. Diger taraftan grup 3 etkisiyle
CTNNBL1 genin ekspresyon diizeyi azalirken diger genlerin ekspresyon diizeyleri artmustir.
Grup 4 etkisi incelediginde tiim genlerin ekspresyon diizeyleri artmistir. GPX1, SOD1, CAT,
PRDX1, CSNK1Al, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A, BAX, NQO1 ve ABCB1 gen
ekspresyon duzeyleri HelLa servikal kanser hiicre hattinda tum gruplar yoninden
incelediginde istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edildi (Sekil 60). Tim gen ve gruplara

ait Ct degerleri tablo 12’de verilmistir.
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Sekil (60): GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A,
BAX, NQO1, ABCB1 ve GAPDH genlerinin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmast.

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

Ortalama Ct Degerleri
Numuneler
Bos kontrol TiO, PEG-TiO, DOX PEG-TiO,-DOX

GPX1 2754 30.28 24,67 26,61 24.11
SOD1 33.78 3355 30.23 32.08 32.54
CAT 30.62 31.48 28.42 29.81 29.96
PRDX1 30.83 32.65 26.6 31.09 28.92
CSNKIAL 31.85 31.04 2856 20.97 31.08
CTNNB1 2837 3038 2847 31.05 29.86
CCNDL 3418 3419 33.88 3155 3033
NFKB1 31.93 3254 32.85 32.62 3043
TOP2A 31.93 32.21 28.12 31.78 31.79
BAX i 28.47 3241 31.10
NQO1 31.19 31.05 2831 3021 3055
ABCB1 : : : : :

GAPDH 2617 2778 2463 2858 2701
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6.5. Inorganik fosfat tayini bulgular:

Baslangicta standard ¢ozeltiden standart egrisi ¢izmek i¢in farkli derisimlerde ¢ozeltiler tablo

13’e gore hazirlandi:

Tablo 13. Inorganik fosfat Pi standart egrisi

Konsantrasyon(mg/ml) Absorbans
0.0125 0027
0.025 0.075
0.05 0.169
0.075 0.216
0.1 0.295
0.15 0.364
0.2 0.437
0.25 0.469
0.3 0.478
w= 15788z +0.0772
Absorbans . Bz = (0104
06
05 /*;7...45”;#
04 ///;'://
03 /
0.2
01 /
l:] T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 02 035 03 035

Konsantrasyon (mg/'ml)
Sekil (61): Pi standart egrisi.

Standart egri denkleminin sekil 61°de kullanildiginda HeLa hiicre hatti {izerine uygulanan
TiO,, PEG-TIO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in iag¢larindan 1Csg dozlar1 ve kontrol grubunu
etkisiyle elde edilen absorbans degerlerinden Pi konsantrasyonlarini hesaplandi ve tablo 14’te

belirlendi:
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Tablo 14. HeLa hiicre hatt1 iizerine uygulanan ilaglarindan 1Csy dozlar etkisi ile ve kontrole

ait Pi konsantarasyonlari.

Ila¢ grubu (Ornekler) Absorbans Konsantrasyon
(ng/ml)
TiO, 0.369 46.21
PEG-TIO; 0.444 58.08
DOX 0.451 59.21
PEG-TiO,-DOX 0.439 57.31
Kontrol (ilag yok) 0471 62.36

Inorganik fosfat (Pi) canli organizmalar igin gerekli bir besindir. Enerji metabolizmasi, kinaz /
fosfataz sinyallesmesinin, lipitlerin, karbonhidratlarin ve niikleik asitlerin olusumunda ve
islevinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda bir¢ok hiicre tipinde sinyal iletim yollarini,
gen ekspresyonunu ve protein bollugunu degistirerek 6nemli bir sinyal molekili olarak
ortaya ¢cikmaktadir.

Pi hiicreler biiylimesinde O6nemli rol oynamaktadir. Konsantrasyon degerlerine bakarsak
ilaclarindan ICsq dozlar {izerine uygulanan HeLa hiicre hattinda Pi konsantrasyonlar1 kontrol
grubuna gore (ilag yok) azalis1 gézlendi, ¢ilinkii uygulanan ilaglarin etkisi ile HeLa hiicreleri

proleferasyonu azaldi (Sekil 62).

Konsantrasyon (ug/ml)
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Sekil (62): HeLa hiicre hatti iizerine uygulanan ilaglarindan ICsy dozlari etkisiyle kontole

kars1 Pi konsantrasyonlari.
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6.6. GSH tayini bulgular:

Baslangigta standard ¢ozeltiden standart egrisi ¢izmek i¢in farkli derisimlerde ¢ozeltiler tablo

15’e gore hazirlandi:

Tablo 15. GSH standart egrisi.

Konsantrasyon (ug/ml) Absorbans
0.5 0.066
1 0.088
2 0.126
3 0.165
4 0.203
5 0.240
10 0.443
15 0.630
20 0.816
25 1.030
50 1.600

v=00323x +0.0037
Absorbans B2 =(00R81%

1.8
16 *
1.4 =
12 =

1 "”"fi

0.8
os e
0.4
0.2 'y%

ﬂ T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasvon (ug/ml)

Sekil (63): GSH standart egrisi.

Standart egri denklemini kullanildiginda HeLa hiicre hatt1 iizerine uygulanan TiO;, PEG-
TiO,, DOX, ve PEG-TiO,-DOX’in iaglarindan 1Csq dozlar1 etkisiyle ve kontrol grubunu (ilag
yok) absorbans degerlerinden elde edilen GSH konsantrasyonlart hesaplandi ve tablo 16’da

belirlendi.
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Tablo 16. HeLa hiicre hatt1 iizerine uygulanan ilaglarindan 1Csy dozlar1 etkisi ile ve kontrole

ait GSH konsantarasyonlari.

Ila¢ grubu (Ornekler) Absorbans Konsantrasyon
(Hg/ml)
TiO, 0.607 15.89
PEG-TIO, 0.607 15.89
DOX 0.59 15.365
PEG-TiO,-DOX 0.592 15.427
Kontrol (ilag yok) 0.715 19.235

Konsantrasyon degerlerine bakarsak tizerine uygulanan ilaglar1 HeLa hiicre hattinda GSH
konsantrasyonlari kontrol grubuna gore (ilag¢ yok) azalis1 gozlendi, ¢iinkii HeLa hiicre hattinda

GSH antioksidan savunma i¢in kullanilir ve igerigi siirekli azaltilir (Sekil 64).

m Konsantrasyon (pg/ml)

25
20
15
10
5
0
Tio2 PEG-TiO2 PEG-TiO2- Kontrol
DOX

Sekil (64): HeLa hiicre hatti lizerine uygulanan ilaglarindan 1Csy dozlar etkisiyle kontrole

kars1 GSH konsantrasyonlari.
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7. TARTISMA:

Kanser giiniimiizde diinya ¢apinda yayilan en tehlikeli hastaliklardan biri olarak kabul
edilmektedir. Kanser, genetik ve g¢evresel kosullarin altinda anormal hicrelerin kontrolsiiz
bolinmesi, ¢ogalmasi1 ve vicuttaki uzak bolgelere metastaz yapma kapasitesi sahip ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Genellikle kanserlerin genetik hasaridir. Genetik olarak kanser, hicre
fonksiyonlarini, bdliinmeyi ve olgunlasmayr kontrol eden genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol agan genetik diizensizligi, buylimeyi
desteklenen onkogenlerin aktivasyonundan veya biyumeyi inhibe eden timor baskilayici
genlerin silinmesinden ya da inaktivasyonundan kaynaklanimaktadir (352). Kanser diinya
capinda bir katildir ve ABD'deki toplam oliimlerin yaklasik% 23'inden sorumludur, bu
nedenle kanser kalp hastaligindan sonra ikinci en yaygin 6liim nedenidir. Dinya genelinde
6liim nedenlerinin % 12,5’inin kanser kaynakli oldugu bilinmektedir (19). Bu nedenle kanser
insanliga ve toplumlara biiyiik sorun teskil etmektedir. Etyologik olarak, kansere neden olan
karsinogenez faktorleri dort ana grupta simiflandirilmistir. Kimyasal veya toksik bilesikler
(mesleki, cevresel ve terapotik igerir), enfektif (vilsler gibi), fiziksel (X-1s1mn1, gama 11n1) ve
immunsupresif (HIV, immunsipresif ilaglar) (352). Kanser hiicreleri kanserin temelini
olusturur. Kanser hiicreleri daha az tutunma ozellige sahip oldugu i¢in kanser kiitlesinden
ayirabilir ve kan dolasimina girerek viicutta diger bolgelere tasinmaktadir. Bu kanser
hucreleri, enzimler ve sitokinler dahil olmak Uzere patolojik 6zelliklere sahip oldugundan
etkisi ile giden bolgelerdeki bulunan dokularin degisikliklere yol agmaktadir. Kanser hicreleri
blylmesini devam etmek icin bagimsiz bir vaskiiler destek olusumu olan tim0&r anjiyogenez
faktorleri uretir. Uretilen anjiyogenez faktorleri etkisi ile kanser hiicrelere yeterli beslenme ve
oksijen ulastiginda ¢ogaltmasii siirdiiriir. BOylece, kanser hicreleri normal hicrelerden
histopatolojik anlamda farklilagma, proliferasyon, vaskdlarite, enflamasyon ve invazivlik gibi
cesitli farkliliklar icerir (353). 2008 yilinda kiiresel olarak 12.7 milyon yeni kanser vakasi ve
kanserden 6liim oraninin 7.6 milyon oldugu kaydedilmistir. 2013 yilinda ise 14.9 milyon yeni
vaka sayis1 ve yaklasik 8.2 milyon kanserden 6lim vakasi tesbit edilmistir. 2018 yilinda
diinyada kanser yeni vaka sayisi 18.1 milyona ve 9.6 milyon 6liime yiikseldigi bildirilmistir.
Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda diinya niifusunun artisina bagh
olarak 2040 yilinda kanser vaka sayisini 29.5 milyon olacagi tahmin edilmektedir (25). Diinya
capinda 5 erkekten biri ve 6 kadindan biri yasamlar1 boyunca kanser gelistirmektedir ve ayn1
zamanda 8 erkekten biri ve 11 kadindan biri bu hastaliktan 6lmektedir. Dunyada her iki

cinsiyette yapila istatistiksel verilerine gore kanser tiirlerinden en sik goriilen ve kanser
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Oliimlerinden ilk sirada gelen akciger kanseridir. Buna takiben meme kanseri, kolorektal
kanser ve prostat kanserinin yer aldiginda servikal kanser sekizinci sirada yer almaktadir.
Mortalitesine bagli olarak akciger kanserinden sonra gelen kolorektal, mide, karaciger ve

meme kanserlerinin yer almaktadir tablo 17 (25).

Tablo 17. GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya capinda her iki cinsiyette vaka ve dliim

oranlarina bagl sirada gelen kanser trleri.

Kanser tiir Vaka oram Kanser tiiri Oliim oram
Akciger % 11.6 Akciger % 18.4
Meme % 11.7 Kolorektal % 9.2
Kolorektal % 10.2 Mide % 8.2
Prostat % 7.1 Karaciger % 8.2
Mide % 5.7 Meme % 6.6
Karaciger % 4.7 Ozafagus % 5.3
Ozafagus % 3.2 Pankreas % 4.5
Servikal % 3.2 Prostat % 3.8

Cinsiyete bagl kanser insidansi verilerine gore karsilastirildiginda erkeklerde orani (%52.49)

kadinlardan oran1 (%47.51) yiiksek gériinmektedir.

Kadinlarda ise en sik teshis edilen ve oliimiine neden olan meme kanseridir, ve insidans
oranina gore kolorektal, akciger ve servikal kanser, mortalitesine bagl akciger, kolorektal ve

servikal kanserleri takip etmektedir tablo 18 (25).

Tablo 18. GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen vaka

ve 0lim oranlara baglh kanser tiirleri.

Kadinlar
Kanser tur Vaka oram Kanser tir Oliim oram
Meme % 24.2 Meme % 15.0
Kolorektal % 9.5 Akciger % 13.8
Akciger % 8.4 Kolorektal % 9.5
Servikal % 6.6 Servikal %75
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Kadinlarda servikal kanser hastalig1 diinyada en sik teshis edilen ve kanser 6liimiiniin nedeni
olan dorduncii sirada gelmektedir. Servikal kanserin az gelismis iilkelerde yasayan kadinlarin
15-44 yas arasi yaygin olarak goriinmektedir. 2018 yilina ait istatistiksel verileri sayesinde
diinya capinda 569847 yeni vaka sayisi tesbit edilmistir. Kiresel olarak, daha az gelismis ve
hastalig1 tedavi etmek igin ¢ok smirli kaynaklarla bolgelerinde, servikal kanseri yikindn
yaklasik % 85'i, 0te yandan 2018 yilinda diinyada 311365 servikal kanserden 6lim vakasi
bildirilmistir. Bu 6lim vakalarinin neredeyse % 87'si az gelismis iilkelerde gergeklesmistir.
Servikal kanserin diinyada kadinlarda en sik dordiincii sirada gelmisken, Ulkemizde iki
cinsiyette yasa gore 1.12% vaka orani ile on sekizinci sirada ve 1.1% 6lim oram ile on
yedinci sirada yer almaktadir. Serviks kanseri, 6liimciil jinekolojik neoplazi olup kadinlar
treme c¢aginda etkilemektedir (355). Servikal kanser olusumunda en Onemli risk
faktorlerinden olan human papillomavirus (HPV), fakat kendini yeterli olmayan nedenidir.
Biyolojik olarak insan immun yetmezlik virisii (HIV) ve klamidya enfeksiyonlar1 risk
faktorleridir. Diger risk faktorlerden uzun sureli oral kontraseptif tiiketimi, kot beslenme,
diisiik sosyoekonomik durum, sigara, yuksek kilo, ¢ok sayida ¢ocuk dogurma,erken yasta
cinsel iliski, partner sayisinin fazla olmasi ve ailesel dykudur (356). Etiyolojik olarak HPV
servikal kanserin olusumunda baslica gelir, ve 200 tiiriinden fazla var oldugunda HPV 16 ve
HPV 18 yaklasik % 70'i vakalarindan sorumludur. HPV enfeksiyona Kadmlarin cinsel yolla
bulasan hayatlarimin bir noktasinda sahip olacagi tahmin edilir, fakat sadece % 3-4'Unde
servikal kanseri gelisir, ¢linkii kadmlarin ¢ogunlugu kendilerinden enfeksiyonu
temizlemektedirler (357). HPV’nin, cinsel yolla bulasan en sik hastaliktir ve servikal
kanserlerinin ¢ogu %99.7 HPV ile iligkilidir. HPV enfeksiyonu % 65 oraninda cinsel temastan
etkisiyle gelismektedir. Kadinlarda, HPV ile enfekte olmayan servikste skuaméz hucreli
diisiik iken, enfekte olanlarda karsinom gelisme riski 250-400 kat yukselmektedir. Serviks
0zellikle skuamoz metaplazinin en aktif oldugu adolesan déonemde bu enfeksiyona agiktir.
Nitekim HPV prevalansinin en yiiksek oldugu yas grubu 20-24, daha sonra ise 15-19°dur.
Cogu kadin, 6zellikle de geng yastakiler etkin bir immiin yanit vererek ortalama 1-2 yil iginde
enfeksiyonu temizler veya viral yUki saptanamayacak diizeylere indirir. Boylece 30 yastan
sonra prevalans hizla azalir, bunda en 6nemli etken enfeksiyona yatkin olan transformasyon
zonunun yagla regrese olmasidir. Ama sigara igenlerde ve immiin yetmezligi olanlarda bu
enfeksiyon epitelde premalign ve preinvazif lezyonlara ilerleyebilir. Buna gore serviks
kanseri, hassas kisilerde yiiksek riskli HPV tiplerinin seksiiel yolla bulasan enfeksiyonuna
yanit olarak meydana gelir (358). HPV bazal hiicre tabakalarina yerlesir, cogalir ve gekirdek
icinde onun replikasyonu gergeklesir (43). Yiiksek riskli HPV enfeksiyonu olan kadinlarin
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HPV onkoproteinleri E6 ve E7'nin asir1 ekspresyonu etkisi ile kanserojen silreci baslar.
fonksiyonel olarak bir ubikuitin ligaz olan HPV oncroprotein E6 tarafindan tiimor baskilayici
protein p53'ln bozulur, ve sonug olarak hiicre dongiisii durmasi ve apoptoz kontrolinin
diizensizligine yol agamaktadir (359). Diger onkoprotein olan E7 hiicre dongiisii regiilatorde
rol oynayan retinoblastom proteini (pRP) ile komplexe ederek bozulmasina yol acar (360).
P53 ve pRb'nin degredasyonu, diizenlenmemis hiicresel proliferasyona yol acar, bu nedenle
HPV ile enfekte olan hiicreler displazi ad1 verilen prekanser6z bir duruma doniisiir. Premalign
asamalar, servikal intraepitelyal neoplaziler (CIN'ler) olarak adlandirildi, ve onkojenik sturecin
stirekliligini vurgulamak i¢in CIN 1 (hafif displazi), CIN 2 (orta derecede displazi) ve CIN 3
(siddetli displazi ve yerinde karsinom kombine) olarak kategorize edildi (355).

Servikal kanserin erken tanisi tedavisinde onemli rol oynar. Erken teshis servikal kanser
semptomlarini anlamak ve saptamak yardimci olur ve erken teshis edilmedigi durumlarda
mortalitesi ylksek olur. Servikal kanserinde erken tani ile hayat kurtaran pap smear ve HPV
DNA testleri biiyiik 6nem tasimaktadir. Tarama testleri uygulanirken servikal kanser erken
teshisi edilir ve 6nlenebilir. Korunmada primer olarak profilaktik asi uygulamasi yer alirken;
uygulanan tarama testleri ile HPV’yi erken donemde belirleyip, sebep oldugu lezyonlar1 erken
tedavi ederek invaziv kanser gelismesini onleyen ikincil korunmadir. Profilaktik olarak
verilen HPV agis1 yeni bir enfeksiyon gelisimini 6nler, ancak viicutta var olan enfeksiyonu
tedavi edemez. Cinsel aktif olmadig: kisilerin as1 uyguladiginda yiiksek derecede korum
saglar. HPV enfeksiyonun dnlemek i¢in bazi yaygin olan HPV alt tiplerine kars1 6zellikle 16
ve 18’1 as1 bulunmaktadir. Bu asilarin servikal kanserine karsi yaklasik %15°1 koruma
saglamaktadir. Diinyada yaygin olarak asilardan iki tipi vardir. Birincisi olan Bivalan as1
HPV 16 ve 18’¢ kars1 kullanilir, ikincisi ise kuadrivalan as1 ise HPV 6, 11,16 ve 18’e karsi
etkisi vermektedir. Bu agsilarin iretilmis olup diinya ¢apinda uygulamaya baslamistir.

Tiirkiye’de bu asilarin 2007 yilindan itibaren kullanmaya baslamistir (361, 49).

Servikal kanser vakalarmi son yillarda genglik asamasinda artmaya baslamistir. Serviksal
kanserin hastaliginda, servikal displazinin derecesine, hastanin yasina ve genel saglik
diizeyine gore tedavi se¢imi degismektedir. Bir tedavi secerken hem tedaviyi daha yiksek kir
orantyla uygulamak, hem de daha diisik mortalite ve morbiditeye sahip olmasi
gerekmektedir. Preinvaziv lezyonlar evrede hem kriyoterapi hem de elektrokoagulasyon
tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Invaziv lezyonlar evrede ise radyoterapi, kemo-
radyoterapi, cerrahi tedavi yontemleri kullanilmaktadir (362). Kuguk, erken evre kanseri olan

hastalar histerektomi (rahim ve rahim agzinin ¢ikarilmasi) ile cerrahi olarak tedavi edilebilir.
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Servikal kanserinin yayilimina bagl olarak degisik histerektomi tipleri dnerilebilir. Servikal
kanserinin cerrahi tedavisinde rahim cevre dokular ve 2-3cm Ust vajen ile birlikte ¢ikartilir
(radikal histerektomi). Ayrica hastaligin ilk yayilim bolgeleri olan pelvik lenf bezleri de
cikartilir (lenfadenektomi). Cerrahi operasyon, klasik ya da laparoskopi veya robotik cerrahi
gibi en az invaziv yontemler kullanilarak yapilabilir (363). Diger taraftan servikal kanserin,
kanser hiicrelerini 6ldiiriip yayilimlarini 6nlemek {izere radyoterapi, kemoterapi ya da her ikisi
birden kullanilarak da tedavi edilebilir. Kanserin evresine bagli olarak radyoterapi, vicut
disindan cihaz kullanarak veya kanser igine ya da yakinina direk radyasyon vermeye yarayan
bir cihaz kullanarak uygulanabilir. Servikal kanser tedavisinde en sik kullanilan tedavi
radyoterapidir ve bu tedavi kemoterati ile birlikte yapilir. Radyo-kemoterapi tedavide

hastaligin ilerlemesini yavaslatmak ve hastanin semptomlarini hafifletmek icin kullanilmigtir
(364).

Kemoterapi, genellikle kanser hucrelerinin biyimesini, boélinmesini ve daha fazla hicre
tiretmesini  Onleyerek kanser hiicrelerini yok etmek i¢in ilaglarmn kullanilmasidir. Bir
kemoterapi rejimi veya programi genellikle belirli bir siire boyunca verilen belirli sayida
dongiiden olusur. Hastanin bir seferde tek ilag veya ayn1 anda verilen farkli ilaglarin bir
kombinasyonunu alabilir. Servikal kanserle hasta olan Kadinlar igin kemoterapi genellikle
radyasyon tedavisi ile birlikte verilir. Antikanser kemoterapi ilk olarak kemosensitif
timorlerin tedavisinde uygulanmaktadir. Bu ilaglarin bazen tiimor ¢ikarildiktan sonra
hafifletici olan metastaz i¢in adjuvan tedavi seklinde kullanilir. Diger taraftan bu ilaglarin
timor hacmini azalmakta baska bir tedavi yontemi ile cerrahi gibi ¢lkartmasini ihtimali
arttirmak i¢in kullanilir (neo adjuvant tedavi) (365). Kanser kemoterapi tedavisinde kullanilan
ilaglarin birkag grup kapsamaktadir. Ornek olarak, Alkilleyici ajanlar (mekloretamin ve
siklofosfamid gibi), Tubulin baglayici maddeler (paklitaksel ve etoposide gibi), Antrasiklin
antibiyotikler (Doksorubisin gibi), anti metabolitler (metotreksat ve 5-fiorourasil gibi) ve
platin turevleri (sisplatin ve karboplatin gibi) icermektedir. Kemoterapi ilaglarinin ¢gogu, hiicre
dongiisiine bagimlidir ve yiiksek bir biiyiime fraksiyonu olan tiimorlere karsi daha etkili
olmaktadir. Bazi ilaglar, tek bir ilag maruziyetiyle sinirli sayida hiicre dldiirerek faza 6zgiidiir,

digerleri ise hiicre dongiisiinden bagimsizdir (366).

Servikal kanserin kemoterapdtik tedavisinde kullaniln ajanlardan biri Doksorubisin’dir.
Antrasiklin bilesiklerinin bir tiyesi olan doksorubisin, Streptomyces tiirlerinden izole edildi ve
anti kanser ajan olarak1974 yilindan itibaren kullanildi. Fizyolojik olarak doksorubisin, ¢ok

diisiik oral biyoyararlanim, disiik gegirgenlik ve normal dokuya siddetli toksisite bazi

92



Ozellikleri sahiptir (367). Doksorubisin, DNA sentezi ve fonksiyonunun inhibisyonuna yol
acan DNA'ya interkalasyon yoluyla kanser hicreleri Gzerinde etki eder. Doksorubisin
Topoizomeraz enzimleri | ve II'ye baglanarak anti-proliferasyon ile birlikte bir dizi sitotoksik
etkisi meydana gelir ve boylece DNA hasari ile sonuglanir. G1 ve G2 fazlarinda hiicresel
bliylime inhibe edildiginde ve DNA'daki kopmalar1 onarma girisimi basarisiz oldugunda
apoptoz yolagi indiiklenir. Doksorubisin, DNA ve RNA polimerazin inhibisyonu ile DNA'ya
(hem nikleus hem de mitokondri DNA) araya girebilir (interkalasyon) ve sonugta DNA
replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu Kkesilebilir.  Doksorubisin diftizyon yoluyla
hiicreye girerek proteazom 20S alt birimi ile komplekse ederek c¢ekirdege girer. DOX
cekirdek DNA’ya yliksek affiniteye sahip oldugu icin kompleksten ayrildiginda DNA’ya
baglanir, boylece bu slre¢ ger¢eklesmektedir (119). Doksorubisinin baska eylemleri, daha
fazla DNA hasarina neden olan serbest radikal tretimi, makromolekul tretiminin inhibisyonu,
DNA gevsemesini / ayrilmasini ve alkilasyonun artmasini bulunmaktadir. NAD(P)H sitokrom
P450 reduktaz enzimi etkisiyle doksorubisinin flavoprotein valigi ile semikinona doniistiiriir
ve superoksit (O;") olusur. Olusan O, semikinon etkisi ile O,’ye ya da siiperoksit dismiitaz
etkisi ile H,0,’ye déniistiirtir. Olusan H,O, daha sonra Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
ile OH radikaline doniistiiriiliir. Doksorubisin tarafindan indiiklenen oksijenden tiiretilmis
serbest radikal olusumunun enzimatik olmayan yolu demire baglhdir ve bu da doksorubisin
demir kompleksinin olusumuna yol agar. Bu kompleks, flavoproteinlerin varliginda glutatyon
rediiktaz enzimi ile doksorubisinferrik kompleks haline doniistirir ve OH radikalleri
olusumuna yol acgar. ftretilen OH radikali DNA ve mitokondriyal hasari, lipit
peroksidasyonunu, nekrozu, apoptozu tetiklediginde hiicre olimine yol acar (368). Bazi
calismalar doksorubisinin Bcl-2 / Bax apoptoz yolu lzerindeki etkilerini gostermistir. Bcl-2,
antiapoptotik 6zellikleriyle bilinirken, Bax'in proapoptotik 6zellikleri vardir ve ikisi arasinda,
bir hiicrenin apoptoza girip girmedigi veya hayatta kalacagi arasinda bir denge vardir.
Doksorubisin uygulandiginda, p53 seviyeleri siklikla artar ve bdylece p53 yolunu aktive eder.
P53 yolagi aktive edildiginde proapoptotik proteinleri (Bcl-2/Bax, Puma, Noxa... gibi)
ekspresyonu artmaktadir (369). Doksorubisin, kalsiyum kullanimini bozuimaya neden olur.
Doksorubisin hucre icine girdikten sonra kalsiyum kanali gegirgenligi artar, sarkomerde ve
sitoplazmik kalsiyum seviyesinin artmasina neden olur ve sonra hiicresel sismeye yol acan
mitokondriyal kalsiyum konsantrasyonu artar. Bu surecler mitokondriden sitoplazmaya
sitokrom ¢ akisini tetikler.Tetiklenen sitokrom c, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktive edildiginde
apoptozun indiiklenir. Diger taraftan doksorubisinin etkisi ile olugan ROS’leri kaspaz 8’1 ve

sonra kaspaz 3’1t FADD ile etkileserek apoptozu indiikler (368).
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Faz II ve Il ¢alismalari sirasinda doksorubisin akut kusma ve bulanti, gastrointestinal
problemler, kellik ve nérolojik sistemdeki bozukluklar: ortak yan etkilerini gdstermistir.
Doxorubisin sadece kanserli hiicrelerde degil viicutta diger hiiclerlerin biiyiimesinde
etkilebilir. Doksorubisin uyguladiginda bagisiklik sistemini etkiler ve bagisiklik hiicreler
sayis1 azalir, boylece hastaligin mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 daha hassas hale gelmesine,
yorgunluga ve iyilesme siiresi azalmasina neden olur. Doksorubisine bagli toksisite en biiyiik
risk kardiyotoksisitedir. Doksorubisin, kalpte kardiyomiyositlerin yapisal degisikliklerine
neden olan ve kardiyak hipertrofiye yol agan beyin natriliretik peptidi (BNP) ve atriyal
natritretik peptidi (ANP) ekspresyonlart arttirir. ROS seviyeleri arttiginda mitokondriden
salgilanan sitokrom c etkisi ile apoptotik kaskad1 aktive eder. Bu nedenle doksorubisin yiiksek
miktarda plazmada biriktiginde kardiyomiyopati 6zellikle konjestif kalp yetmezligine yol
acmaktadir (370). Diger taraftan Doksorubisin TNF-a’nin olusumunu stimiile eder, bundan
dolay1 induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu aktive ederek reaktif azot
tdrlerinin (RNS) seviyelerinin yikselmesine neden olur. RNS seviyesini yikselmeye devam
edileceginde ¢evresindeki proteinler nitrasyon altindadir ve ROS olusumunu stimiile eder. Bu
stire¢ mitokonride bulunan gdzenekten sitokrom c¢ salimini gergeklesir ve apoptoz yoluyla
hticre dlimine neden olur. Ote yandan ROS agir1 iiretimi ile IxK inhibitérleri fosforile eden
IxB kinz enzimi aktive eder ve bu siirec etkisi ile NFkB aktive etmektedir. NFKB daha sonra

apoptozu saglamak i¢in pro-enflamatuar sitokinleri aktive eder (369).

Diisiik sitotoksisite ile birlikte ilag iletimini verimli bir sekilde gelistirmek i¢in yeni ilag
verme sistemlerinin gelistirilmesi siirekli olarak arastirilmaktadir. Nanopargaciklari i¢inde
hazirlanan doksorubisin, hiicreye ligand-reseptor afinitesi ile degil, pasif diflizyon yoluyla
girebilir. Ayrica, Doksorubisin nanopargaciklardan yavas salinimi nedeniyle sitotoksisitesini
ve istenmeyen yan etkileri azaltilabilir. Son olarak doksorubisin nanopargaciklara

baglandiginda segici olarak tiimor hiicrelere yonlendirilebilir.
7.1. GPX1:

Kromozom iizerindeki konumu 3p21.31°dir, Glutatyon ailesinden anti oksidan enzim
fonksiyonu yapan bir Gyesidir. GPX1 geni 5'-kusak bolgesinde oksijene duyarli bir eleman
ORE icerir. GPX1, glutatyon-glutatyon rediiktaz sistemi yoluyla NADPH'den indirgenen
esdegerleri kullanarak hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitleri ortadan kaldirarak
hiicreleri oksidatif strese kars1 koruyan GPX1 selenyum igeren enzimi kodlayan bir gendir.

GPX1, hiicrelerin yiiksek oksijen kosullarinda meydana gelen oksidatif DNA hasarindan
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korunmasinda 6nemli bir rol oynar ve viicudun hiicre i¢i redoks sistemleri dengesini korur.
Patolojik olarak, kanser gelisiminde GPX1 ekspresyonu anormal halinde gortnir. GPX1'in
anormal ekspresyonu, malign hicre proliferasyonunu, istilasini ve metastazini tesvik edebilir
(371). GPX1, ROS aracili kanser baslangicin1 énlemede 6nemli rol oynamaktadir. GPX1,
kriptojen rejenerasyonu ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan proinflamatuar mediatér PEG2
olusumunu azaltmaya yol agan siklooksijenazlarin aktivitesini inhibe etmede baska bir rol
oynamaktadir (372). Hidropiroksitin kaldirmasi ile veya p53'Un hidroperoksitle tetiklenen
stabilizasyonunun 6nlenmesi yoluyla GPX1’in ROS etkisi ile tetiklenen apoptozu inhibe eder.
Bu iki mekanizma ile GPX1’in hiicre ¢ogalmasini aktive edebilir. Diger taraftan GPX1’in
timor baskilayict islev yapan P53 tarafindan indiiklenebilir (373). Bazi ¢alismalar, GPX1
asir1 ekspresyonunun kanser hiicrelerinde bir kontrast rol oynadifimi gostermistir. Ilk
durumda, hidroperoksitlerin uzaklastirilmasiyla, hidroperoksit aracili biiylime stimiilasyonunu
baskilar ve kanser hiicresi bityiimesini inhibe edebilir. ikinci durumda GPX1’in hidroperoksit
aracili apoptozun inhibisyonu ile tiimér biiyiimesini desteklemis olabilir. Bu iki durumun
etkisi ile, kanser hiicre tipine, hidroperoksit konsantrasyonuna ve kanser asamasina gore
GPX1 etkilebilir (374). GPX1, fosforilasyon ile aktif hale getirir. Epidermal bliyime faktori
(EGF) tarafindan uyarilan iki reseptdr olmayan tirozin kinaz, oksidatif stresle aktive edilen ve
apoptoz baslamasinda rol oynayan c-Abl ve Arg, GPX1’i Tyr-96'da fosforile eder (375). Ote
yandan apoptoz indiklenen faktori adenozin, GPX1 mRNA stabilitesini arttirdiginda, GPX1
protein seviyelerindeki artisa ve sonugta hiicre hasarina neden olan H,O,’ye kars1 korumasi
artisa neden olmaktadir. Ayn1 zamanda bazi kanser hiicrelerde adenozin apoptoz faktorleri

kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktive eder.

GPX1 vyiksek ekspresyonu, meme kanseri onkogenezi ve ilerlemesinde énemli bir rol
oynamaktadir. GPX1 aktivitesi dogrudan kemoterapiye duyarlilik ile iliskilendirilmistir. T47D
meme kanseri hucrelerinde GPX1'in asir1 ekspresyonu, doksorubisine direnglerini 6nemli
olgtide arttird1 (168).

Min, S.Y., ve digerleri tarafinden yapilan ¢alisma, gastrik kanser vakalarmin % 24.4'Unde
GPX1'in regulasyonunu azald1 ve GPX1 ekspresyonu kayb1 ile kansere 6zgii kotii sagkalim
arasinda bir iligki oldugunu saptadi. Bu ¢alisma GPX1 inaktivasyonunun mide kanserinde
promoter metilasyon ile iligkili oldugunu gostermistir. Gastrik karsinogenez sirasinda énemli
bir rol oynayabilen GPX1 metilasyonunda gastrit neden olan H.pylori ile baglantili
metilasyonundan sorumlu olan birkag¢ gen vardir. Mide kanserinde, oksidatif stres ile ortaya

¢ikan DNA hasari seviyesi, en dnemli faktér H. pylori tarafindan belirlenir. Ote yandan DNA
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hasart  8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) seviyasinden degerlendi. Reaktif oksijen
metabolitleri etkisi ile indliklenen 8-OHdG, DNA modifikasyonunda ve DNA bazi
mutasyonunda rol oynayabilir (169).

Gladyshev, V.N., ve digerleri tarafindan yapilan caligmada karaciger tiimoér dokusunda
karaciger saglikli dokusuna gére GPX1 ekspresyonunda azalma gostermistir. Ayni anda bu
calismada GPXlekspresyonu, bir prostat kanseri model sisteminde in vitro olarak
incelenmistir. Prostet kanser hiicre hattinda saglikli prostat hiicre hattina karsilagtiginda GPX1

ekspresyonunda azalma gostermistir (170).

Yaptigimiz ¢aligmada uygulanan ilaglarindan birinci grup etkisi ile GPX1 genin ekspresyonu
kontrol grubuna gore azaldig: tesbit edildi. Ikinci, iglincii ve doérdiincii gruplarla ise GPX1
genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig1 tesbit edildi. Ekspresyon grup 1 TiO,’de
(ICso= 4.753£0.267 pg/ml) anlamli derecede azaldigi tesbit edildi. Grup 2 PEG-TiO; (ICso=
70.37£1.378 pg/ml), grup 3 DOX (ICso= 4.883+0.196 pg/ml) ve grup 4 PEG-TiO,-DOX’de
(ICs0= 9.646x0.357ug/ml) karsilastiginda grup 4’te en fazla anlamli derecede ekspresyon
arttig1 gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda TiO, temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki
ederek GPX1 ekspresyonunu baskiladigi belirlendi. Ote yandan Hicreye uygulanan ICso
dozlarina bakildiginda PEG-TiO, dozunu PEG-TiO,-DOX dozunundan yedi kati olmasina
ragmen, PEG-TiO,-DOX nanotasiyici temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek GPX1
ekspresyonu arttirdig: tesbit edildi.

7.2. SOD1:

SOD1 geni 21g22.11 kromozomu ile eslesir ve 16 kDa homopolimer antioksidan enzimi
uretir. Soperoksit dismutaz 1 (SOD1), slperoksitin oksijen ve hidrojen perokside
par¢alanmasin katalizleyen enzimdir ve SOD ailesi aktivitesinin ¢ogu katkida bulunmaktadir.
Yiikselmis hidrojen peroksit seviyesi bilylimeyi ve metabolik siire¢leri diizenlemek igin ikinci
haberci olarak gorevi gosterebilmektedir. SODI, sitozolde diisiik seviyelerde bulunan
stperoksitten koruyarak hicrenin oksidatif stresten ve sonraki hicre 6lumlerinden
korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, SOD1 inhibisyonunda potansiyel olarak
kanser hicresi 6limune neden olabilir (376). Spesifik SODI inhibisyonu, azaltilmig H,O, ve
yiksek O, hiicrelerde igerigine yol agar. SODI1 inhibisyonu, normal hiicrelerde oldugu gibi
kanser hucrelerindeki H,O, seviyelerini azaltabilir, ancak kanser hicrelerinde H,0,
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seviyesinin azalmasi, test edilen kosullar altinda normal hiicrelerden ¢ok daha biyuktir ve bu
da kanser hiicrelerinde ROS homeostazinin bozulmasina neden olur. Kanser hiicrelerde ROS
homeostazinin bozulmasinda sinyelleme yolaklarindan sorumlu olan genlerin en ¢ok etkilenir
(175). SOD1'in spesifik inhibisyonu, segici olarak ROS sinyalleme aginin diizenlenmesi
yoluyla kanser hicrelerinin apoptozunu aktive eder. H,O, igeriginin azalmasina yol agan
spesifik SOD1 inhibisyonu, kanser hiicrelerinin apoptozu i¢in ¢cok énemlidir. H,O, tarafindan
fosfatazlarin PTEN'ler gibi oksidatif inaktivasyonu gerceklestiginde kanser hiicrelerinin timor
olusumuna, anjiyogenezine ve metastazina yol acan hiicrelerin kontrol edilemeyen
biiyiimesini desteklemek igin sinyal yollar1 arasinda ¢apraz etkilesimi tetikler (377). SOD1’in
yuksek ekspresyonu etkisi ile H,O, seviyesini arttiginda kanser hicrelerinin kontrol
edilemeyen biiylimesi aktif hale gelir. Ote yandan, SOD1 ekspresyonu azaldiginda kanser
hicreleri icindeki H,O, seviyesi azalir ve sonugta protein fosforilasyonunu azaltarak ERK,
PI3K ve NF«xB sinyal yollarinin kesintiye ugramasina neden olur. ERK inhibisyonu, hiicre
dongiisii yollarinin durdurulmasina yol acar, bu nedenle SOD1 inhibisyonu, kanser hiicre
dongist durmasini aktive etmek igin gerekli olan yollart uyarir (175). SOD1 inhibisyonu,
hlcre donglsu inhibitorleri p19, p21 ve p53'un ekspresyonunu arttirarak p53 sinyal yollarini
aktive eder, ve boylece kanser hiicrelerinin mitokondriya bagl bir sekilde biiylimesini
baskilar ve apoptozuna neden olur. Sonu¢ olarak, SOD1 inhibisyonu kanser hicrelerini iki
ana yolda oldirmeye baslatabilir. Birincisi olan, hucre blyumesini sirdurmek igin ROS
yollarin1 baskilar, ikincisi olarak hiicre dongiisii durmas: ile, apoptozun aktivasyon yoluyla
gerceklesir (156).

Li, X., ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma, LD100 ile tedavi edilmis DU145 prostat
kanseri ve Hela servikal kanser hucre hatlarinda SOD1 gen ekspresyonunun azaldigini ve
02" seviyelerinin arttigim gostermistir. Ozet olarak bu calismanim, LD-100 etkisi ile SOD1
ekspresyonu azaldiginda, malign timdér olusumu i¢in ¢ok 6dnemli olan ROS sinyal yollarini
bastirdi ve DU-145 prostat kanser ve HelLa servikal kanser hiicre hatlarinda ¢ok sayida genin
ekspresyonunun diizenlenmesiyle hem hiicre dongiisii durmasimi hem de apoptozu aktive

etmek i¢in sinyal yollarini uyard: (175).

Somwar, R. ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisgmada SOD1 ekspresyonu ¢ogu akciger
timorinde anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmis. SOD1'in asir1 ekspresyonunun
artmis biiylimeye yol agtig1 i¢in, yiiksek SOD1 seviyelerine sahip hiicrelerin timdér olusumu
sirasinda secici bir avantaja sahip oldugu goriilmiistiir. Farkli transkripsiyon faktorlerinin

(6rn., AP1, p53 ve NF-kB) aktivitelerinin, bir hiicrenin redoks durumu ile diizenlendigi
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gosterilmistir. LCS-1 (4,5-dikloro-2-m-tolilpiridazin-3 (2H) -on) ile tedavi edilen akciger
kanseri hiicre hatlar1 SOD1 inhibisyonuna yol acar, ve sonug olarak ROS artisina yol agmustir.
ROS, biiyiime faktorii sinyal yollarinda yer alan proteinlerin  post-translasyon
modifikasyonunu indiikleyerek DNA hasar1 ve apoptoza yol agabilir. Bu nedenle SODI1 asir1

ekspresyonu akciger kanser hiicreler bllyiimesinde énemli rol oynamustir (181).

Papa, L. ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada SODZ1'in insan primer meme
kanserlerinin% 70'inde asir1 eksprese edildigini bulundu. Bu ¢alismanin SOD1'in kanser
tedavisi i¢in Onemli bir hedef olabilecegi Onermistir. Bu c¢alisma, meme kanseri hiicre
hatlarinda SOD1'in asir1 ekspresyonunun, mitokondrideki toplam ROS seviyelerini kritik bir
esigin altinda tutmak icin bir adaptasyon mekanizmasi olarak islev gosterebilecegini ve

boylece organelin bitiinligiiniin korunacagini 6nermistir (182).

Yaptigimiz ¢alismada uygulanan ilaglarindan etkisi ile, birinci, ikinci, t¢tinct ve dordunci
gruplarla SOD1 genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttigi tesbit edildi. Ekspresyon
gruplar arasinda en az grup 1 TiO; (ICso= 4.753+0.267 pg/ml) etkisi ile SOD1 ekspresyon
arttiginda, en yuksek grup 3 ile DOX (ICsp= 4.883+0.196 pg/ml) SOD1 genin ekspresyonu
daha fazla arttig1 anlamli derecede gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan 1Csy dozlarina bakildiginda TiO;’nin dozu DOX dozunun ile
karsilastiginda ayni olmasina ragmen DOX temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek

SOD1 ekspresyonu arttirdigi belirlendi.
7.3. PRDX1:

PRDX1, esas olarak sitozolde bulunan, 2 - Cys PRDXs alt ailesinden bir tyesi bir enzimdir.
PRDX1 yapisinda N- terminal bolgesinde Cys> icerir ve C-terminali Cys'" kalntisi ile
molekiiller arasi disiilfid olusumu yoluyla peroksitleri detoksifiye edilmesinde onemli bir
oynamaktadir (189). PRDX1, H,0O, ve peroksinitriti azaltarak ve tiol radikallerini atarak
hiicreleri oksidatif hasardan koruyan 6nemli bir endojen antioksidandir. PRDX1 etkisi ile
H,0, miktar1 azaldiginda H,0O, kaynakli hiicre 6liimiiniin baskilanir. Bu siireg, hticre 6limi
ve / veya apoptozun dizenlenmesinde anahtar rol oynayan kinazlart (JNK, ASK1)
baskiladiginda gergeklesir. Ote yandan PRDX1’in, oksidatif stres kaynakli hiicre &liimiinde
rol oynayan ve JNK, p38 MAP kinaz yolaklar1 diizenlenmesinde islev yapan c-Abl tirozin
kinaza fizyolojik olarak bir inhibitoriidiir. Diger taraftan, Akt ile indiklenen timordgenez
PRDX1 etkisi ile 6nler, sonra PTEN aktivitesini oksidasyonla indiiklenen inaktivasyondan
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koruyarak hicre olumund indikler (378). Ayrica, PRDX1 c-Myc onkojenle etkilesime
girdiginde transkripsiyonel aktivitesini baskilar, bundan dolay1 kanser hiicreleri apoptozunu
aktive edilir ve tiimor olusumunu inhibe etmektedir. Bununla birlikte, PRDX1 transkripsiyon

faktorleri (NFkB, AR) ile birbirine etkilestiginde timaor hiicresi 61umuni baskilar (378).

Yaptigimiz calismada uygulanan ilaglarindan birinci grup etkisi ile PRDX1 genin ekspresyonu
kontrol grubuna gére azaldigi tesbit edildi. ikinci, tiglincti ve dordiincti gruplarla ise PRDX1
genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttigi tesbit edildi. Ekspresyon grup 1 TiO;’de
(ICs0= 4.753£0.267 pg/ml) azaldig1 gosterdi. Diger gruplar en az arttigi grup 3 DOX (ICso=
4.883+0.196 pg/ml) en fazla ekspresyon grup 4’te PEG-TiO,-DOX (ICs0= 9.646+0.357
pg/ml) arttigr anlamli derecede gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan 1Csy dozlarma bakildiginda TiO, dozunun ile, TiO, temelli ilacin
hiicrelere etki ederek PRDX1 ekspresyonunu baskiladigi belirlendi. Ote yandan Hicreye
uygulanan ICsp dozlarina bakildiginda PEG-TiO,-DOX temelli nanotasiyici ilag ile en fazla
PRDX1 ekspresyonu arttirdig1 belirlendi.

7.4. CAT:

Insan katalaz geni kromozom 11'in kisa kolunda bulunur ve 527 amino asitten olusmaktadir.
Ik olarak Loew tarafindan 100 yildan daha once tarif edilen enzim (EC 1.11.1.6), her
monomerin (62.5 kDa) enzimatik aktiviteden sorumlu bir hem grubu icerdigi bir
homotetramerdir. Insan katalaz, H,O, su ve molekiiler oksijene doniistiirmesini uyararak tipik
katalaz enzimler ailesinden bir Uyesidir. Katalaz, peroksinitriti parcalayabilir, nitrik oksidi
azot dioksite oksitlenebilir, ve ayrica oksidaz aktivitesi azaltilmis gibi diger islevleri
yapmaktadir (202). Katalaz disiik seviyelerde ekspresyonunda, kanser hucrelerinde
proliferasyon, migrasyon ve invazyonu indiiklemek i¢in sinyal yollarinin aktivasyonunda yer
alan yuksek bir H,O, iiretimine yol agacaktir. ROS, MAPK gibi ¢ogalma, go¢ ve istila
kapasitesini artirmaya yol acan gesitli sinyal yollarmin aktiflestirilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (379). Katalaz, ilki mekanizma ile H,O,'yi detoksifiye etme kabiliyetinde,
biiyiime hizin1 ¢esitli mekanizmalarla modiile edebilir. Ikinci mekanizma olan, katalazin,
cogalma ve gog siireclerinde rol oynayan integrin yolaginda katilan spesifik proteinleri Grb2
ve SHP2 gibi potansiyel oksidatif hasardan baglama ve koruma etkisiyle gergeklesir. Sonug
olarak katalazin, kanser hiicrelerinde hiicre biytmesini ve gd¢mesini kontrol etmektedir
(380). Katalaz, elektron dondrlerine ek olarak oksijen gerektiren oksidaz aktivitesine sahiptir.

Fenoller (benzen tiirevleri), alkoller ve aril aminler gibi bazi kanserojenler oksidaz
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fonksiyonunun inhibitorleri islev gOstermisrir. Ayrica katalazin, toksik ve anti-timor
bilesiklerinin detoksifikasyonu veya aktivasyonu ek rollere sahip olabilmektedir (381). Tumor
hicrelerinde mitokondriyal kusurlarin varligi ve antioksidan enzimlerin ekspresyonunun
(katalaz gibi) azalmasiyla biiyilk miktarlarda ROS (retirilmektedir. ROS, DNA
mutasyonlarmi ve genomik karasizligini indiikleyerek tiimor olusumunda ve timor
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Ote yandan, ROS yiiksek seviyelerde uretimini hiicre
6lumund, redoks regllasyonunda ve redoks sinyellemesinde degisiklikleri yeni anti kansert

tedavisi gelistirmek i¢in indiiklenir (382).

Christophe Glorieux ve digerleri tarafindan yapilan ¢aligmasi, mem kanser (MCF-7 CAT3)
hicrelerinde katalaz asir1 ekspresyonunun, hiicrelerinin ¢ogalma ve go¢ etme yeteneginde bir
azalmaya yol agtigin1 géstermistir. Bu sonug, hicrelerde bulunan ve ERK / MAPK yolu gibi
mitojenik sinyal yollarinin aktivasyonu yoluyla hiicresi ¢cogalmasina indiiklenrn ROS un daha
diisiik seviyeleri olduguna baglanir. Cogalma ve go¢ etme kapasitesi azalmis hiicreler
antikanser ilaglara veya maruz kalmaya kars1 daha duyarli olmalidir. Bnunla birlikte MCF-7
CAT3 hicreleri sisplatin, doksorubisin veya 5-florourasile ilaglara karsi daha duyarh
olmamigtir. Katalaz asir1 eksprese eden hiicreler paklitaksel veya etoposid ile inkibe

edildiginde hiicre toksisitesi ana hiicrelere gore daha 6nemli derecede goriinmiistiir (207).

James Chung-man Ho ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma, insan A549 akciger karsinom
hiicrelerinde katalaz ekspresyonunu azalttigi gosterdi. Azalan katalaz ekspresyonu tumor
hiicrelerinde azalmis katalaz aktivitesine yol agar, sonucta DNA hasarina ve / veya hiicre
blyumine neden olan H,O, birikmesine yol agmaktadir. Bu sure¢ insan A549 akciger

karsinom hiicrelerinde gergeklestiginde tiimor gelisimini uyarmaktadir (383).

Yaptigimiz ¢alismada uygulanan ilaglarindan, birinci, ikinci, tg¢unct ve dordunct gruplarla
CAT genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig1 tesbit edildi. Ekspresyon en az grup 2
PEG-TIO, (ICsp= 70.37£1.378 pg/ml) ile arttiginda, en fazla grup 3 ile DOX (ICso=
4.883+0.196 pg/ml) arttigi anlaml derecede gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan 1Csy dozlarina bakildiginda grup 2 olan PEG-TiO, dozunun DOX
dozunun 15 kat1 olmasina ragmen, DOX temelli ilacin daha fazla hucrelere etki ederek CAT

ekspresyonu arttirdigi belirlendi.
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7.5. CSNK1A1:

CSNK1A1 geni Kromozom uzerindeki konumu 5¢q32 ve 373 amino asitten olusmaktadir.
CSNKI1A1 vyapisinda C-terminal alam1 substrat spesifisitesinde ve kinaz aktivitesinin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (221). CKla, DNA onarim mekanizmalarinda,
RNA metabolizmasinda ve hiicre boliinmesi sirasinda mitotik i olusumunda rol
oynamaktadir. Ote yandan CKla M fazinda hiicre dongiisii ilerlemesi tetiklamaktedir (384).
mTOR'un, endojen mTOR inhibitor olan DEPTOR'un surekli degredasyonun yoluyla kendi
aktivasyonunu desteklemek igin CKla ile isbirligi yaptigi gosterilmistir (385). CKla
apoptotik sinyal yollarini diizenlemesinde énemli rol oynar. BID'nin fosforilasyonunun neden
oldugu hiicre oliimii, kaspaz 8'e bagli BID boliinmesini 6nleyen CK1a'nin asir1 ekspresyonu
ile gecikebilir. Ek olarak CKla, 6lum indikleyen sinyal kompleksinde (DISC) TNF
reseptorinun veya FADD'nin modifikasyonu ile TRAIL ile induklenen apoptozu inhibe eder.
Bu nedenle CKla’nin ekspresyonu azalmasi ile TRAIL ile indiiklenen hiicre oliimiini
artmaktadir. CK1a, Wnt / B-katenin sinyal yolaginda diizenleyici fonksiyona sahiptir. Wnt / B-
katenin yolunda, salgilanan Wnt ligandlarinin Frizzled (Fzd) reseptorlerine ve diisiik
yogunluklu lipoprotein reseptorii protein 6 (LRP 6) baglanmasi {izerine aktive edilir. Wnt
yolagi aktivasyonunda, Wnt / B-katenin sinyal yolunda anahtar bir bilesen olan daginik
proteinler (Dvl) CK1la’nin tarafindan fosforile olur. DVL polimerleri Axin, APC, GSK3p ve
CKla igeren yikim kompleksini inaktive ederler. Sonug olarak, ¢ekirdege gecen [-katenin
birikmesine neden olmaktadir (219). CK1a Wnt / B-katenin sinyal yolunun iliskili oldugu igin
timor baskilayict olarak islev gdstermistir. Timor baskilayici protein p53 ve p53 etkilesen
proteinler MDM2 ve MDMX, CKla substratlaridir. CK1a N-terminal olarak p53'tin MDM2
ile etkilesiminin azaltilmasiyla p53'iin stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol agan timor
baskilayic1 protein p53'ii fosforile eder. p53'li aktive edebilen CK/a'nin ekspresyonu veya
aktivasyonu yiikseldiginde, hiicre dongiisii durmasi ve apoptoz indiiksiyonu artar. CK1a'nin,
p53'in aktivasyonunda veya inhibisyonunda roll, hiicre tipine gore degismektedir.

Muhtemelen CK1a, Thr18 ve Ser20'nin dogrudan fosforilasyonu ile p53'ii uyarabilir (240).

Julia Richter ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alisma, CK1a'nin kolorektal karsinom (CRC)
hlcre hatlarinda ve dokularinda asir1 eksprese oldugunu gosterdi. artmis CK/o ekspresyon
seviyeleri, CRC hastalarinin ko6tii prognozu ile iliskilidir. TuUmorlerdeki yiiksek CKla
ekspresyon seviyeleri, CRC hastalarinin genel hayatta kalma oranlarinin zayif olmasiyla
onemli Olgiide iliskilidir. APC / Wnt / B-katenin yolunun kolorektal karsinogenezde énemli

bir rol oynadigindan ve CKla Wnt sinyallemesinde duizenleyici rol oynadigindan, CKla'nin
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asir1 ekspresyonunun Wnt / B-katenin- kolorektal tiimor hiicrelerinin bagimli malign fenotipi

(386).

Yaptigimiz ¢alismada uygulanan ilaglarindan etkisi ile, birinci, ikinci, Gglincl ve dérdinci
gruplarla CSNK1A1 genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig tesbit edildi. Ekspresyon
gruplar arasinda en az grup 2 PEG-TIO, (ICso= 70.37£1.378 pg/ml) etkisi ile CSNK1Al
ekspresyon arttiginda, en yiksek grup 3 ile DOX (ICsp= 4.883+£0.196 pg/ml) CSNK1A1L genin
ekspresyonu daha fazla arttig1 anlamli derecede gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda PEG-TiOz’nin dozu DOX dozunun ile
karsilastiginda 15 kat olmasina ragmen DOX temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek

CSNK1A1 ekspresyonu arttirdigi belirlendi.
7.6. CTNNBL1:

Wnt / B-katenin sinyalleme yolagi, biyolojik homeostazin siirdiiriilmesi igin diizenlenen
6nemli bir yoldur. Bu sinyal yolundaki anahtar proteinleri kodlayan ¢oklu genler, mutasyon
degisiklikleri i¢in hedeflerdir. Bu proteinler arasinda P-katenin’dir. B-katenin, nikleer
programlama icin hiicre dis1 sinyallerin taginmasinda 6nemli rol oynamaktadir. -kateninde
mutasyonlar meydana gelirse, bu Wnt / B-katenin sinyal yolunun aktivasyonuna ve azalan
niikleer transkripsiyon aglarmin yeniden programlanmasina yol acar. -katenin, Wnt / f-
katenin yolunun hiicre i¢i doniistiiriiciisii oldugundan dolay1, tum suregte 6nemli roller oynar.
B-katenin aktivitesini APC, AXIN-1, AXIN-2, CK1la, protein fosfataz 2A (PP2A) ve GSK -
3p'dan olusan yikim kompleksi tarafindan kontrol edilir (387). Wnt ligandlarinin yoklugunda
sitoplazmik B-katenin, N-terminal serin-treonin kalintilarinda yikim kompleksi tarafindan
fosforile edilir ve ubikitin-proteazom yolu etkisi ile proteazom tarafindan degrede etmektedir.
Wnt varliginda, ligand, Frizzled yapisinda, Wnt proteinini baglamak i¢in 6zel bir yapiya sahip
ve Daginik protein iizerine etki eden sistein acisindan zengin bir alan adi verilen uzun bir
amino terminal uzantis1 ile hiicre yiizeyi reseptoriine baglanir. Yardimci reseptor
fonksiyonuna sahip olan, LRP (5, 6), reseptor benzeri tirosin kinaz ve reseptor tirosin kinaz
benzeri orfan reseptor-1/2 gibi diger tek gecisli transmembran proteinleri, Wnt
sinyallemesinide etkilemektedir. Wnt baglandiktan sonra, GSK-3f fosforilasyonu, (A, B, C)
protein kinaz, MAPK, PI3K/Akt etkisi ile inhibe eder ve bdylece yikim kompleksi aktivitesini
kayibetmektedir. Bu islem p-katenin fosforilasyonunu ve bozulmasini énlemeye yol agacaktir.
Fosforile edilmeyen B-catenin sitoplazmada biriktiginden dolay1 transkripsiyonel bir faktor

olarak islev yapacagi igin cekirdege tasimir (388). PB-katenin fizyolojik gelisimsel igin,
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hiicreden hiicreye yapismanin kurulmasi ve siirdirilmesi ve Wnt sinyalleme yolagi
vasitasiyla hedef gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi 6nemli olan sireclerde ¢cok dnemli
role sahiptir (255). Normal fizyolojik kosullar altinda, -katenin esas olarak hiicre zarinda
bulunur ve E-cadherin ile bir kompleks olusmaktadir. Bu kompleks hiicre yapismasinda,
normal hiicre morfolojisini korumasinda ve timor hicresi istilasin1 ve metastazini inhibe
etmesinde énemli bir rol oynamaktadir. B-katenin gen mutasyonlari, bazi kanser vakalarinin
gelisiminde erken olay olan Wnt / B-katenin sinyal yolunun aktivasyonuna yol agmaktadir.

Ote yandan, kanser baslatmasi i¢in yiiksek seviyede B-katenin aktivitesini gereklidir (257).

Seung Ho Shin ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma, HI-B1 ile tedavi edilen kolon kanseri
hlicre hatti, B-katenin / TCF4 lusiferaz aktivitesini inhibe ederck Wnt / B-katenin yolunu
inhibe etmeye yol agtigi gosterdi. Wnt / B-katenin aktivitesinin inhibisyonunun nedeni ile
kolon kanser hucrelerini biiylimesini baskiladig1 ve dldiirebildigi bildirilmistir. Bu sonuglar f3-
katenin ekspresyon seviyesinin Wnt / B-katenin inhibitorlerinin kolon kanserine kars1 etkinligi

ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (389).

Wenyan Lu ve Yonghe Li tarafindan yapilan ¢alisma, salinomisin ile tedavi edilen meme
kanseri HS578T ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin ve prostat kanseri PC-3 ve DU145 hiicre
hatlarinin, meme ve prostat kanseri hiicre hatlarinda LRP6 ekspresyonunu ve
fosforilasyonunu azaltmaya yol agtigini gosterdi. LRP6, Wnt / B-katenin sinyal yolunda
onemli Wnt ko-reseptorudir ve LRP6 fosforilasyonu, Wnt proteinleri tarafindan indiiklenen
Wnt / B-katenin sinyal aktivasyonunda kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle, LRP6
fosforelasyonu ve ekspresyonu silinomisin etkisi ile inhibe edildiginde Wnt/B-katenin yolagi
inhibe eder. Bu calisma, LRP6 yilksek ekspresyonunun mTORC1 sinyalini indikler, bu
nedenle salinomisinin GSK3p'nin aktive ettiginde, prostat ve meme kanseri hiicre hatlarinda

mTORCL1 sinyalini inhibe ettigini onaylamigtir (390).

Yaptigimiz ¢alismada, birinci, ikinci ve ¢tincu gruplarla CTNNB1 geninin ekspresyonu
azaldig tesbit edildi. Dérdiincu grup ise CTNNB1 geninin ekspresyonu arttigi tesbit edildi.
Ekspresyon en fazla grup 2 ile (PEG-TiO;) anlaml derecede azaltt1 (p<0.0001).

Hicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda PEG-TiO, dozunun ile nanotasiyici temelli

ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek CTNNB1 ekspresyonunu baskiladigi belirlendi.
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7.7. CCND1:

CCND1 geni tarafindan kodlanan Siklin D1, hiicresel ¢ogalmay1 destekleyen ve siklikla insan
kanserlerinde asir1 eksprese edilen hiicre dongiisti ana duzenleyicisidir. Siklin D1, G1 fazdan
S faza ilerlemesi ve sikline bagli kinaz 4 / sikline bagl kinaz 6'ya (CDK4 / CDK6) baglanarak
retinoblastom proteininin (pRB) fosforilasyonunu ve inaktivasyonu desteklemektedir (275).
Siklin DI, sirasiyla migrasyon ve DNA hasar yanit1 {izerinde etkilere yol acan p21 veya
p27'yi baglayabilir. Ayrica RAD51 ve BRCAZ2 ile etkilesimler yoluyla, Siklin D1 DNA hasar
tepkisi Gzerinde de etkileri bulunmaktadir. Siklin D1, nikleer hormon reseptor ailesi Gyeleri
(Ostrojen reseptori-a (ERa), androjen reseptorii (AR) ve peroksizom proliferator ile aktive
edilmis reseptor-y (PPAR like) gibi birka¢ transkripsiyon faktoriinlin baglanarak hiicre
proliferasyonunu, hiicre biiyiimesini ve farklilasmasimi diizenler. Ayrica, Siklin D1, histon
asetiltransferazlar (HAT'ler) ve histon deasetilaz kompleksleri (HDAC'ler) dahil olmak Uzere

kromatin modifiye edilen enzimleri baglar (391).

Yan-Shen Shan ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, insan mide kanserinde CCND1
ekspresyonunun incelediginde, CCND1'in asir1 ekspresyonunun yiikseldigi gosterilmistir, ve
hastalarin hayatta kalmasi ile iliskili zayif oldugunu tespit edilmistir. Bu ¢alisma, CCND1
proteininin asir1 ekspresyonunun, zayif diferansiye mide kanserinde diisiik PFS ile korele
oldugunu dogrulamistir. Bu ¢alisma, CCND1'in insan mide karsinomunda asir1 eksprese
edildigini ve bu proteinin ekspresyonunun timor farklilasmasinda rol oynadigi gostermistir.
Bu nedenle, CCND1 ekspresyonu mide kanseri i¢in degerli bir prognostik faktorl
bildirilmistir (392).

Li, R., ve digerleri ¢alisma sonuglari CCND1'in akciger kanseri malign dokularinda anlaml

olarak daha yiiksek bir ekspresyona sahip oldugunu gostermistir (393).

Yaptigimiz ¢aligmada, uygulanan ilaglarindan ikinci grup etkisi ile CCND1 genin
ekspresyonu kontrol grubuna gore azaldigi tesbit edildi. Birinci, tiglinct ve dérdinci gruplarla
ise CCNDL1 genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttigi tesbit edildi. Ekspresyon grup
2’de PEG-TIO; (ICs0= 70.37£1.378 pg/ml) anlamli bir sekilde azaldigr tesbit edildi. Diger
gruplar ise ekspresyon en az arttig1 grup 1 TiO;, (ICso= 4.753£0.267 pg/ml), grup 4 ise PEG-
TiO,-DOX (ICs0= 9.646+0.357 pg/ml) en fazla ekspresyon arttigi anlamli derecede gosterdi
(p<0.0001).
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Hicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda PEG-TiO, dozunun ile PEG-TiO, temelli
nanotasiyici ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek CCND1 ekspresyonunu baskiladig
belirlendi. Ote yandan Hiicreye uygulanan ICsy dozlarma bakildiginda PEG-TiO,-DOX
dozunun ile PEG-TiO,-DOX nanotastyict temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek
CCNDL1 ekspresyonu arttirdigi belirlendi.

7.8. NFxBI:

Memelide NF«B ailesi bes tiyeden, p50 / p105 (NFxB1), p65 / RelA, c-Rel, RelB ve p52 /
pl00 (NFKB2) olusur ve farkli dimerik kombinasyonlar olusturabilirler. NFxBI geninin,
4g24 kromozomuna konumu, kanser baslangicinda ve ilerlemesinde rol oynayan NFkB'in
pl105 / p50 izoformlarint kodlar (394). Sinif 1 alt birimleri, NFkB1 (p105 / p50), proteolitik
olarak daha kisa DNA baglanma formlarma islenebilen daha uzun Oncii proteinler olarak
sentezlendi. Fizyolojik olarak, NFkB alt iiniteleri her yerde viicutta eksprese edebilir ve innat
ve adaptif immdinity, hicre proliferasyonu, stres tepkileri ve apoptozun Onemli
diizenleyicileridir (395). Enflamatuar stimiilasyondan sonra Inhibitér Kappa Kinaz (IKK),
NF«B1 sinyal yolu igin ana stimiilatér gorevi yapmaktadir. IxkB'nin fosforilasyonu ve
ubikuitinasyonu, tumor destekleyen pro-enflamatuar genlerin (IL-1B, TNFa, CXCLI1), anti-
apoptotik  (Bcl-xL, Bcl-2, Gadd45B8) ve proliferatif (IL-6, GM-CSF) genlerin
transkripsiyonunu yonlendirebilen p50:p65 dimerlerini serbest birakmaktadir. Bu nedenle
NF«BI, bu tarafta bir tiimor promotorii olarak gorevi gostermistir. Caligsmalar, Serin 329
(ser329) bolgesindeki P50 fosforilasyonu meydana geldiginde, p50: p65 heterodimerinin
DNA'ya baglanmasimi bozulur ve bu islemin, Bcl-xL ekspresyonunu azaltarak, kanserin
ilerlemesini engelledigini gostermistir. Serin 329'da ataksi telanjiektazi mutasyona ugramis ve
Rad3 ile iliskili kinaz (ATR) vasitasiyla p50 fosforilasyonu, replikasyon ile iliskili DNA
hasarl1 hiicrelerin ortadan kaldirilmasin1 saglar ve genomun korunmasi igin gerekli oldugu
gosterilmistir. Hiicre dongiisiiniin S faz1 sirasindaki bu fosforilasyon islemi, p5S0 aktivitesini
ve DNA'ya baglanmasini inhibe eder, bu da anti-apoptotik protein Bcl-xL'nin ekspresyonunun
azalir ve hiicrelerin DNA iplik kopmalaria duyarli hale getirilmesine neden olmaktadir. p105
fosforilasyon ve ubikuitinasyon, 26S proteazom tarafindan islenmesine yol acar ve p50
homodimerlerini serbest birakmaktadir. P50: p50: HDAC1 kompleksi, inflamatuar gen
ekspresyonunu destekleyen timori bastirir (294), boylece tiimor baskilayici bir kompleks
olarak iglev goriirken, B hiicre lymfoma 3 (Bcl-3) veya anti apoptotik olan BCL2 ile iligkili
athanogene (BAG-1) ile kompleks halinde bulunan p50 homodimerleri proliferasyonu
yonlendirebilmektedir (295).
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Yaptigimiz ¢alismada, uygulanan ilaglarindan ikinci grup etkisi ile NFxBI genin ekspresyonu
kontrol grubuna gore azaldigi tesbit edildi. Birinci, Uglinct ve dordinci grup ise NFxBI1 genin
ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig1 tesbit edildi. Ekspresyon grup 2°de PEG-TiO; (ICso=
70.37£1.378 pg/ml) anlamli sekilde azaldigi belirlendi. Diger gruplar ise en az arttigi grup 1
TiO, (ICs0= 4.753£0.267 pg/ml). Grup 4 ise PEG-TiO,-DOX (ICsp= 9.646+0.357 pg/ml) en
fazla arttig1 ekspresyonu anlamli derecede gosterdi (p<<0.0001).

Hicreye uygulanan 1Csy dozlarmma bakildiginda PEG-TiO, temelli nanotasiyici ilacin
hiicrelere etki ederek NFxBI ekspresyonunu baskiladigi belirlendi. Ote yandan Hiicreye
uygulanan ICsp dozlarina bakildiginda PEG-TiO2-DOX nanotasiyici temelli ilacin en fazla
hicrelere etki ederek NFxB1 ekspresyonu arttirdigi belirlendi.

7.9. TOP2A:

Topoizomeraz Il alfa (TOP2A), 17q12-g21 kromozomu (zerinde bulunan TOP2A geni
tarafindan kodlanan enzimdir. Cift iplikli DNA'da gecici kopma olusturarak topolojik DNA
durumlarinin kontroliinde 6nemli bir rol oynayan niikleer bir enzimdir. DNA'nin topolojik
durumlarindaki rolii nedeniyle, hem DNA replikasyonu ve transkripsiyonu, hem de
kromozom olusumu, zenginlesmesi ve ayrilmasi gibi siireclerde katilmaktadir (396).
TOP2A'nin anormalligi, kromozom instabilitesi ve tiimor olusumunda kritik bir rol oynar.
Ayrica, TOP2A'nin aktif olarak cogalan hiicrelerde (hiicre dongiisiiniin ge¢ S, G2 ve M
fazlarinda) hassas ve spesifik bir belirte¢ oldugu bildirilmistir (397). Calismalar, TOP2A'nin
DNA hasarina yol acgan antrasiklinlerin dogrudan hedefi olabilecegini bildirmistir (8).
TOP2A, ¢ogalan hiicrelerde yiiksek oranda eksprese eder, bu nedenle proliferasyon markeri
olarak gorevi gostermektedir. TOP2A asirt ekspresyonu, timoér davranigindaki degisiklikler

ve tedavisinde kullanilan ilag¢ yanitlarla anlamli bir sekilde iliskilidir (398).

Kim ve ark. primer kas invaziv olmayan mesane kanserinde (NMIBC) TOP2A mRNA'nin
ekspresyon seviyelerinin yiiksek oldugunu gosterdi. Bu ¢alismanin bulgulari, TOP2A'nin daha
yiiksek ekspresyonunun, birincil NMIBC'de yiiksek derecede niiks ve ilerleme ile dogrudan
korelasyona sahip oldugunu gostermistir. TOP2A'nin asir1 ekspresyonu, gelismis tiimdr evresi

ile iligkiliydi gosterilmistir (399).

Fagged ve digerleri, yumurtalik kanseri hastalarinda daha kisa sagkalimin TOP2A
ekspresyonu ile dogrudan korelasyonu oldugunu ve hastaligin ileri evresinde TOP2A mRNA

yuksek ekspresyonunun fark edildigini bulmustur (306).

106



Tian-Lu Wang ve arkadaslar1 tarafindan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)
tizerinde yapilan ¢alisma, TOP2A rs471692 tek polimorfizm niikleotid (SNP) olan hastalarin
yanit1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ayni anda, Ayrica TOP2A
SNP'nin genel sagkalim ile iliskili oldugunu da bulamadi. Bu ¢alismada kemoterapi ajan olan
platinyum ile tedavi edildikten sonra sonuclara goére, TOP2A rs471692 SNP'nin
kemoradyoterapi yaniti ile iliskili olmadigini bildirilmistir (315).

Aliz Nikolényi ve digerleri tarafindan meme kanser hastaliklar1 {izerinden yapilan ¢alismada,
TOP2A gen ekspresyonu genellikle yiiksek proliferasyon oranina sahip meme kanserinde
yiikselmeyi tesbit edilmistir. Ote yandan, antrasiklin grubundan kullanilan ilaglar1 TOP2A
ekspresyonu azalmaya neden olmustur (400). Diger taraftan, Jisela Dimas-Gonzalez ve ark.
tarafindan yapilan caligmada, meme kanserinde amplifikasyonlar veya delesyonlar ve

TOP2A'nin protein ekspresyonu arasinda herhangi bir iligkili bulamadi (316).

Zhou Zhou ve digerleri tarafinan yapilan ¢alismada TOP2A'nin pankreas karsinomunda
onemli Olgiide asir1 ekspresyon oldugunu bulmustur. Bu c¢alisma, TOP2A'nin yiiksek
ekspresyonunun daha kisa genel sagkalim siiresine neden oldugunu gostermistir. Bu nedenle,
TOP2A'nin ekspresyonu pankreas karsinomunun prognozunda onemli bir biyobelirtec rol

oynayabilir (317).

Hughes C. Ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma, hormona direncli prostat karsinomunda
TOP2A ekspresyonunu inceledi. TOP2A, klinik c¢alismalarda hormona duyarsiz prostat
karsinomunun kombine kemoterapisinde aktif bir ajan olan ila¢ etopositinin hedefidir. Bu
calismada hormona direngli prostat karsinomlarinda, hormon tedavisi olmayan prostat

karsinomlarina kiyasla artmis TOP2A ekspresyonu tespit edilmistir (319).

Yaptigimiz ¢aligmada uygulanan ilaglarindan etkisi ile, birinci, ikinci, liglincii ve dordiincl
gruplarla TOP2A genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig: tesbit edildi. Ekspresyon
gruplar arasinda en az grup 1 TiO; (ICso= 4.753£0.267 pg/ml) etkisi ile TOP2A ekspresyon
arttiginda, en yiiksek grup 3 ile DOX (ICsp= 4.883+0.196 pg/ml) TOP2A genin ekspresyonu
daha fazla arttig1 anlamli derecede gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan 1Csy dozlara bakildiginda TiO; nin dozu DOX dozunun ile karsilastiginda
ayni olmasma ragmen DOX temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek TOPZ2A

ekspresyonu arttirdigi belirlendi.
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7.10. BAX:

Insan BAX geni, kromozom 19q13.3 iizerinde eslesir. BCL2 ile iliskili X (BAX) proteini,
BCL2 ailesinin ilk kesfedilen pro-apoptotik Uyesidir. BCL-2 protein ailesinin ¢oziindr pro-
apoptotik bir Gyesi olan BAX, saglikl hiicrelerde sitozol boyunca daginik bir sekilde yerlesir.
Hiicre apoptozunu desteklemede o©Onemli bir adim BAX'in sitosolden mitokondriye
translokasyonudur. BAX mitokondri'ye yerlestiginde, ¢esitli apoptotik uyaranlar etkisi ile
stimile edildikten sonra dis mitokondriyal membrana sokulur. Sonu¢ olarak mitokondriyal
fonksiyonu bozuklugunda egirgenlik gegis gozenegindeki degisiklikler olustugunda sitokrom
c'nin salinmasina yol agar. Sitokrom c¢ salimininda hiicre hayatta kalmasi i¢in gerekli hiicre ici
hedefleri ayiran Apaf-1 ve kaspazlarin aktive eder (401). BAX, korunmus BH1, BH2 ve BH3
alanlarin1 tagir ve BCLXL ve BCL2'ye benzeyen bir {iglinciil yapiya sahiptir. BAX'n
homodimerizasyonu ve BCL2 ve BCLX_ ile heterodimerizasyonu igin yapisinda bulunan
BH3 alani 6nemli rol oynamaktadir. Apoptozun dizenlenmesi, BAX ve BCL2 ailesi diger
tiyeleri arasinda heterodimerlerin olusumunda gergeklesir (402). Sitoplazmik bir BAX
baglayict protein olan BIF-1, C terminaline yakin bir Src homoloji 3 (SH3) alani igerir ve
BAX baglayict aktivitesi, BAX'in tirozin kinazlarla etkilesimler yoluyla apoptoza aracilik
edebilecegini gosterilmistir. BAX'm, porin ile etkilesime girdiginde blyik gdzenekler
(VDAC) olusturur . Dis zar proteinlerinden olan Porin, i¢ zar proteinlerinden olan adenin
niikleotit tasiyict (ANT) ve diger proteinlerle adenilat kinaz ve hekzokinaz gibi birlikte,
gecirgenlik gecis gbzenegi (PTP) adi verilen biiyiikk bir gézenek olusturan bir multi-merik
kompleks olusturur. BAX’1n PTP ile etkilesime girdiginde mitokondriyal gegirgenligi arttiran
dimeri olusturur. Olusturulmus dimer membrana girdiginde, N-terminal bélgesini sitozole
dogru uzatarak konformasyonel bir degisiklige ugrar. Fizyolojik olarak bu surecin etkisi ile,
apoptotik bir uyaran ortaya ¢ikana kadar molekili yakin bir konformasyonda tutmasi rol
oynamaktadir (403). C-terminal kuyrugu olmayan BAX, hem MAPK1 hem de protein kinaz
A (PKA) tarafindan fosforile edilir ve Serl184'in BAX aktivitesinin diizenlenmesi ig¢in
6nemlidir. BAX fosforelasyonu i¢in protein kinaz B (Akt) gereklidir. BAX 1n fosforelasyonu
gerceklestiginde sitzolda kalir ve anti apoptotik rollere sahip olan Bcl2 aile uyeleri ile
heterodimerizasyonlar1 olustugunda inaktif sekilde kalir (404). BAX tiimor baskilayici olarak
rol oynamaktadir. Saglikli hiicrelerde, hasarli hiicrelerin apoptotik O6liimiinii indiikleyerek
doku homeostazina katkida islev yapmaktadir. Bununla birlikte, malign olaylarda, kanser
hiicrelerindeki BAX proteininin konsantrasyonu azalir BAX geni apoptotik gendir, direkt P53

tarafindan diizenlenir ve yapisal anahtarlama, trafik islemleri ve agregasyon durumu gibi bir
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dizi degisiklikle intrinsik yoldan programlanmis hiicre 6liimiinii aktive edebilmektedir (322).
p53 genindeki mutasyonlar etkisi ile BAX konsantrasyonlari azalir. Calismalar BAX

ekspresyonunun tiimor gelisimi ile iliskili gostermistir (405).

Bizim caligmamizda, tiim gruplarda BAX geninin ekspresyonun arttigi tespit edilmistir.
Ekspresyon en fazla grup 4 (PEG-TiO,-DOX) (1C5,=9.646+0.357 ug/ml) en az ise grup 1
(TiOy)’de (IC50=4.753%£0.267 pg/ml) anlamli derecede artmistir (p<0.0001). Hiicreye
uygulanan 1Csq dozlarina bakildiginda PEG-TiO,-DOX temelli nanotasiyici ilacin daha fazla
hicrelere etki ederek BAX ekspresyonunu arttigi belirlendi.

7.11. NQO1:

NQO1, 16422 gen iizerinde yerlestigi sitozolik bir flavoenzimdir. NQO1 geni vicutta ¢esitli
dokularda eksprese edilir. NQO1 gen ekspresyonu, hem normal durumda hem de oksidatif
stres kosullari sirasinda antioksidan yanit elemant (ARE) tarafindan diizenlenmektedir.
NQOI gen yapisi, promotor bolgesinde ARE igerir ve niikleer faktor eritroid kaynakli benzeri
2 (Nrf2) tarafindan diizenlenmektedir. NQOL geninin, diger Nrf2 ile indiiklenen detoksifiye
edici enzim (glutatyon S-transferaz ve hem oksijenaz) ile baz1 fizyolojik kosullar altinda
antioksidanlar, iyonlastirici radyasyon, ksenobiyotikler, 1s1 soku, hipoksi ve agir metaller gibi
aktive edildigi gosterilmistir (406). NQO1, kinonlarin bir elektron indirgenmesinin yarikinon
serbest radikallerine ve diger taraftan ROS'a girmesini Onleyerek hcrelerin oksidatif
streslerden korunmasinda rol oynadigindan antikanser enzimi olarak kabul edilir (407). Bu
nedenle, NQOL1 ekspresyonunu indiikleyen bilesiklerin kullanilmasi, kanserin énlenmesi igin
bir strateji olarak onaylanmistir. Diigiik veya eksik bir NQOI1 aktivitesi nedeniyle, insan
kanserlerinin gelisimine yol acar. Kofaktor olan NADH veya NADPH kullanilarak iki
elektronun aktarilmasinin benzersiz 6zelligi nedeniyle, NQO1 dogal ve eksojen kuinonlari
toksik bilesikleri olan hidrokinonlarina doniistirmeye Kkatalize eder. NQO1 yapisal olarak
onemli tiimor baskilayici p53'e baglanir ve proteazomal degradasyonu inhibe ederek protein

stabilitesini arttirir (344).

Yang Yang ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma, NQO1 proteini, meme kanserinde esas
olarak sitoplazmik bir boyama modeli gosterdi. NQOL1 proteini, meme kanserinde esas olarak
sitoplazmik bir boyama modeli gosterdi. Meme kanserinde NQO1 geni kuvvetli pozitif orani
61.9'du ve DCIS (% 31.1), hiperplazi dokular1 (% 13.6) ve bitisik tiimor olmayan dokulardan
(% 13.5) 6nemli Olcude daha yiliksek tesbit edildi. NQO1 genin yiiksek diizeyde ekspresyonu

geg klinik evre, zayif farklilasma, lenf nodu metastazi ile baglandi. Sonug olarak, bu ¢alisma,
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meme kanseri ilerlemesi ile yiksek seviyeli NQO1 ekspresyonu iliskilenmektedir. Meme
kanserlerinin  kotii prognostik degerlendirmesi i¢cin  NQO1 yiksek ekspresyonu bir
biyobelirtec olabilir (408).

Zhenling Li, ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma, NQO1 proteini, adenokarsinom ve skuamoz
hiicreli karsinom (SCC) dahil olmak {iizere akciger kanseri hiicrelerinde esas olarak
sitoplazmik bir boyama modeli gosterdi. NQO1 ekspresyonu KHDAK hicrelerde anlamli
derecede yuksekti (% 59.3), halbuki saglikli akciger dokularda (%0) orani verdi. NQO1'in
yiiksek ekspresyonu, klinik evre ve lenf nodu metastazi ile iliskiliyken, NQOZlekspresyonu
kuvvetli sekilde yliksek kesilmesi, KHDAK'de tiimor boyutu, zayif farklilagsma, ileri klinik

evre ve lenf nodu metastazi ile anlamli derecede baglandi (409).

Xuelian Cui, ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma, NQO1 yiiksek ekspresyonu, sinirda serdz
timorlerden (% 32.3) veya iyi huylu seréz tumorlerden (% 11.3) énemli dlglide yiksek olan
yumurtalik karsinomlarinin% 63.8'inde g0sterdi. Yumurta karsinomda, ylksek NQO1
ekspresyonu, daha yiiksek histolojik derece ve ileri klinik evre ile iligkiliydi. Yumurtalik
kanserinde, NQO1 vyiksek ekspresyonu serdz yumurtalik karsinomlu hastalarin koti

prognostik degerlendirmesi igin etkili bir biyobelirte¢ olabilir (410).

Yaptigimiz ¢alismada uygulanan ilaglarindan, birinci, ikinci, ii¢lincli ve dordiincti gruplarla
NQO1 genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig tesbit edildi. Ekspresyon en az grup 2
PEG-TIO, (ICsp= 70.37£1.378 nug/ml) ile arttiginda, en fazla grup 3 ile DOX (ICso=
4.883%0.196 png/ml) anlamli derecede arttig1 gosterdi (p<<0.0001).

Hicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda grup 2 olan PEG-TiO, dozunun DOX
dozunun 15 kat1 olmasina ragmen, DOX temelli ilacin daha fazla hiicrelere etki ederek NQO1

ekspresyonu arttirdigi belirlendi.
7.12. ABCBL1:

P-glikoproteini kodlayan ABCB1 geni, 7921 kromozomu Uzerinde bulunur ve Insan P-
glikoproteini veya coklu ila¢ direnci 1 (MDR1) geni o da adlandirir. ABCB1 ¢ogu insan ve
kemirgen dokusunda diisiik seviyelerde eksprese edilirken, yliksek ekspresyon seviyeleri
epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunur. ABCB1 geni, bir akinti pompas1 olarak gorev yapan ve
bir dizi endojen maddeyi, ilact ve ksenobiyotik hiicrenin digina tastyan ATP bir transmembran
tasiyict P-glikoproteini (Pgp) kodlar (411). ABCB1, ksenobiyotiklerin ve metabolitlerin

bagirsak liimenine, hatta idrara g¢ikarmasindan sorumludur, bdylece emilim, toksisite ve
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biyoyararlanimlarini azaltir ve bdylece emilim, dagilim, metabolizma ve atilim blyuk bir
katkida gorev yapmaktadir. ABCB1 muhtemelen hem endojen molekillerin ve metabolitlerin
tasinmasinda hem de adrenal bezden ve uterus epitelinden hormonlarin atilmasinda énemli rol
oynamaktadir (412). ABCB1 gen ekspresyonu dénemli 6l¢giide yiikseldiginde anti kanser ilaglart
akist ABCBI tasiyici vasitasiyla artar ve ABCBI1 aracili ilaca direncli timoérlerde MDR'ye
yol acar (413).

Hamdan S. Al-malky ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma, ABCB1, 0.25 ve 1 ug / ml DOX ile
tedavisinden sonra MCF-7 hlcrelerinde asir1 eksprese edildi ve muhtemelen ilag direncine yol
actig1 gosterdi. ABCB1 mRNA'nin bu asir1 ekspresyonu, 20 pg / ml Dilteazim ilavesinden
sonra azaldi, bu da Dilteazim ilavesinin ABCBI1 / P-gp aracili MDR'yi tersine ¢evirdigini
belirlendi. Bu alcak regulasyon, MCF-7 hiicrelerini DOX tedavisine yeniden duyarli hale
getirdi ve ABCB1 protein ekspresyonunun Dilteazim tedavisi ile diisiiriildiiginii dogruladi ve
mihtemelen DOX alimina ve sitotoksisiteye yol acti. Bu g¢alisma, DIL tedavisinin, GPx
seviyesinde bir artis gosteren antioksidan oOzellikleri ile siganda DOX kaynakl

kardiyotoksisiteyi onledigini bulmustur (414).

Yaptigimiz ¢alismada, uygulanan ilaglarindan ikinci grup etkisi ile ABCB1 genin ekspresyonu
kontrol grubuna goére azaldigi tesbit edildi. Birinci, iiclincii ve dordiincii grup ise ABCB1
genin ekspresyonu kontrol grubuna gore arttig1 tesbit edildi. Ekspresyon grup 2’de PEG-TIO,
(ICso= 70.37+1.378 pug/ml) anlaml sekilde azaldig belirlendi. Diger gruplar ise en az arttig
grup 1 TiO; (ICs0= 4.753%0.267 pg/ml). Grup 3 ise DOX (ICso= 4.883+0.196 pg/ml) en fazla
ekspresyonu anlamli derecede arttigi gosterdi (p<0.0001).

Hicreye uygulanan ICsy dozlarina bakildiginda PEG-TiO, temelli nanotasiyici ilacin
hiicrelere etki ederek ABCB1 ekspresyonunu baskiladigi belirlendi. Ote yandan Hiicreye
uygulanan 1Csy dozlarina bakildiginda DOX temelli ilacin en fazla hicrelere etki ederek

ABCB1 ekspresyonu arttirdigi belirlendi.

Sonug olarak PEG-TiO,-DOX tiim genlerin ekspresyonu arttirdigi tesbit edildi. DOX ilaci
CTNNB1 gen ekspresyonu azaltirken tiim diger genlerin ekspresyonu arttig1 saptandi. TiO,
nanoparg¢aciklarinin GPX1, PRDX1 ve CTNNB1 gene ekspresyonu azaltirken diger tiim
genlerin ekspresyonu arttigi belirlendi. PEG-TiO, nanopargaciklar1 ise CTNNB1, CCND1,
NFkB ve ABCBL1 genlein ekspresyonu azaltirken, tiim diger genlerin ekspresyonu arttigi tesbit
edildi.
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Sekil (65): GPX1, SOD1, CAT, PRDX1, CSNK1A1, CTNNB1, CCND1, NFKB1, TOP2A,
BAX, NQO1 ve ABCBL1 genlerinin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi.

Sonug¢ olarak PEG-TiO,-DOX nanopargacik temelli ilacin kanser tedavisinde farkli
mekanizmalar Gzerine olan etkileri hem in vitro hem de in vivo daha genis arastirilmalidir.
Ayrica sagliklt dokular {izerine olan toksiteyi azaltmak ve kanser dokusu iizerine olan
sitotoksisiteyi artirmak amagcli, ekspresyonu artan bir protein ile bu molekiil isaretlenerek

hedefli hale getirilebilir ve bu sekilde tedavi etkinligi daha fazla artirilabilir.
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