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OZET

DOKTORA TEZi

YUKSEK MOLEKULER AGIRLIKLI HYALURONIK ASIT ILE UYARILMIS
WWOX’UN BAS VE BOYUN KANSERINDEKI ROLUNUN ARASTIRILMASI
Ceren ORHAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Tibbi Biyoloji, Doktora Program

Damisman: Prof. Dr. Ayse Nur BUYRU

Bu tez calismasinda, yiiksek molekiiler agirlikli hyaluronik asit (HMW-HA)’in bas ve boyun
kanserindeki biyolojik etkileri ve bu etkinin timor baskilayict WWOX geni ile iliskisi
arastirtlmistir. SCC-25 kanser ve HET-1A normal hiicre hatlarinda yapilan uygulamalarda,
HMW-HA'nin hiicre canlilii, sitotoksisite, apoptoz gostergeleri ve hyaluronidaz (HYALT1)
diizeyleri iizerindeki etkileri analiz edilmistir. Molekiiler yerlestirme caligmalar1 ile HMW-
HA’nin WWOX proteini ile olasit baglanma bolgeleri belirlenmis; RT-qPCR ve Western blot
analizleri ile WWOX ve iliskili genlerin ifade diizeyleri degerlendirilmistir. Bulgular, HMW-
HA’nin WWOX ifadesini artirdigin1 ve bazi apoptozla iliskili genlerin ifadesini degistirdigini
gostermistir. Bu sonuglar, HMW-HA ve WWOX’un birlikte hedeflenmesinin bas ve boyun

kanserlerinde potansiyel bir tedavi stratejisi olabilecegine isaret etmektedir.

Temmuz 2025, 80 sayfa.

Anahtar kelimeler: WWOX, Hyaluronik Asit, Bas ve Boyun Kanseri
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF THE ROLE OF HIGH MOLECULAR WEIGHT HY ALURONIC
ACID STIMULATED WWOX IN HEAD AND NECK CANCER

Ceren ORHAN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology

Medical Biology Doctoral Program

Supervisor: Prof. Dr. Ayse Nur BUYRU

In this thesis study, the biological effects of high molecular weight hyaluronic acid (HMW-HA)
in head and neck cancer and its potential interaction with the tumor suppressor gene WWOX
were investigated. Applications were conducted on the SCC-25 cancer cell line and the HET-
1A normal epithelial cell line to evaluate the effects of HMW-HA on cell viability, cytotoxicity,
apoptotic markers, and hyaluronidase (HYAL1) levels. Molecular docking analyses were
performed to identify potential binding sites of HMW-HA on the WWOX protein. Additionally,
RT-gPCR and Western blot analyses were employed to assess the expression levels of WWOX
and related genes. The findings demonstrated that HMW-HA upregulated WWOX expression
and modulated the expression of certain apoptosis-related genes. These results suggest that co-
targeting HMW-HA and WWOX may represent a promising therapeutic strategy in head and

neck cancers.

July 2025, 80 pages.
Keywords: WWOX, Hyaluronic Acid, Head and Neck Cancer

XV



1. GIRIS

Bas ve boyun kanserleri (BBK), diinya genelinde en sik goriilen yedinci kanser grubunu
olusturan, histolojik ve anatomik ¢esitliligi yiiksek malignitelerden biridir. Siklikla skuamoz
hiicreli karsinom formunda goriilen bu tiimorler; etiyoloji, klinik seyir ve tedaviye yanit
acisindan heterojen bir tablo sergiler. Bu karmasik yapinin etkin yonetimi, biyobelirteclere ve
molekiiler hedeflere dayali kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesini zorunlu

kilar.

Son yillarda, hiicresel mikrogevrenin yeniden sekillendirilmesinde etkili olan
ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenleri, tiimor biyolojisinde dnemli hedefler haline gelmistir.
Bu bilesenlerden biri olan hyaluronik asit (HA), ozellikle CD44 araciligiyla hiicre
proliferasyonu, invazyonu ve metastazda rol alarak kanser progresyonuna katkida bulunur.
HA’nin molekiiler agirligina bagl olarak degisen biyolojik etkileri, onu hem prognostik bir

belirte¢ hem de terapdtik bir hedef haline getirir.

Diger yandan, WWOX (WW domain-containing oxidoreductase) geni, basta skuamoz
hiicreli karsinom (SHBBK)) olmak iizere bir¢ok solid tiimorde baskilanmis olarak gozlemlenen
bir tiimdr baskilayicidir. FRA16D bolgesinde yer alan bu gen, 6zellikle p53 ile is birligi yaparak
apoptoz, hiicre dongiisii regiilasyonu ve DNA hasar yanitinda gérev almaktadir. Literatiirde,

WWOX’un diisiik ifadesinin kotii prognoz ve tedavi direnci ile iligkili oldugu rapor edilmistir.

Bu calismada, yiiksek molekiiler agirlikli hyaluronik asidin (HMW-HA) bas ve boyun
kanseri hiicre hattinda WWOX ifadesi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Calismada hem in vitro
hiicre kiiltliri modelleri hem de molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak, HMW-HA'nin
WWOX araciligiyla apoptoz, hiicre canliligi, hyaluronidaz aktivitesi ve gen/protein
diizeylerindeki degisimleri degerlendirilmistir. Bu baglamda, HA-WWOX ekseninin bas-

boyun kanserlerindeki terapotik potansiyeli ortaya konmaya calisilmigtir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

Diinya Saglk Orgiiti (WHO)’nun 2022 yilinda yayinladigit GLOBOCAN verilerine
gore kanser tanisi almis 20 milyon yeni vaka ve kansere bagli 9,7 milyon oliim ger¢eklesmis
olup 5 yilda kanser tanisi alan kisilerin sayisinin 53 milyonu bulacagini ileri siirmektedirler
(Aupérin, 2020, Bray ve ark., 2024). Tiim insan kanserleri arasinda bas ve boyun kanserleri;
kanser biyolojisi, epidemiyolojisi ve tedavi zorluklar1 acgisindan en karmasik grubu

olusturmaktadir.

2.1. Bas ve Boyun Kanseri (BBK)

BBK; paranazal siniisler, burun boslugu, agiz boslugu, farinks ve larinksin epitel
dokularinda ortaya ¢ikan karmasik bir habis olusumdur (Argiris ve ark., 2008). Bu genis
anatomik dagilim, her biri kendine 6zgii klinik 6zellikler ve tedavi yaklasimlar1 gerektiren
birgok alt bolgeyi kapsamaktadir. Agiz boslugu; agiz, dil, dis etleri ve dudak kanserlerini
icerirken, farinks kanserleri nazofarinks, orofarinks ve hipofarinks olarak alt bolgelere
ayrilmaktadir (Sekil 2.1) (Aupérin, 2020). Larinks kanserleri ses kutusunu (voice box)
etkilerken, salya bezleri, burun ve siniislerde de farkli bas ve boyun maligniteleri gelisebilir

(Aupérin, 2020).



Bas ve Boyun Kanseri Bolgeleri
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Sekil 2.1: Bas ve boyun kanserinde yer alan anatomik bolgeler (National Cancer Institute)

Bas ve boyun kanserleri cogunlukla epitel yiizeyden koken aldigi icin yaklasik %901
skuamoz hiicreli karsinom (SHBBK) olarak siiflandirilir (Aupérin, 2020). Bu durum, bas ve
boyun kanserlerinin anatomik ¢esitliligi ile tezat olusturarak tedavi standartlarinin
belirlenmesinde hem firsatlar hem de zorluklar yaratir. Skuamoéz hiicre kokeni, bu kanserlerin

biyolojik davranisi, tedaviye yanit1 ve metastazi etkilerr (Argiris ve ark., 2008).

Bas ve boyun bdlgesinin anatomik karmasikligi, multidisipliner tedavi yaklagimlarini
zorunlu kilar. Tedavi ekipleri genellikle bas ve boyun cerrahlari, medikal onkologlar, radyasyon
onkologlari, radyologlar, plastik cerrahlar ve dis hekimlerinden olusur. Ayrica fiziksel ve
ergoterapi uzmanlari, konusma ve yutma terapistleri ile beslenme uzmanlar1 gibi destekleyici

bakim uzmanlari, hasta yonetiminde kritik rol oynar (Argiris ve ark., 2008).



2.2. Bas ve Boyun Kanserinde TNM Evreleme

Bas ve boyun kanserlerinde tiimoér boyutunu ve yayilimimi standart bir sekilde
degerlendirerek prognoz ve tedavi planlamasi i¢in TNM evreleme sistemi (Tablo 2.1) kullanilir.
Bu sistem, primer tlimoriin 6zelliklerini (T), bolgesel lenf nodu tutulumunu (N) ve uzak
metastaz varhigin1 (M) kapsamaktadir ve fiziki muayene, goriintiileme, cerrahi bulgular ile
patoloji sonuglarini bir araya getirerek en dogru evrelemenin yapilmasini hedefler (Huang and
O'Sullivan, 2017, Zanoni ve ark., 2019). Hastalar I’den IV’e kadar sayisal evrelere ve
gerektiginde a/b/c alt boliimlere ayrilarak risk gruplarna ayrilir; bdylece, benzer sagkalim
oranlarina sahip homojen gruplar elde edilirken farkli evreler arasinda anlamli prognoz
ayrimlar1 korunur (Lydiatt ve ark., 2017). Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) Kanser
Evreleme Klavuzunun 8. baskisinda insan papilloma viriisii (HPV)-pozitif orofarinks kanserleri
icin ayr1 bir evreleme algoritmasi tanimlayarak, p16-pozitif timorlerin farkli biyolojik davranig
ve daha iyi sagkalim gosterdigini kabul eder (Monden ve ark., 2019, Huang and O'Sullivan,
2017). Ayrica farengeal kanserler tek baslik yerine nazofarenks, HPV-negatif orofarenks +
hipofarenks ve HPV-pozitif orofarenks olarak lice ayirmislardir ve her alt bolgeye 6zgii kriterler
getirmislerdir (Monden ve ark., 2019, Lydiatt ve ark., 2017). Extranodal uzanim (ENE) ise viral
iliskili kanserler ile mukoza melanomu hari¢ tiim bas ve boyun kanserlerinde N kategorisine
dahil edilerek, klinik ve patolojik bulgularla belirlenip yiiksek prognostik degeri olan mindr ve
major ENE ayrimi yapilmistir (Monden ve ark., 2019, Zanoni ve ark., 2019).



Tablo 2.1: Bas ve boyun kanserinde TNM evreleme

Kategori Alt Kategori

Tanim

T (Primer Tiimor) TO

Primer timoriin tanimlanamamast

T1

<2 cm (HPV-pozitif orofarinks kanserleri i¢in)

T2

>2—4 cm (HPV-pozitif orofarinks kanserleri i¢in)

T3

>4 cm veya lingual epiglot uzanimi (HPV-pozitif

orofarinks kanserleri i¢in)

T4a

Orta derecede ilerlemis lokal hastalik; genellikle

cerrahi olarak rezektabl

T4b

Cok ileri lokal hastalik; siklikla multimodal tedavi

gerektirir

N (Lenf Nodlar1)  NO

Bolgesel lenf nodu tutulumu yok

N1-N2 Klinik evrelemede boyut ve lateraliteye, patolojik
evrelemede tutulan nod sayisina gore siniflama
N2a Tek kii¢iik boyutlu nod; extranodal uzanim yok
N3b Herhangi ¢apta extranodal uzanim var (mindr veya
major ENE)
M (Metastaz) MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

ENE (Extranodal Uzanim): Min6r ENE, kapsiilden <2 mm uzanim; Majér ENE, kapsiilden

>2 mm veya ¢iplak gozle goriilebilir invazyon.




2.3. Bas ve Boyun Kanseri Epidemiyolojisi

SHBBK, diinya genelinde yedinci en sik goriilen kanser olup, GLOBOCAN verilerine
gore yilda 890.000 yeni vaka ve 450.000 6ltimle sonuglanir (Barsouk ve ark., 2023, Bray ve
ark., 2024). Bu kiiresel yiik, tim kanser tanilarinin yaklagik %4,5’ini ve kanserle iliskili
oliimlerin %4,6’s1n1 olusturur. Siklik dagilimi cografi ve demografik olarak belirgin farkliliklar
gosterir; Giiney ve Glineydogu Asya, Orta ve Dogu Avrupa ile Gliney Amerika’da daha yiiksek
oranlar goriiliir (Barsouk ve ark., 2023). Erkeklerde kadina oranla yaklasik 2:1’lik bir fark
vardir; bu durum da tarihsel olarak tiitiin ve alkol kullanimindaki farkliliklardan kaynaklanir.
Ancak, son epidemiyolojik egilimler, 6zellikle gelismis tilkelerde geng niifus ve kadinlarda risk
faktorlerinin degisimiyle HPV iligkili kanserlerin artigina isaret eder (Barsouk ve ark., 2023).
Bu farkliliklar, sigara igme aliskanliklarindaki degisimler ve HPV prevalansindaki artigla
iligkilendirilir (Barsouk ve ark., 2023).

2.4. Bas ve Boyun Kanserinin Risk Faktorleri ve Etiyolojisi

Bas ve boyun kanserlerinin baslica risk faktorleri arasinda tiitiin kullanimi, alkol
tikketimi, HPV enfeksiyonu ve ¢esitli ¢evresel maruziyetler yer alir. Tiitiin ve alkoliin birlikte
kullanilmasi, bu kanserlerin yaklasik %75’inden sorumlu olup; agir ve eszamanl kullanildig:
durumda, kanser riskini 40 kata kadar artirabilen sinerjistik etki gosterir (Barsouk ve ark., 2023,
Gormley ve ark., 2022). Tiitiiniin karsinojenik etkileri sigara, puro, pipo ve ¢igneme tiitiinii de

dahil olmak iizere tiim formlarimi kapsar (Gormley ve ark., 2022).

Yiiksek riskli HPV tipleri, 6zellikle orofarinks kanserlerinde giderek daha 6nemli bir
etiyolojik faktor haline gelmistir (Barsouk ve ark., 2023, Gormley ve ark., 2022). Daha ¢ok
geng bireyleri etkileyen HPV iligkili bag ve boyun kanserleri sigara-alkol iligkili olana kiyasla
daha iyi prognoza sahiptir. Bu durumda ortalama sagkalim siiresi 130 ay olarak bildirilirken,
sigara-alkole bagli hastaliklarda bu siire 20 ay olarak bildirilmistir (Barsouk ve ark., 2023).
Gelismis tlilkelerde HPV iliskili vakalarin, sigara ve alkol kaynakli olanlarin insidansin1 agmast

beklenmektedir (Barsouk ve ark., 2023).

Ek risk faktorleri arasinda tiitlinsiiz olsa bile agi1z kanseri riskini belirgin sekilde artiran
betel cevizi (paan) ¢igneme bulunur. Bu aliskanlik Giiney ve Giineydogu Asya’da yaygin olarak
gozlenmektedir ve bu bolgelerdeki yiiksek insidansa katkida bulunmaktadir (Barsouk ve ark.,

2023, Gormley ve ark., 2022). Mesleki maruziyetler, yetersiz agiz sagligi ve beslenme



eksiklikleri gibi ¢evresel faktorler de bas ve boyun kanseri gelisimine katki saglar (Gormley ve
ark., 2022). Epstein—Barr viriisii ise 6zellikle nazofarinks karsinomlartyla iligkilendirilen diger

onemli bir infeksiy0z ajandir (Vasudevan and Yom, 2021).

2.5. Bas ve Boyun Kanserinde Klinik Bulgular ve Semptomlar

Bas ve boyun kanserleri, primer tiimor yeri ve hastaligin yaygmligina bagli olarak
cesitlenen semptomlarla ortaya ¢ikar. Boyun, ¢cene veya agizda kalict kitleler; primer timor
veya metastatik lenf nodu tutulumunu isaret edebilir (Bradley ve ark., 2024). lyilesmeyen ag1z
tilserleri, agiz boslugu kanserli hastalarin ¢ogunda karsilagilan sik bir bulgu olarak belirtilir

(Bradley ve ark., 2024).

BBK, kritik anatomik yapilarin tutulumu nedeniyle fonksiyonel bozukluklarla da
seyredebilmektedir. Farinks veya yemek borusunu etkileyen tiimoérler, yutma gii¢liigiine
(disfaji) neden olarak yiyecegin takilma hissi veya yutma sirasinda agriya yol acabilir (Bradley
ve ark., 2024). Larinks tutulumu veya yaygin olarak goriilen agiz boslugundaki timdérlesme
konusma bozukluklarina neden olabilirken; isitme kaybi1 veya kulak agrisi ise isitsel sistem

yakinlarindaki yapilarin tutulumunu gostermektedir (Bradley ve ark., 2024).

Aciklanamayan kilo kaybi, kalict bogaz agrisi ve kronik Oksiiriik gibi sistemik
semptomlar, ileri evre hastalik veya belirli anatomik tutulumlar diistindiirtir (Bradley ve ark.,
2024). Hastalarin yaklasik tigte ikisi ileri evrede tan1 alir ve bu durum tedavi sonuglari ile

sagkalim oranlar1 lizerinde olumsuz etki gdsterir (Argiris ve ark., 2008).

2.6. Bas ve Boyun Kanserinde Tam ve Tedavi Yaklasimlar

Bas ve boyun kanseri tanisi; klinik degerlendirme, goriintiileme yontemleri ve
histopatolojik bulgularin birlikte degerlendirilmesi ile yapilir. ilk degerlendirme, tiitiin ve alkol
kullanimu, aile dykiisii ve ¢evresel maruziyetler gibi risk faktorleri tizerine ayrintili 6ykii alimim
kapsar (Galbiatti ve ark., 2013). Ardindan fiziki muayene, lenf nodu degerlendirmesi, agiz
boslugu muayenesi ve kraniyal sinir fonksiyonlarmin incelenmesiyle kesin tani konur

(Georgopoulos and Liu, 2015).

Gorilintiileme, timor yayilimi ve tedavi planlamasinda kritik rol oynar. Bilgisayarl

tomografi, manyetik rezonans goriintiileme ve pozitron emisyon tomografisi gibi ileri



yontemler; tiimoriin boyutlari, ¢evre yapilarla iliskisi ve bolgesel veya uzak metastaz varligi

hakkinda detayli bilgi saglamaktadir (Vishwanath ve ark., 2020).

Kesin tani, malignite varligimi dogrulayan ve tiimor ozelliklerini belirleyen doku
biyopsisi ve histopatolojik incelemeyi gerektirir. Biyopsi yaklasimi, lezyonun yerine ve
erisilebilirligine gore; basit prosediirlerden, derin yerlesimli tiimorlere yonelik cerrahi

yaklasimlara kadar degigsmektedir (Abou-Foul ve ark., 2024).

Tedavide; cerrahi teknikler, radyoterapi uygulamalar1 ve sistemik tedavi
seceneklerindeki gelismelerle Onemli Olcgiide ilerleme kaydedilmistir. Baslica tedavi
modaliteleri; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik tedavilerdir. Tedavi se¢imi,
timor yeri, evre, hasta durumu ve organ koruyucu yaklagimlar gibi bir¢cok etkene bagli olarak

yapilir (Anderson ve ark., 2021).

Immiinoterapi alanindaki son gelismeler, bas ve boyun kanseri ydnetiminde yeni bir yol
acmistir. Immiin kontrol noktasi inhibitdrleri, hem niiks/metastatik donemde hem de kiiratif

tedavi rejimlerinde klinik fayda saglamaktadir.

2.6.1. Hyaluronik Asitin Fonksiyonlar:

Hyaluronik asit, dokularda yaygin olarak bulunan dogal bir glikozaminoglikandir ve
molekiiler agirligina bagl olarak farkli biyolojik etkiler gosterir. Yiiksek molekiiler agirlikll
HA (HMW-HA), dokularin biitlinliiglinii koruyup anti-inflamatuar etkiler saglarken, diisiik
molekiiler agirliklt HA pargalari inflamatuar yanitlar tetikleyebilir (Jiang ve ark., 2011, Lee-
Sayer ve ark., 2015). Kanser mikrocevresinde HA, 6zellikle CD44 gibi reseptorler araciligiyla
tiimor hiicrelerinin proliferasyon, invazyon ve metastaz silireglerinde 6nemli roller iistlenir
(Vishwanath ve ark., 2020). Ayrica, HA bazli nanomateryaller, yiiksek CD44 ekspresyonu
gosteren kanser hiicrelerini ve tiimor iligkili immiin hiicreleri hedefleyerek immiinoterapotik
ajanlarin etkinligini artirmakta ve sistemik toksisiteyi azaltmaktadir (Kim ve ark., 2018, Lee ve

ark., 2023, Pashkina ve ark., 2025).

2.6.2. Tedavide Hyaluronik Asitin Yeri

Hyaluronik asit (HA), hem bagisiklik diizenleyici bir ajan hem de gelismis bir ilag
tagima sistemi olarak kanser immiinoterapisinde énemli bir potansiyele sahip ¢ok yonlii bir
biyomateryal olarak one ¢ikmaktadir. Ekstraselliiler matrikste bol miktarda bulunan dogal bir

glikozaminoglikan olan HA, molekiiler agirligina bagh olarak ¢ift yonlii immiinolojik 6zellikler



gosterir. Yiiksek molekiiler agirlikli HA dokunun bitiinliigiinii ve anti-inflamatuar yanitlart
desteklerken, diisilk molekiiler agirlikli parcalanmis HA inflamatuar yollar1 uyarabilir ve
bagisik sistem hiicrelerinin aktivasyonunu arttirabilir (Jiang ve ark., 2011, Lee-Sayer ve ark.,
2015). Kanser tedavisinde, HA-temelli nano-materyaller; yiiksek diizeyde CD44 ifade eden
kanser hiicreleri ve tiimor iligkili immiin hiicreleri ve immiinoterapdtik ajanlarin belirli hiicreleri
0zgiin sekilde hedeflemesini saglayarak sistemik toksisiteyi en aza indirger (Lee ve ark., 2023,
Kim ve ark., 2018, Pashkina ve ark., 2025). Ayrica HA, protein bazli asilar i¢in etkili bir
immiinolojik adjuvan olarak islev gormektedir. Antijenin immiinojenitesini artirarak,
giiclendirici doz gereksinimini azaltir ve antijenlerin enflamasyon olusturmadan lenf nodlarina
taginmasini kolaylastirir (Dalla Pieta ve ark., 2021). Son yillarda yapilan ¢alismalar, HA-temelli
tagima sistemlerinin ayni anda tiimor hiicrelerinde immiinojenik hiicre 6liimiinii uyarabildigini,
tiimor iliskili miyeloid hiicreleri anti-tiimdr fenotiplere dogru modiile edebildigini ve immiin
kontrol noktast inhibitér tedavilerinin etkinligini artirabildigini gostererek kombine
kemoterapi-immiinoterapi yaklagimlart i¢in {imit vaat eden bir strateji ortaya koymustur

(Rodella ve ark., 2025, Lee ve ark., 2023).

2.7. Hyaluronik Asitin Bas ve Boyun Kanserlerindeki Rolii

HA, SHBBK ilerlemesinin kritik diizenleyicilerinden biri olarak gorev yapmaktadir.
Hem tiim6r dokularinda hem de hasta tiikiiriik 6rneklerinde HA diizeyinin yiikselmis oldugu
rapor edilmistir. Arastirmalar, SHBBK hastalarinda HA diizeylerinin saglikli kontrollere
kiyasla 4,9 kat daha yiiksek oldugunu gosterirken, HA parcaciklarinin molekiiler agirlik
dagiliminin tiimor invazyonu ve tedavi direncini 6nemli Olgiide etkiledigi bildirilmistir
(Franzmann ve ark., 2003). Ayrica, 50 larenks kanserli hastadan ve 50 konrol grubundan
toplanan tiikiiriik ve doku 6rneklerinde hyalurinidaz olarak gorev yapan HY AL-1 ifadesindeki
artis, hem HA nin hem de hyalurinidazlarin larenks kanserinde rol alabilecegini gostermektedir
(Inan ve ark., 2019) HA-CD44 reseptdr ekseni, epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)
ve onun altindaki sinyal yolaklarini etkinlestirerek kanser hiicre ¢ogalmasini, invazyonu ve
kemoterapi direncini desteklemede merkezi rol oynamaktadir (Wang and Bourguignon, 2006,
Kavitha ve ark., 2023). HPV-pozitif tiimorler rezidiiel p53 etkinligi ile viral onkoprotein (E6 ve
E7) aracili yolaklar iizerinden islev gosterirken, HPV-negatif tiimorler dogrudan timor
baskilayict genlerin baskilanmasi ile gelismektedir. (Sun ve ark., 2020). Bu bulgular, HA

metabolizmasinin hem prognostik bir biyobelirte¢ hem de potansiyel bir terapotik hedef olarak
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konumlanmasini saglamis olup, hyaluronidaz temelli tedaviler geleneksel kanser tedavilerinin

etkinligini artirma potansiyeli tagimaktadir.

2.7.1. Hyaluronik Asit Metabolizmasi ve SHBBK’de Sentezi

Bag-boyun skuamoz hiicreli karsinomda hyaluronik asit metabolizmast hem sentez hem
de yikim enzimleri araciligi ile tiimor mikrogevresini etkiler. Hyaluronik asit sentazin 3
izoformu (HAS1, HAS2, HAS3), iirettikleri HA polimerlerinin molekiiler agirliklarina gore
ayrilirlar: HAS1 200-2.000 kDa; HAS2 >2.000 kDa; HAS3 ise 100—1.000 kDa araliginda
zincirler sentezler (Chen ve ark., 2018). Pan-kanser analizleri, HAS1 ifadesinin SHBBK
dokularinda normal dokuya kiyasla anlamli derecede artmis oldugunu ve bunun da malign
dontisiimde etkili oldugunu gostermektedir (Bao ve ark., 2023). Buradaki ifade artist hem
HAS3 araciligiyla HA sentezini hem de HYAL-1 ve HYAL-3 araciligiryla HA yikimini kontrol

eden ANp63 transkripsiyonel programi tarafindan diizenlenir (Compagnone ve ark., 2017).

Hyaluronidazlar tarafindan gergeklestirilen HA yikimi sonucu ortaya ¢ikan, farkli
molekiiler agirliklarda pargaciklar kanserin ilerlemesi tizerinde farkli biyolojik etkilere sahiptir.
HYALT1, 20 kDa’dan kiiciik HYAL?2 ise 20-50 kDa parcaciklar iiretirken, her iki enzim de
SHBBK tiimérlerinde yiiksek diizeyde ifade edilir. Bu enzimlerin etkinligi sonucunda, timor
mikrogevresinde 500 kDa’dan biiyiik yapisal komponentlerden 30 kDa’dan kiigliik pro-
inflamatuar parcalara kadar farkli biiyiikliikte molekiiller olusur. HA’nin siirekli sentez ve
yikimi, molekiil agirlik gecislerinin dogrudan kanser hiicresi davranigini etkiledigi dinamik bir
sistem yaratmaktadir. Diiglik molekiil agirlikli parcalar genellikle invazyon ve metastazi tesvik
ederken, yiiksek molekiiler agirlikli HA’nin koruyucu etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir

(Chen ve ark., 2018).

Calismalar, HAS1 ifadesinin kromozomal karasizlik, mikroniikleus olusumu ve
sentrozom anormallikleri gibi kanser ilerlemesinin karakteristik Ozelliklerini tetikledigini
gosterir. Hiicre boliinmesi siireclerini degistirebilen hiicre i¢i kisa HA birikimi, klonal g¢esitlilik
ve genetik kararsizlik olusturarak tiimor evrimini hizlandirir. HAS1-ifade eden hiicrelerde
mikrogekirdek oranlarmin kontrole kiyasla anlamli derecede yiiksek olmasi, HA
metabolizmasinin agresif kanserlere 6zgli genomik kararsizliga dogrudan katkida bulunur

(Nguyen ve ark., 2017).
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2.7.2. CD44 Aracihi Sinyal Yolaklar: ve Hiicresel Etkiler

CD44 reseptorii, bas-boyun kanserlerinde hyaluronik asit sinyalinin birincil aracisi
olarak hem hiicre adezyon molekiilii hem de onkogenik yolaklarin kritik diizenleyicisi olarak
islev goriir. CD44 ekspresyonu, normal dokuya kiyasla SHBBK 6rneklerinde anlamli derecede
yiiksektir ve ozellikle Evre 1, Grade 2 tiimorlerde en list diizeye ¢ikar. Bu artig, kotii sagkalim
sonuglartyla giiclii bi¢imde iliskili olup, 6zellikle HPV-negatif timdrlerde ve TP53 mutasyonu
tastyan Orneklerde daha belirgin olarak goriilmektedir (Kavitha ve ark., 2023).

HA-CD44 etkilesimi, membran reseptdr kompleksleri olusturarak dogrudan EGFR
sinyalini etkinlestirir. HA baglandiginda CD44, EGFR ile birlesip fosforillenerek ERK
yolagiin etkinlesmesini tetikler. Bu sinyal yolagi, kanser hiicresinin ¢ogalma ve gociinii
destekler; anti-CD44 antikor tedavisinin HA aracili EGFR fosforillenmesi ve ERK
etkisenlesmesini durdurdugunu gosteren calismalar bulunmaktadir (Wang and Bourguignon,
20006). Klinik agidan, ANp63 kaynakli CD44 ifadesinin artmasi, EGFR sinyalinin etkinlesmesi
ve ABCCI ifadesinin artistyla iliskili oldugu gozlemlenmistir ki bu durum da kemoterapi

direncine neden olur (Compagnone ve ark., 2017).

CD44 ayrica SHBBK’de kanser kok hiicrelerinin belirteci olarak gorev yapar;
Lin"CD44" alt popiilasyonu, artmis kendini yenileme kabiliyeti, timor baslatma potansiyeli ve
konvansiyonel tedavilerde dirence neden olur. Bu durum da CD44-aracili HA sinyalinin en
agresif hiicre popiilasyonlarini korudugunu ve genislettigini gosterir. CD44—-HA etkilesimi ayn1
zamanda hiicrelerin epitel-mezenkimal gecis (EMT) siirecini diizenleyerek invazyon ve

metastazi destekler (Trapasso and Allegra, 2012).

Farkli molekiiler agirliktaki HA pargalarinin CD44 ile etkilesimi, tiimor progresyon
paternlerini belirleyen farkli hiicresel yanitlar olusturur. Yiiksek molekiiler agirlikli HA (>500
kDa), hiicre-hiicre temas inhibisyonunu taklit ederek biiylimenin durmasina yol acabilirken;
kiiciik fragmanlar (<10 kDa), farkli sinyal mekanizmalar1 araciligiyla proliferasyona neden
olur. Molekiiler agirliga bagimli bu sinyallenme, HA’nin kanserde hem baslatict hem de

engelleyici etkileri gostermesinin ardindaki karmasik rolii aciklar (Karousou ve ark., 2023).
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2.7.3. Hyaluronik Asitin Molekiiler Agirhgina Bagh Tiimor Davranislar

Timor mikrogevresindeki HA fragmanlarinin molekiiler agirlik dagilimi, kanser
progresyonu lizerindeki biyolojik etkilerini belirler. Yiksek molekiiler agirhikli HA (>500
kDa), doku yapisini koruyarak yapisal destek saglama ve invazyonu engelleme yoluyla
antitimorojenik ozellikler sergilemektedir. Chen ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada, 500 kDa HA
iceren hidrojellerde kiiltiire edilen kanser hiicrelerinin invaziv potansiyelinin, daha diisiik
molekiiler agirlikli HA fragmanlarina maruz kalanlara gore anlamli bigimde azaldigini
gostermislerdir (Chen ve ark., 2018). Bu koruyucu etki, yliksek molekiiler agirlikli HA nin
MAPK ve Akt yolaklarin1 inhibe ederek matris metalloproteinaz (MMP) iiretimini
baskilamasindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (Chang ve ark., 2012, Chen ve ark., 2018).

Orta (50-350 kDa) ve diisiik (<30 kDa) molekiiler agirlikli HA parcalari ise ¢ogalma,
adezyon ve invazyonu kolaylastiran matris yikict enzimlerin salgisini arttirarak aktif olarak
kanser progresyonunu destekler. Diisiik molekiiler agirlikli pargalar, pro-inflamatuar ve pro-
anjiyojenik ozellikleriyle tlimor biiylimesi ve metastaz i¢in elverisli mikrogevre olusturur (Chen
ve ark., 2018). Hyaluronidaz aktivitesiyle bu fragmanlarin olusumu, pozitif bir geri bildirim

dongiisii yaratarak daha fazla enzim tiretimi ve matrisin yeniden sekillenmesini tetikler.

Yiiksek hyaluronidaz etkinligi gosteren tiimorlerin ise artan diisiik molekiiler agirlikli
parca iiretimeleri nedeniyle daha invaziv ve kotii prognozlu oldugu bildirilmistir. SHBBK
hastalarimin tiikiiriik 6rneklerinde HA ve hyaluronidaz aktivitesinin sirasiyla 4,9 ve 3,7 kat
artmis olmasi, sentez ve yikim dengesinin degistigini gostermektedir (Franzmann ve ark.,

2003).

2.7.4. Hyaluronik Asitin Prognostik Onemi

HA ve ilgili reseptorlerin ifadelerinin diizeyleri, hasta sagkalimi ve hastalik progresyonu
ile iliskili oldugu icin prognostik deger tasimaktadir. Yiiksek stromal HA ifadesi, 6zellikle
HPV-negatif oral kavite kanserlerinde niikssiiz sagkalimin kotii olmasi ile iligkilidir. Bu
prognostik 6nem, HPV-negatif orofaringeal kanserlerde gézlenmemekte, bas-boyun bdlgesinin
farkli anatomik konumlarinda alt tiplere 6zgli mekanizmalarin farkli olduguna isaret eder (Sun

ve ark., 2020).

RHAMM (receptor for hyaluronic acid-mediated motility) da SHBBK’de umut vadeden
bir prognostik belirtegtir olarak 6ne siiriilmektedir. Orneklerin %73 {inde protein diizeyinde

tespit edilen RHAMM ifadesi, artmis hiicre proliferasyonu ve azalmis hasta sagkalimi ile
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iligkilidir (Schmitt ve ark., 2009, Shigeishi ve ark., 2014). RHAMM tetramerlerini taniyan
HLA-A2" hastalarin %0,06-0,13’1i CD8" efektor T hiicresinin interferon-y ve granzyme B

salgiladig1 gozlemlenmistir ki bu durum da aktif immiin tanimay1 gosterir (Schmitt ve ark.,

2009).

2.7.5. Tedavide HA Hedeflenmesi

HA’nin SHBBK progresyonundaki merkezi rolii, enzimatik deplesyon stratejilerinden
hedefe yonelik ilag tasima sistemlerine kadar g¢esitli terapotik yaklagimlart glindeme
getirmektedir. PEGillenmis insan hyaluronidaz (PEGPH20), tiimor mikrogevresinden HA’y1
enzimatik olarak temizleyerek ila¢ dagilimini ve tedavi etkinligini artirmayr amaglayan bir
yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Faz III klinik ¢alismalarda kemoterapi kombinasyonlar1 sinirlt
basar1 gosterse de, PEGPH20’nin tiimor oksijenasyonunu iyilestirerek radyosensitizasyon

saglama potansiyeli umut vadetmektedir (Seki ve ark., 2022).

Hyaluronidaz, konvansiyonel SHBBK tedavilerine adjuvan olarak da klinik fayda
saglamaktadir; ileri evre bag-boyun tiimorlii 48 hastada radyoterapi ve kemoterapiye eslik eden
hyaluronidaz kullaniminin, bes yillik niikssiiz sagkalimi %47’ye ¢ikardigi ileri stirtilmiistiir.
Kemoterapi rejimi cisplatin, ve hyaluronidaz kombinasyonunu igerirken; mukozit, bulanti, ve

periferik noropati gibi yan etkiler rapor edilmistir (Klocker ve ark., 1998).

HA-CD44 ekseni, CD44-ekspresor hiicre ylizeylerine 6zgii nanotasiyici sistemlerle
hedefe yonelik ila¢ salimi i¢in firsatlar sunmaktadir. Bu HA-temelli nanotasiyicilar, CD44*
kanser hiicrelerini se¢ici olarak hedeflerken normal dokularda sistemik toksisiteyi azaltir (Xu

ve ark., 2023).

2.7.6. Hyaluronik Asitin Tiimor Mikrocevresi ile Etkilesimi

Bas-boyun skuamdéz hiicreli karsinomun mikrogevresi; kanser hiicreleri, stromal
bilesenler ve immiin hiicreler arasinda karmasik etkilesimlere sahiptir. HA bu iliskilerin
merkezi diizenleyicisidir. Timor smir bdlgelerinde farklt molekiiler agirhikli HA
konsantrasyonlari, invazyon yollar1 olusturarak kotii prognostik sonuglarla iliskilendirilir (Chen
ve ark., 2018). Stromal kanser iligkili fibroblastlar ve Hyal2* myeloid kaynakli baskilayici
hiicreler arasindaki etkilesim, HA parg¢alanmasini artirarak pro-inflamatuar fragman birikimine
yol acar ve tiimor ilerlemesini destekleyen iltihabi bir ortam yaratir. HA-zengin stroma
miyeloid tiirevli baskilayici hiicrelerin PD-L1* tumor iligkili makrofajlara doniisiimiine neden

olarak immunosupresif bir mikrogevre olusturur. Bu durum, immiinoterapilere yaniti
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engellediginden SHBBK hastalarinda degisken tedavi sonuglarini agiklamaktadir (Donelan ve
ark., 2022).

Anjiyogenez ag¢isindan, diisiik molekiiler agirlikli HA pargalar1 endothelial hiicre CD44
reseptorlerini tetikleyip Ezrin yolunu etkinlestirerek yeni damar olusumuna neden olmaktadir.
Buna karsin uzun HA fragmentleri, Merlin sinyalini etkinlestirerek proliferasyonu baskilar

(Karousou ve ark., 2023).

HA'nin bu dinamik mikrogevresel etkileri, onun sadece fiziksel bir bilesen olmadigini,
ayni zamanda hiicre i¢i sinyal yolaklarinda dogrudan goérev alan bir diizenleyici oldugunu
gosterir (Jiang ve ark., 2011). Hyaluronidaz enzimleri, HA'min pargalanmasiyla tiimor
mikrogevresindeki dinamikleri dogrudan yonlendirir. Hyaluronidaz-2 (HYAL2) ifade eden
myeloid kaynakli baskilayict hiicreler (MDSC'ler), HA {ireten kanser iliskili fibroblastlarla
etkileserek pro-inflamatuar HA parcgalarinin birikimine yol agar (Donelan ve ark., 2022). Bu
pargalar sadece immiinosupresif mikrocevreyi giliglendirmekle kalmaz, ayni zamanda
HYAL2/WWOX/SMAD4 sinyal ag1 araciligiyla hiicre i¢i tiimor baskilayic1 mekanizmalari

diizenler.

Hyaluronan ile WWOX arasindaki iliski, ekstraseliiler matriks sinyallemesi ile timor
baskilama mekanizmalarinin kritik bir kesisimini olusturmaktadir. Arastirmalar, bu
molekiillerin HYAL2 ve SMADA4’1i igeren karmasik bir sinyal agina katilarak hiicre 6liimii,
kanser ilerlemesi ve tedaviye yanitlar1 diizenlediklerini gostermektedir (Hsu ve ark., 2017,
Taouis ve ark., 2021, Hsu ve ark., 2016). Bu yolak, ekstraseliiler matriks bilesenlerinin hiicre
ici timor baskilayic1 fonksiyonlar1 dogrudan nasil etkileyebilecegini ortaya koyarak kanser

biyolojisi ve potansiyel terapotik hedefler hakkinda yeni goriisler ortaya ¢ikarmaktadir.

2.8. WWOX Geni ve Proteini

WWOX geni, kromozomun 16q23.3-q24.1’in replikatif stres kosullarinda kromozomal
kirilma ve delesyonlara yiiksek duyarlilik gosteren FRA16D kirilgan bolgesinde konumlanir
(Kosla ve ark., 2020, Ehaideb ve ark., 2018). Cogu insan genine kiyasla farkli bir yapiya sahip
olan WWOX geni 1.1 megabazi agsan DNA’s1 i¢inde yalnizca 414 amino asitlik bir protein
kodlar. Bu istisnai gen uzunlugu, primer transkriptinin %98’den fazlasini intronik dizilerin
olusturdugu en uzun genler arasinda yer almasini saglar (Lee ve ark., 2021). WWOX geni en

yuksek diizeyde tiroid dokusunda, en diisiik diizeyde ise diiz kasta ifade edilir (Sekil 2.2).
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Bulk tissue gene expression for WWOX (ENSG00000186153.18)
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Sekil 2.2: WWOX geninin dokulardaki ifade diizeyi (GTExPortal, (Coorens ve ark., 2025))

WWOX, karmasik alternatif splicing ile birgok transkript varyant:1 iiretebilen dokuz
ekzon icermektedir. Ana transkript FORII, tiim ekzonlar1 kapsayarak tam uzunlukta 414 amino
asitlik proteini tiretirken, FORI gibi alternatif transkriptler farkli ekzon kombinasyonlari sonucu
tiretilir (Paige ve ark., 2001, Lee ve ark., 2021). Alternatif splicing etkinlikleri, kanserle iligkili
transkript varyantlarinin olusumunu artirarak, ekzon 5-8 kaybi gibi kisa transkriptlerin ortaya
¢ikmasina ve sonugta timor baskilayici etkinligin yitirilmesine neden olur (Paige ve ark., 2001).
WWOX’un tam transkripsiyonu uzun siirdiigii i¢in 6zellikle hizla boliinen hiicrelerde bir hiicre
dongiisiiniin uzunluguna esit ya da daha fazla zaman almasi, gen uzunlugunun transkripsiyonel
diizenleme tizerindeki islevsel etkisini vurgular (Lee ve ark., 2021). WWOX proteini, N-ucunda
yer alan iki WW alan1 ve C-ucunda bulunan bir SDR alanindan olusan yapisiyla, hem protein—
protein etkilesimlerinde islev gdsterirken hem de katalitik bir rol iistlenebilir (Farooq, 2015,
Lee ve ark., 2021). Yaklasik 46 kDa agirligindaki bu protein (Sekil 2.3), prolin-igeren motifleri
(PPXY, LPXY, LPXF) taniyan birinci WW alan1 (WW1) araciligiyla bir¢ok etkilesimde rol
oynamaktadir (Saigo ve ark., 2018, Farooq, 2015). ikinci WW alan1 (WW?2), ilk alanmn
baglanma aktivitesini diizenleyen bir saperon gibi islev goérmektedir (Farooq, 2015). C-
ucundaki SDR alan1 ise NAD(P)(H)-bagimli oksidorediiktaz siiper ailesine ait olarak, hiicresel
steroid ve retinoidlerin redoks reaksiyonlarma katalizor olarak katki saglayabilir (Abu-

Remaileh and Ageilan, 2014, Mahmud ve ark., 2021).
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Sekil 2.3: WWOX proteini katlanma yapisi (AlphaFold veritabani, https://alphafold.ebi.ac.uk/)

WW alanlar1 arasinda bulunan niikleer lokalizasyon sinyali, WWOX’un sitoplazmik ve
cekirdek arasinda taginmasina izin vererek hem sitoplazmik sinyalizasyonu hem de c¢ekirdek

yazilimsal diizenlemeyi koordine etmesini saglar (Mahmud ve ark., 2021).

2.9. WWOX ve Kanser

WWOX; hiicre 6liimii, hiicre dongiisii kontrolii, DNA hasar yanitt ve metabolik
yolaklarin diizenlemesi gibi stiregleri diizenleyen bir proteindir (Kosla ve ark., 2019, Kosla ve
ark., 2020). Temel mekanizma, p73, c-Jun, AP-2y, ErbB4 ve Glil gibi transkripsiyon
faktorlerini sitoplazmada tutarak cekirdekteki etkinliklerini engeller (Kos$la ve ark., 2019).
Metabolik olarak ise WWOX, HIF1a’ya baglanarak onun kararliligini diistirmekte ve Warburg
etkisini tersine g¢evirerek mitokondriyal oksidatif metabolizmay1 destekler; boylece kanser
hiicrelerinin tipik glikoliz bagimliligini engeller (Abu-Remaileh and Ageilan, 2014, Kosla ve
ark., 2020). WWOX eksikligi glukoz alimini arttirip laktat iiretimini yiikseltirken mitokondriyal
solunumu azaltmaktadir; bu da tiimor biiylimesine neden olur (Abu-Remaileh and Ageilan,

2014).

Meme, akciger, karaciger, mide, over ve pankreas kanserlerinde heterozigotluk kaybi
ve ifadesinin azalmast WWOX un tiimor baskilayici olarak goriir (Saigo ve ark., 2018, Ehaideb

ve ark., 2018, Kosla ve ark., 2020). Knudson’un ¢ift vurus hipotezine benzer bigimde, eksikligi
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¢ogu timorde gozlemlense de tam bialelik inaktivasyon nadiren goriilmekle birlikte daha ¢ok
hiicre hatlarina 6zgii oldugu ileri siiriilmiistiir (Lewandowska ve ark., 2009, Saigo ve ark.,
2018). WWOX, p53 aracili apoptoz yanitlarimi giiglendirip, TNF-a-bagli 6liim sinyalini
desteklerken DNA onarim mekanizmalariyla genom biitiinliiglinii koruyarak kanser gelisimini
engeller (Saigo ve ark., 2018, Kosla ve ark., 2020). Ozellikle glioblastomada diisiik WWOX
ifadesi yiiksek invazyon ve radyasyona direngle, yiiksek ifade ise artmis radyasyon hasar1 ve

azalmis ¢ogalma ile iligkilidir (Kosla ve ark., 2019, Kosla ve ark., 2020).

2.9.1. WWOX’un Bas ve Boyun Kanserindeki Yeri

SHBBK timdr dokularinda WWOX ifadesi normal komsu mukoza ile
karsilagtirildiginda anlamli sekilde azalir. 80 SHBBK tiimor 6rnegi iizerinde yapilan bir
calismada, vakalarin %76,3’tinde WWOX ifadesinin normal dokulara kiyasla azaldig: ve ifade
diizeylerinde 3,5 katlik istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandigi bildirilmistir (Ekizoglu
ve ark., 2015). Ayn1 durum bagka bir ¢alismada, bag ve boyun bolgesindeki farkli anatomik
alanlar1 kapsayan tiimor tiplerinde de gozlenir; 6rnegin oral skuaméz hiicreli karsinomda
vakalarin  %50’sinde WWOX ifadesinde degisiklik tespit edilmis ve bazi tiimorlerde
transkriptlerin tamamen kayboldugu ileri siirtilmiistiir (Pimenta ve ark., 2006). Ayrica
WWOX’un azalan ifadesi Dvl proteinlerinin c¢ekirdege gecisini arttirarak SHBBK’nin
ilerlemesinde rol aldig1 bildirilmistir (Celebi ve ark., 2020).

WWOX ifade diizeyindeki azalma, hastaligin ilerlemesi ve tiimor ozellikleriyle iliski
gostermektedir. Ozellikle ileri evre timdr drnekleri ve skuamdz hiicreli karsinom histolojisine
sahip vakalarda bu azalma go6zlenir (Ekizoglu ve ark., 2015). Larenks kanserinde WWOX ifade
kayb1 hastalarin %46,8’inde gozlenmis olup, ifade diizeyi ile tiimor ilerlemesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (Caglar ve ark., 2013). Ayrica nazofarenks
karsinomu dokularinda da WWOX ifadesi azalmakta; diislik ifade diizeyi, hastaligin ilerlemesi

ve lenf nodu metastazi ile iligkilidir (Qin ve ark., 2017, Mo ve ark., 2017).

Cesitli mekanizmalarla WWOX’un baskilanmasiin altinda yatan siiregler, bas ve
boyun kanseri tedavisi i¢in farkli terapdtik yaklasimlar ortaya ¢ikarmaktadir. DNA
metillenmesi veya histon modifikasyonlarini hedefleyen epigenetik yaklasimlar, hipermetile
promoterlere  sahip  tiimorlerde @ WWOX ifadesi yeniden kazandirilabilecegini
diisiindiirmektedir (Giirsel Uriin ve ark., 2023). Benzer sekilde, miR-134’e yonelik antisense

oligoniikleotidler veya kiigiik molekiillii inhibitorler, mikroRNA aracili baskilama yasayan
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tiimorlerde WWOX islevini geri getirebildigi ileri siiriilmistiir (Liu ve ark., 2014). Preklinik
caligmalarda, kanser hiicrelerinde WWOX ifadesinin geri kazandirilmasinin tiimdrijeniteyi
onemli Ol¢lide azalttig1 ve konvansiyonel tedavilere duyarlilig artirdig1 gosterilmistir (Yang ve

ark., 2017, Mo ve ark., 2017).

Bu tez calismasinda biz de benzer amagla yola ¢ikarak bas ve boyun kanserinde
molekiiler agirlig1 yiiksek hyaluronik asitin WWOX {izerindeki etkisini arastirmay1 amagladik.

Aragtirma sorularimiz:

e Molekiiler agirlig1 yiliksek hyaluronik asitin bag-boyun kanserli ve normal hiicre hatlar1

tizerindeki hiicre etkinligi nedir?

e Molekiiler agirligir yiiksek hyaluronik asit ile muamele edilmis hiicre hatlarinda

WWOX’un etkinligini arttirarak kanserlesme dnlenebilir mi?

e WWOX’un ifade diizeyi nasil etkileniyor, hiicresel yerlesiminde bir degisiklik

gerceklesiyor mu?

e Molekiiler agirligr yiiksek hyaluronik asitin normal ve kanserli hiicrelerdeki etkinligi

nedir?

Sorularina cevap bulmak icin bu ¢aligsma tasarlanmistir.
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3. YONTEM

3.1. Molekiiler Yerlestirme (Molecular Docking)

Molekiiler Yerlestirme i¢in AutoDock Vina’y1r kullanan CB-Dock2 web tabanh
platform kullanildi (Liu ve ark., 2022). CB-Dock? iki farkli is akis1 sunmaktadir. Bunlardan
ilki sadece proteindeki potansiyel baglanma bosluklarini tespit eden “Search Cavities” is akist,
digeri ise hem bosluklari tespiti hem de bu bosluklar iizerinde ger¢eklestirilen otomatik kor
yerlestirme “Auto Blind Docking” is akisidir. Biz ¢alismamizda Auto Blind Docking is akisini
kullandik.

3.2. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre hatt1 deneyleri, normal yemek borusu HET-1A (Kat.No. CRL-2692, ATCC,
ABD) ve skuamoz hiicreli dil kanseri SCC-25 (Kat.No. CRL-1628, ATCC, ABD) hiicre hatlar1
kullanilarak gergeklestirildi.

Hiicrelerin agilmasi: Kriyotlp igerisinde gelen hiicreler 37°C olarak ayarlanmis su
banyosunda ¢oziildiikten sonra DMEM-F12 (Kat.No. 11320033, Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak hazirlanan biiyiime medyumuna alindi (Tablo 3.1). 37°C’de 1sitilan
medyum, 15ml’lik santrifiij tiipiine aktarilip lizerine kriyotiipte bulunan 1ml’lik ¢6zelti eklendi.
125xg’de 5dk santrifiijlendikten sonra iistte kalan s1v1 uzaklastirilip pelet tizerine 1ml biiylime
medyumu eklenerek ¢oziilmesi saglandiktan sonra i¢inde 10ml biiylime medyumu bulunan T25

kiiltiir flasklarina ekildi. Hem HET-1A, hem de SCC-25 hiicre hatlar1 i¢in ayni islem uygulanda.

Tablo 3.1: Biiyliime medyumunun igerigi

DMEM-F12 bazal medyumuna;

- 400ng/ml hidrokortizon

- %10 fetal bovin serum (FBS)

- 100U/ml penisilin-streptomisin karigim1 eklendi.
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Hiicrelerin pasajlanmasi: Converted 151k mikroskobunda incelendiginde minimum %70
hiicre yogunlugana ulasildigi zaman pasajlama islemi gerceklestirildi. Biiyiime medyumu
flasktan uzaklastirilarak, hiicrelerin yapismis oldugu flask tabanindan kaldirilmasi igin 3ml
Tripsin EDTA eklenerek 4-5dk siireyle %5 CO; iceren 37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Daha
sonra tripsinin etkinligini durdurmak amaciyla tripsin miktarinin 2 kat1 6ml biiylime medyumu
eklendi ve kazima iglemi sonrasi hiicreler 15ml’lik santrifiij tliplerine alinarak 125xg’de 5dk
siireyle santriflij edildi. Santrifiij sonrasi iist s1v1 atilarak hiicre sayimini gerceklestirmek igin
lizerine 1ml biiyiime medyumu eklenip karistirildi. Sayimi1 yapilan hiicrelerden 7x10° hiicre

aliarak i¢inde 10ml biiylime medyumu iceren yeni flasklara ekim gerceklestirildi.

Hiicrelerin  dondurulmasi: Pasajlama islemi sonunda yeterli miktarda ekim
gerceklestsirildikten sonra kullanilmayan hiicreler 1x10° adet olacak sekilde kriyotiiplere
alarak iizeri 950ul biiylime medyumu ile tamamlanarak, hiicrelerin donma asamasinda
patlamasini 6nlemek amaciyla 50ul Dimetil Siilfoksit (DMSO) eklenerek sivi azot igerisinde

saklandi.

3.3. Hiicrelerin Sayimi ve 6-Kuyulu, 24-Kuyulu Plakalara Ekimi

Agildiktan sonra 4 pasaj geciren hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda flasktan
kaldirilarak santrifiijlendi. Elde edilen hiicre ve biiyiime medyumu karisimindan 10l alinarak
1,5ml’lik mikrosantrifiij tlipline aktarild1 ve iizerine 10ul tripan mavisi (Kat.No. 15250061,
Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenerek thoma lami iizerindeki iist ve alt alanlara alindi.
Thoma lamindaki her iki bolge de sayilarak agsagidaki formiile gore Iml’de yer alan hiicre sayis1

hesaplandi (Sekil 3.1).
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Thoma \
Lami

2. kisim

Sekil 3.1: Thoma laminda sayimi1 yapilan alanlar

Iml’deki hiicre sayis1 agagidaki formiil ile hesaplanda.

Iml’de hiicre sayist = 1. Kisimdaki hiicre sayist +22. Kisimdaki hiicre sayisi X Diliisyon Katsayist (1) x 104

Sayim tamamlandiktan sonra RNA ve protein eldesi i¢in 6-kuyulu plakanin her bir kuyusuna
3x10° hiicre, MTT, LDH Assay ve Annexin-V Assay deneyleri igin 24-kuyulu plakanin her bir
kuyusuna 5x10* hiicre, hyaluronik asit dlgiimii igin ise 96-kuyulu plakalara 1x10* adet hiicre

ekildi.

3.4. Yiiksek Molekiiler Agirhkh Hyaluronik Asit Uygulamasi

Normal (HET-1A) ve kanser (SCC-25) hiicre hatlar1 T25 flasklarda etiivde 37°C’de %5
CO2’de hiicreleri iiretilmis ve pasajlamasi gerceklestirilmistir. ilk 4 pasajmi tamamlayan
hiicrelere farkli derisimlerde (0-25-50-100-200 pg/ml) yiiksek molekiiler agirlikli hyaluronik
asit (HMW-HA, 2,000,000-2,400,000Da) (Kat.No. 73641, Merck, ABD) uygulanmistir.

3.5. Hiicre Canhilik Testi (MTT Assay)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide kullanilarak farkli
derisimlerde HMW-HA ile muamele edilmis hiicre hatlarinin hiicre canlilik durumlar
incelenmistir. MTT analizinde her bir deney grubu i¢in 96 kuyulu plakalara yaklasik 1000 hiicre
ekildi. HMW-HA uygulamasi1 sonrasinda medyumu degistirilen hiicrelerin tizerine 10ul MTT
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cozeltisi eklenip etiivde 37°C’de %5 CO2’de 4 saat bekletildikten sonra tiim kuyulara 50ul
DMSO eklenip 10dk siireyle etiivde 37°C’de %5 CO2’de bekletilerek ELISA okuyucuda
540nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii ve buna dayanarak uygun HMW-HA miktari belirlendi.

3.6. LDH Sitotoksisite Testi

MTT testine ek olarak IC50’si belirlenen deney gruplarina LDH sitotoksisite testi
yapildi. LDH sitotoksisite testi i¢in “CyQuant LDH Cytotoxicity Assay Kit” (Kat.No. C20301,
Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanild1.

Kit protokoliine gore; seri diliisyonu yapilan hiicreler (0-10000 cells/100ul) iki set ve
ticerli tekrarlar seklinde 96 kuyulu plakalara ekildi. Bu iki setten ilki Maksimum LDH Salinimi1
veren hiicrelerin lizatlarin1 olusturacak olup, ikinci set ise Spontan LDH Salinimi veren
hiicreleri olusturacaktir. Hiicre ekildikten sonra gece boyunca 37°C’de %5 CO2’de inkiibe
edildi. inkiibasyondan sonra Maksimum LDH Salinimi setinde yer alan &rneklerin {izerine 10ul
parcalama soliisyonu eklenip pipetlenerek karistirildi. Spontan LDH Salinimi setinde yer
alanlara ise ayn1 miktarda steril su eklenip pipetle karistirildi. Ardindan 37°C’de %5 CO2’de
45dk siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiim &rneklerin {izerine 50ul
medyum eklendikten sonra yine tiim 6rneklerin iizerine 50ul reaksiyon karisimindan eklenerek
pipetlemesi yapildi ve oda sicakliginda 30dk siireyle 1siktan korunarak inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda 50ul durdurucu soliisyon eklenerek tiim drnekler 490nm ve 680nm’de

okundu.

LDH sitotoksisite testinin analizi i¢in 6nce Maksimum LDH Salinimi grubundaki
orneklerin 490 nm’deki absorbansindan 680 nm’deki absorbans degeri ¢ikarilarak LDH
aktivitesi hesaplandi. Ayni islem Spontan LDH Salinimi grubundaki ornekler icin de
tekrarlandi. Son olarak, her bir numunenin sitotoksisite oranini belirlemek iizere, Maksimum
LDH Salinimi grubunda elde edilen LDH aktivitesi degerlerinden Spontan LDH Salinimi
grubundaki karsilik gelen degerler ¢ikarildi.

3.7. HA ELISA Ol¢iimii

HA ELISA 6l¢iimii, All species Hyaluronic Acid ELISA Kit (Kat.No. LS-F24989,
LifeSpan BioSciences, ABD) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. MTT sonrast HMW-HA miktari
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belirlendikten sonra hiicreler tekrar 24-kuyulu plakaya ekildi. Hiicreler yeterli yogunluga

ulastiklarinda toplanarak, hiicre lizat1 elde edilmek {izere isleme alindu.

Hiicre lizati i¢in, 24-kuyulu plakadan toplanan hiicreler 1X PBS ile 3 kez yikandi ve
sonikatdrde %20 giic 5 dongii 20sn olacak sekilde parcalama islemi gerceklestirildi. 2-8°C’de
1500xg’de 10dk santirifiijlenerek slipernatant toplandi. Elde edilen lizatlar kullanilincaya kadar
-80°C’de saklandi.

Her bir 6rnek; 1:100 olacak sekilde sulandirildi. Std1 (400 ng/ml), Std2 (133,3 ng/ml),
Std3 (44,43 ng/ml), Std4 (14,81 ng/ml), Std5 (4,937 ng/ml), Std6 (1,646 ng/ml), Std7 (0,548
ng/ml) ve Std0 (0 ng/ml) olmak {izere 8 farkli standart hazirlandu.

Standartlar ve 6rnekler hazirlandiktan sonra 96-kuyulu plakanin her bir kuyusuna ayr1
ayr1 50’ser ul standartlar ve 6rnekler eklendi. Uzerine 50 ul Tespit Reaktifi A eklendikten sonra
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyulardaki siv1 bosaltilarak 350 pl Yikama
Soliisyonu ile 3 kez kuyularin yikanmasi gergeklestirildi. Yikama soliisyonu her eklendiginde
kuyuda yaklasik 1-2dk siireyle bekletildi. Son yikamadan sonra 96-kuyulu plaka ters ¢evrilerek

kurutma kagidi yardimi ile emdirilerek kurutuldu.

Daha sonra her bir kuyuya Tespit Reaktifi B eklenerek 37°C’de 30dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra tekrar Yikama Cozeltisi ile 5 kez yikama islemi gerceklestirildi. Yikama
isleminden sonra her bir kuyuya 90 ul TMB soliisyonu eklendi ve 37C’de 15dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi her bir kuyuya 50 pl Durdurma Soliisyonu ilave edilerek

450nm’de 6l¢tim alindi.

3.8. Anneksin V-FITC Apoptoz Assay

Anneksin V Apoptoz Assay, eBioscienc Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
(Kat.No. BMSS500FI-100, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.
Hiicreler 6nce PBS ile pipetlenerek yikandi. Ardindan 200ul’lik 1X Baglanma Tamponu ile
siispanse edilip hiicre yogunlugu 3x105 hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra elde
edilen bu karisimdan 195 pl alarak tlizerine 5 pl Annexin V-FITC eklendi ve karisim oda
sicakliginda 10dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler tekrar 200 pl Baglanma Tamponu
ile yikand1 ve 190 pL taze tampon i¢inde siispanse edildi. Son adimda 10 pl, 20 pg/ml’lik

Propidium Iyodiir eklenerek hiicrelerin apoptotik ve nekrotik oranlari, akis sitometrisi analizi
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ile degerlendirildi. Apoptozun degerlendirilmesi, sadece APC pozitif hiicreler ile erken
apoptozu, APC ve PI cift pozitif hiicrelerin varlig1 ile de ge¢ apoptozun degerlendirilmesi

gergeklestirildi.

3.9. RNA Eldesi

PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak RNA
izolasyonu, iiretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi. Yaklasik 1x10° hiicreye 500 ul
lizis tamponu ve 5 pl B-merkaptoetanol eklenip, hiicreler 2600xg’de 5dk santrifiij edildi.
Ustteki siipernatant alindiktan sonra, hiicre kalintilarina %70’lik soguk etanol eklenip karigim
filtreli kolona aktarildi ve 12000xg’de 30sn santrifiij edildi. Bu asamadan sonra kolon yeni bir
toplama tiipiine yerlestirip 500 pl birinci yikama tamponu uygulandi, ardindan 12000xg’de
30sn santrifiij yapildi. Atilan yikama c¢ozeltisinin ardindan 700 pl ikinci yikama tamponu
eklendi ve ayn1 hizda 30 sn’lik santrifiij islemi iki kez daha tekrarlandi. Yikama artiklarini
tamamen uzaklastirmak i¢in son olarak 12000xg’de 2 dk santrifiij edildi. Kolondaki RNA, 80
ul RNaz icermeyen su eklenerek 12000xg’de 2 dk santrifiijlendi ve 1,5ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildi. Elde edilen total RNA, cDNA sentezi dncesinde Nanodrop spektrofotometre
(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile saflik ve yogunluk 6lgtimleri yapilip cDNA sentezinde
kullanildi.

3.10. cDNA Sentezi

RNA ornekleri, saflik ve yogunluk 6l¢timlerine gore 200 ng/ul olacak sekilde ayarlandi
ve RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Kat.No. K1622, Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi.

Her bir 6rnek i¢in 12 pl’lik 6n-inkiibasyon karigimi hazirlandi; bu karigtmda 100 pM’lik
rastgele primerden 1 pl (son derisim 5 uM), kalip RNA’dan cDNA sentezi i¢in toplamda 200
ng ve hacmi 12 pl olacak sekilde niikleaz igermeyen su ve RNA karigimi hazirlandi. Bu karisim
80°C’de 3 dakika inkiibe edildikten sonra 5 dakika buz iizerinde bekletildi. Ardindan cDNA
sentez karigimina 4 pl 5X ters transkripsiyon tamponu (son derisim 1X), 2 pl 10 mM dNTP (1
mM), 1 ul (20 U/ul) RNaz baskilayici (1 U/ul) ve 1 ul (200 U/pl) ters transkriptaz enzimi (10
U/ul) eklendi. Hazirlanan cDNA sentez karigimi her bir 6rnege dagitilarak 1s1 dongii cihazinda

once 37°C’de 90dk ve 94 °C’de 2dk siireyle inkiibe edilerek cDNA sentezi tamamland.
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3.11. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi (GZ-PZT)

HMW-HA uygulanmis SCC-25, uygulama yapilmamigs SCC-25 ve HET-1A hiicre
hatlarinda WWOX, HYAL1 ve apoptozda gorev alan genlerden CASP3, BCL2, BAX, CASP7,
CASPS8, CASPY, BCL-XL ve p53 genleri ile referans gen olarak G6PD ifade diizeyleri GZ-
PZT yéntemi ile Lightcycler 480-11 (Roche, ISVICRE) cihazi kullanilarak analiz edildi. GZ-
PZT analizinde, PowerUP™ SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
iceren karisim kullanildi. Tepkimeler, 96 kuyuluk plakada, her 6rnek hedef ve kontrol gen
primerlerine ayrilmis ayr1 kuyularda gerceklestirildi. Bu tez calismasinda kullanilan primer

dizileri Tablo 3.2°de gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Tez ¢aligmasinda kullanilan primerlerin dizileri

Primer Adi

Primer Dizisi

WWOX lleri Primer
WWOX Geri Primer
HYALI ileri Primer
HYALI1 Geri Primer
CASP3 leri Primer
CASP3 Geri Primer
BCL2 ileri Primer
BCL2 Geri Primer
BAX lleri Primer
BAX Geri Primer
CASP7 ileri Primer
CASP7 Geri Primer
CASPS ileri Primer
CASPS Geri Primer
CASP9 leri Primer
CASP9 Geri Primer
BCL-XL ileri Primer
BCL-XL Geri Primer
p53 Ileri Primer

p53 Geri Primer
G6PD {leri Primer

G6PD Geri Primer

5’-CACGCGGGGTCACGTCGAA-3’

5’-TGGTGGCAGCTCCCTGTTGC-3’

5’-CTGTCTGAGAAGCTAGTCTTGA-3’

5’-CTGTGGTAAGTAAAGAATGTCAC-3’

5’-GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG-3’

5’-GCATCGACATCTGTACCAGACC-3’

5’-TCGCCCTGTGGATGACTGA-3’

5’-CAGAGACAGCCAGGAGAAATCA-3’

5’-TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC-3’

5’-TCACCCAACCACCCTGGTCTT-3’

5’-CGGAACAGACAAAGATGCCGAG-3’

5’-AGGCGGCATTTGTATGGTCCTC-3’

5’-AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA-3’

5’-TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC-3”

5’-GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT-3’

5’-CAACGTACCAGGAGCCACTCTT-3’

5’-GCCACTTACCTGAATGACCACC-3’

5’-AACCAGCGGTTGAAGCGTTCCT-3’

5’-CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG-3’

5’-TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC-3’

5’-ATGCCTTCCATCAGTCGGATACA-3’

5’-ATAGCCCACGATGAAGGTGTTTTC-3’




27

Her gen igin 15 uL’lik GZ-PZT reaktifi: 7,5 uL 2X PowerUP™ SYBR® Green Master
Mix, 0,5 pL ileri primer (10 uM stok; final 200 nM), 0,5 pL geri primer (10 uM stok; final 200
nM), 3 uL cDNA sablonu ve 2,5 uL niikleaz igermeyen su eklenerek toplam hacim 15 pL’ye

tamamlanda.

GZ-PZT termal dongiisii: Reaksiyon dncelikle enzimin etkinlestirilmesi ve ¢ift zincirin
ayrilmasi amaciyla 1 dongiide 95°C’de 15dk (4,4°C/sn rampa hizi), uzamasi i¢in de 95°C’de
15sn (4,4°C/sn), 62°C’de 30sn (2,2°C/sn) ve 72°C’de 30sn (4,4°C/sn) 38 dongiiden olusmustur;
uzama adiminin sonunda tek kanalli floresans okuma alind1 ve yine 1 dongiiden olusan 50°C’de
10sn (2,2°C/sn)’nin ardindan erime egrisi analizi i¢in sicaklik 0,11°C/sn hizla 95°C’ye

yiikseltilirken kesintisiz floresans 6l¢iimii yapildi.

Deney sonrasi elde edilen esik degerleri (Ct — Cycle Threshold) LightCycler Software
ile analiz edildi. Hiicre hatlarinda HMW-HA uygulamasi yapilmis ve yapilmamis SCC-25
hiicre hatlar1 ile uygulama yapilmamis SCC-25 ve HET-1A (sirastyla kanser ve normal) hiicre

hatlarinda belirtilen genlerin ifadeleri ile aynm1 6rneklerdeki G6PD gen ifadesi karsilagtirmasi 2

AACt 2-AACt

yontemi ile gergeklestirildi (Schmittgen and Livak, 2008). yontemine gore
hesaplanan degerler 0,9 ile 1,1 araliginda yorumlandi. Buna gore; 0,9’un altindaki degerler gen
ifadesinin kontrol grubuna gore azaldigini, 0,9—1,1 arasindakilerde degisim olmadigini, 1,1’in

tizerindeki degerlerde ise gen ifadesinin arttigini gdstermektedir.

3.12. Sitoplazmik ve Cekirdek Proteinlerinin Eldesi

WWOX ve HYALI proteinlerinin Western blot analizine hazirlanmasi i¢in Nuclear
Extraction Kit (Chemicon International — ABD) kullanildi. Hiicre kiiltiiri ve HMA-HA 1ile
muamele edilmis hiicreler toplandiktan sonra PBS ile yikandi. Ilk olarak 100 pl 10X
sitoplazmik liziz tamponu, 900 pl distile su, 0,5 ul DTT (1:2000), 1 pl proteaz inhibitdrii
(1:1000) ve parcalama boncuklar1 hiicre iizerine eklendi. Homojenizatdrde 10dk siireyle
hiicreler parcalandi ve ardindan 8000xg’de 20 dk (4 °C) santrifiij edildi. Elde edilen
slipernatant, sitoplazmik protein fraksiyonu olarak yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarilip —80°C’de saklandi. Pellet’te kalan ¢ekirdek materyali ise 1X ¢ekirdek liziz tamponu,
DTT (1:2000) ve proteaz inhibitorii (1:1000) eklenerek tekrar santrifiij edildi (4°C), ve ardindan
calkalayici iizerinde 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ardindan 16000xg’de 5dk (4°C)
santrifiij edilerek ¢ekirdek fraksiyonu yeni bir tiipe alinip —80°C’ye kaldirildi. Western blot i¢in
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ornek hazirlig1 tamamlanmadan 6nce, protein konsantrasyonu Thermo Fisher Scientific (ABD)

marka Nanodrop spektrofotometre ile belirlendi.

3.13. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE i¢in “Bolt Bis-Tris Plus Mini Protein Gels, 4-12%, 1.0 mm, WedgeWell
format” (Kat.No. NW04120BOX, Thermo Fisher Scientific, ABD) hazir jel kullanildi.
Orneklerin sitoplazmik ve cekirdek proteinleri her bir kuyuya esit miktarda (300pg protein)
yiikleme yapilacak sekilde hazirlandi. Yiikleme icin proteinlerin iizerine 10ul yiikleme
tamponu (Tablo 3.3) eklenerek ikincil ve tiglinciil yapilarinin bozulmasi i¢in 1s1 dongii cihazinda
95°C’de 10dk siireyle bekletilip ardindan buz tizerine alindi. Mini Gel Tank (Kat.No. A25977,
Thermo Fisher Scientific, ABD)’a NuPAGE MES SDS Running Buffer (20X) (Kat.No.
NP0002, Thermo Fisher Scientific, ABD) yiirlitme tamponu olarak 1X olacak sekilde tank
dolduruldu ve 6rnekler yiiklendikten sonra 250V, 500mA ve 50W’ta 20dk siireyle yiiriitildii.
Her jelin ilk ve son kuyusuna sirastyla MagicMark XP Western Protein Standard (Kat.No.
LC5603, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve BlueRAY Prestained Protein Ladder (Kat.No.
PM006-0500, GeneDireX, Taiwan) protein standartlari yiiklendi. Yiiriitme isleminden sonra

orneklerin membrana aktarimi i¢in blotlama islemine gecildi.

Tablo 3.3: SDS-PAGE yiikleme tamponu igerigi

Kimyasal Ad1 Miktar
IM Tris (pH 6,8) 1 ml
Gliserin 1,6 ml
B-merkaptoetanol 400 pl
%10’luk SDS 2 ml

Uzeri distile su ile 8 ml’ye tamamlanir
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3.14. Western Blot

Blotlama islemi, iBlot 2 Jel Transfer Cihaz1 (Kat.No. IB21001, Thermo Fisher
Scientific) ve iBlot 2 Transfer Stacks nitroseliiloz membran (Kat.No. IB23001, Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilarak transfer edildi. Aktarim 20V’de 1dk, 23V de 4dk ve 25V’de 2 dk
seklinde toplam 13 dk’da gerceklestirildi. Transfer tamamlandiktan sonra membranlar PBST
i¢inde 4°C’de saklandi.

Bloklama adiminda membranlar, %5 yagsiz siit tozu iceren PBST den olusan bloklama
tamponunda, oda sicakliginda ve sallayici lizerinde 2 saat siireyle inkiibe edildi. Ardindan

membran, PBST ile 3 kez 10dk yikandi ve birincil antikorun uygulanmasina gegildi.

Birincil antikor uygulamasi i¢in membranlar, %5 yagsiz siit tozu iceren PBST karigimi1
icerisinde 1:1000 diliisyonda WWOX antikoru (Kat.No. AF6399, R&D System, ABD),
HYALTI antikoru (Kat.No. sc-101340, Santa Cruz Biotechnology, ABD) ve -aktin antikoru
(Kat.No. sc-130656, Santa Cruz Biotechnology, ABD) bulunan ortamda gece boyunca 4°C’de
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez PBST ile 10dk siireyle

yikamasi yapilarak ikincil antikor uygulamasina geg¢ildi.

Ikincil antikor uygulamasi i¢in membranlar, %3 yagsiz siit tozu igeren PBST karisim1
icerisinde HY AL1 ve B-aktin antikorlari i¢in 1:5000 diliisyonda keg¢i anti-fare antikoru (Kat.No.
sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, ABD) ve WWOX antikoru i¢in ise 1:7000 diliisyonda keci
anti-koyun antikoru (Kat.No. HAF016, R&D System, ABD) iceren ortamda 2 saat siireyle
calkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda membranlar 3 kez PBST ile 10dk siireyle

yikamasi yapilarak goriintiileme asamasina gegildi.

-Membranin tizerine 1 ml Novex ECL Chemiluminescent Substrate Reagent (Kat.No.
WP20005, Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenerek S5dk siireyle karanlikta muamele
edildikten sonra Micro Chemi 4.2-DNR Bio-Imaging System ile goriintiilendi. Elde edilen

goriintiilerin “ImageJ” yazilimi ile protein bant yogunluklar belirlendi.
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3.15. istatistiksel Analiz

Bu tez caligmasimin istatistiksel analizleri ve deney sonuglarinin grafiklendirme
islemleri GraphPad Prism v10.5.0 yazilim1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Istatistiksel analiz
testinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle Shapiro-Wilk normalite testi uygulanmis olup, p degeri
0,05’ten biiyiik olan verilerin normal dagilim gosterdigi kabul edilmistir ve parametrik testler
kullanilmistir. p degeri 0,05’ten kiiclik olan veriler ise normal dagilim gdstermediginden
parametrik olmayan alternatifleri ile degerlendirme gergeklestirilmistir. Buna bagli olarak
bagimli 6rneklem gruplari normal dagilim gosteren veri setlerinde Paired Sample T-Testi
kullanilarak gerceklestirilmis olup, normal dagilim gostermeyen gruplar Wilcoxon Signed
Rank Test ile degerlendirilmistir. Bagimsiz gruplarin istatistiksel degerlendirmesi ise
Independent Samples T-Test veya parametrik olmayan alternatifi Mann-Whitney U Testi ile
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Yerlestirme Sonuclari

Molekiiler yerlestirme analizinde C1 cebi -9.0 kcal/mol’liikk baglanma enerjisiyle en
yiiksek skoru elde etmesine ragmen, bu cebin biiyiik hacmi nedeniyle ligand ile temas eden
ylizey alaninin dagilabilecegi ve baglanma etkilesiminin zayiflayabilecegi Ongoriilmiistiir.
Buna karsilik, 353 A® hacme sahip olan C4 cebi, ligandin boyutlartyla daha uyumlu bir yap1

sergilemis ve bu nedenle optimum baglanma icin daha uygun bir hedef bolge olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.1).

CurPocket Vina 1= Cavity 1= Center Docking size Contact

ID score volume (A?) (x, y, 2) (x, v, 2) residues
ola -9.0 2939 -1,14, -3 27,217, 27 View
0C4 -89 353 10, 6, -3 27,217, 27 View
OC2 -19 840 14,217 | 27,21, 27 View
OC5 1.5 280 A, -1,-1 | 27,21, 27 View
@C3 =72 392 -33, 3,22 27,21, 27 View

Sekil 4.1: Molekiiler Yerlestirme Skoru

Ligandm C4 cebi (hacim: 353 A%) (Sekil 4.2) ile elde edilen —8,9 kcal/mol’liik baglanma
enerjisi, C1 cebi ile karsilastirilabilir diizeyde giiclii bir etkilesime isaret etmektedir. C4’iin

ligand hacmiyle daha uyumlu yapisi, su girigini siirlayip ligand—protein temasini artirarak bu

skoru miimkiin kilmis olabilir.
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Sekil 4.2: C4 cebi ve ligand baglantisi

C4 cebinin ligand-protein etkilesim analizinde, katalitik SDR motifini tasiyan Tyr293
ve Lys297 kalintilar1 liganda yakin konumlanmigtir; bu baglanma WWOX’un kofaktor
bolgesinde etkinliginin degismesine neden olacagini diisiindiirmektedir. Hidrofobik yan
zincirler (Ile136, Phel38, Alal54, Cys155, Leul82, Leul84, Alal85, Val231, Met327, Ile331,
Met352) ligand govdesini ¢evirerek su girisini sinirlar; ayn1 zamanda Asn133, Ser134, Glu139,
Argl56, Argl60, Glul63, Argl67, Aspl83, Ser259, Ser329, His332, Arg333 gibi polar
kalintilar ek hidrojen bagi ve iyonik etkilesim olanagi sunar. Bu kombinasyon, —8,9
kcal/mol’liik giiclii baglanma enerjisini makul kilar. Elde edilen bu sonuglar HMW-HA,
WWOX proteinin etkinliginde rol alacagini diisiindlirmektedir.

4.2. Yiiksek Molekiiler Agirhkh Hyaluronik Asit Uygulama Sonuglar:

Yiiksek molekiiler agirliklt HA SCC-25 hiicre hattina 0-25-50-100-200 pg/ml olacak
sekilde 24 saat, 48 saat ve 72 saat siirelerde, HET-1A hiicre hattinda ise yine ayni siirelerde 0-
25-50-100 pg/ml olacak sekilde uygulanmistir. Ardindan MTT analizine alinan hiicrelerde
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IC50 degeri 48 saat 100 pg/ml olacak sekilde (Sekil 4.3) belirlenmistir. Bu doz, maddenin hiicre
canlilig1 izerindeki yar1 maksimal inhibisyon etkisini gostermek amaciyla hesaplanmistir. IC50
degerinin belirlenmesi, sonraki deneysel analizlerde kullanilacak uygun konsantrasyonun

belirlenmesi agisindan referans noktasi olarak kullanilmastir.

24 saat 48 saat 72 saat
0.03+ 0.06- 0.050+
0.045-
wn 0027 » )
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» R% 0.4890 g R? 05842 3
o a o
< @ > < 0.02 < 0.0301
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Sekil 4.3: IC50 hesaplamasi sonuglari

48 saat 100 pg/ml uygulanan HA HET-1A hiicrelerinin canlilik yiizdesi yaklasik %80
olarak bulunmus olup (Sekil 4.3, A), SCC-25 hiicrelerinde ise %35 bulunmustur. (Sekil 4.3, B).

A) B)

HET-1A SCC-25

200 150
Hl 100 pug/ml HEl 200 pg/ml

Bl 50 ug/ml EE 100 pg/ml
E 25 ug/ml 100 Bl 50 pg/ml
B 25 pg/ml

-

o

o
1

Hucre Canhilik (%)
]
o
1

Hiicre Canhilik (%)

50

o
o
1

o
I

o
1

24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.4: Hiicre canlilik (MTT) sonuglari

4.3. LDH Sitotoksisite Sonuglari

48 saat siireyle 100 pg/ml olarak uygulanan yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asitin
hiicrede olusturdugu sitotoksisiteyi tespit etmek amaciyla hiicrelerin LDH salinim miktarlarinin
Olctimii gergeklestirildi. Elde edilen sonuglara gore yiliksek molekiil agirlikli hyaluronik asitin
HET-1A hiicrelerinde LDH saliniminm1 yaklasik %15 oraninda azalttigi, SCC-25 kanser

hiicrelerinde ise yaklasik %50 oraninda arttirdii gézlenmistir. Bu sonuglar ele alindiginda
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yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asitin normal hiicrede toksisiteyi azalttigi, kanser

hiicresinde ise toksisiteyi arttirdigi gozlenmektedir (Sekil 4.5).

Sitotoksisite
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Sekil 4.5: LDH Sitotoksisite Sonuglari

4.4. HA ELISA Sonuc¢lan

Yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit uygulamasi sonrasi elde edilen hiicrelerde
hyaluronik asitin gercekten hiicre i¢ine gegip gegmedigini belirleyebilmek amaciyla uygulama
yapilan HET-1A ve SCC-25 hiicreler ile uygulama yapilmayan hiicrelerdeki hyaluronik asit
miktarlarin1 ELISA yontemi ile tespit edildi.

Elde ettigimiz verilere gore 0l¢lim i¢in hazirladigimiz standartlar son derece yeterli olup
(R squared: 0.9991) (Sekil 4.6), HET-1A hiicre hattinda yaklasik 1,5 kat, SCC-25 hiicre hattinda
ise yaklasik 2,5 kat hyaluronik asit miktar artis1 gézlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6: HA ELISA standartlari
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Sekil 4.7: Orneklerin hyaluronik asit miktarlart
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4.5. Anneksin V-FITC Apoptoz Assay Sonuglar:

Sekil 4.8’de goriildigii lizere yiliksek molekiil agirlikl hyaluronik asit uygulanan SCC-

25 hiicrelerinin apoptoza veya nekroza gitmedigi gozlendi.

- het1a_unstained /P2 / P2 ~  hetla_100_HMWHA/P3 /P2
‘s Jqat Q42 'S JQa Q42
0.01% 0.00% ~1117% 1.39%

o scc25_unstained/ P2/ P2 B scc25_100_HMWHA/ F2/P2
'S Qs Q4-2 'S Jas1 Q4-2
T 1001% 0.02% T 1031% 0.49%
‘°9 4
<
iy L
Qa3 fy Qd-4
< |9997% K. - 0.00%
= }7 J
3 |
,O_ T T
1033 103 108 1073

Sekil 4.8: Apoptoz Assay Sonugclari. Sol {ist kadran nekrotik hiicreleri, sag iist kadran

gee
apoptotik hiicreleri ve sag alt kadran ise erken apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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4.6. Apoptotik Yolak Diizenleyici Genlerin Ifade Diizeyleri

Annexin V-FITC analizi sonucunda, yiliksek molekiiler agirlikli HA uygulanan
hiicrelerde belirgin bir apoptoz sinyali tespit edilememesi tizerine, bu yanitin olas1 nedenlerini
aragtirmak amaciyla bu yolakta diizenleyici olarak gorev yapan genlerin (CASP3, BCL2, BAX,
CASP7, CASP8, CASP9, BCL-XL ve p53) mRNA ifade diizeyleri karsilastirildi.

CASP3 gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %96
oraninda diisiik bulunurken (p=0.0011), yiiksek molekiiler agirliklt HA uygulamasindan sonra
bu azalma oran1 %26’ya gerilemistir (p=0.125) (Sekil 4.9). Bu durum, yiiksek molekiiler
agirlikli HA uygulamasinin CASP3 geninin ifadesini yaklastk 18 kat arttirdigimi

gostermektedir. Bu artis, uygulamanin gen ifadesi iizerindeki diizenleyici etkisine isaret

etmektedir.
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Sekil 4.9: CASP3 ifade degisimleri
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BCL2 geni, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %24 oraninda
yiiksek bulunurken (p=0.6799), yliksek molekiiler agirlikli HA uygulamasindan sonra bu artigin
yaklasik 2,5 kat daha arttig1 gozlemlenerek BCL2 geninin ifade diizeyinde %200 oraninda
arttig1 belirlenmistir (p<0,0001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: BCL2 ifade degisimleri
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BAX gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %97
oraninda diisiik bulunurken (p=0.0002), yiiksek molekiiler agirliklt HA uygulamasindan sonra
BAX geninin ifadesinde %36 oraninda artis gozlemlenmistir (p=0,002) (Sekil 4.11). Bu
degisim, yiiksek molekiiler agirliklt HA uygulamasinin BAX geninin ifadesini yaklasik 36 kat

arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.11: BAX ifade degisimleri
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CASP7 gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %93
oraninda diisiik bulunurken (p=0.0207), yiiksek molekiiler agirlikli HA uygulamasindan sonra
uygulama yapilmamis SCC-25 hiicrelerine gére CASP7 geninin ifadesinde bir degisim
gozlemlenmemistir (Sekil 4.12). Ancak genel duruma bakildiginda, yiiksek molekiil agirlikli
HA’nin CASP7 ifadesini yaklasik 15 katlik bir artisa neden oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.12: CASP7 ifade degisimleri



CASP8 gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %91

oraninda diisiik bulunurken (p<0.0001), yliksek molekiiler agirlikli HA uygulamasindan sonra

uygulama yapilmamis SCC-25 hiicrelerine gore CASP7 geninin ifadesi %60’a gerilemis
(p=0.0021) (Sekil 4.13) ve CASP8’in ifadesinde yaklasik 5 katlik bir artis gozlenmistir.

A)

CASP8

-
(3]
]

*kkk

-
o
1

e
o
]

Gen ifadesi (Kat Degisimi)

Sekil 4.13: CASPS ifade degisimleri
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CASP9 geni, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %72 oraninda
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunurken (p=0,0108), yiiksek molekiiler agirlikli
hyaluronik asit uygulamasindan sonra ifadesindeki azalma benzer diizeyde kalmis (%75)
(p=0,0436) (Sekil 4.14), yiiksek molekiiler agirlikli hyaluronik asit uygulamasinin CASP9 gen

ifadesi tizerinde bir etki gézlenmemistir.
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Sekil 4.14: CASPO ifade degisimleri
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BCL-XL gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %63
oraninda yliksek bulunurken (p=0,0465), yiiksek molekiiler agirliklt HA uygulamasindan sonra
uygulama yapilmamis SCC-25 hiicrelerine gére BCL-XL geninin ifadesindeki artis %30’a
gerilemis (p=0,0146) (Sekil 4.15) ve CASP8’in ifadesinde yaklasik 1 kathik bir azalma

gozlenmistir.
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Sekil 4.15: BCL-XL ifade degisimleri
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p53 gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %98 oraninda
diisiik bulunurken (p<0,0001), yiiksek molekiiler agirlikli HA uygulamasindan sonra uygulama
yapilmamis SCC-25 hiicrelerine gore p53 geninin ifadesindeki bu azalma %37’ye gerilemistir

(p=0,0078) (Sekil 4.16). p53°iin ifadesinde yaklagik 37 katlik bir artis gdzlenmistir.
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Sekil 4.16: p53 ifade degisimleri

Yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit uygulamasi sonrasinda pro-apoptotik etki
gosteren BAX geninde artis gozlenmesine ragmen, diger apoptotik yolak diizenleyici genlerin
(CASP3, BCL2, CASP7, CASPS, CASP9, BCL-XL ve p53) ifadelerindeki ufak degisikliklerin

hiicrelerin apoptoza gitmesine yeterli olmadig1 gézlemlenmektedir.

4.7. WWOX ve HYAL1 Genlerinin ifade Diizeyleri

WWOX gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %53
oraninda diisiik bulunurken (p=0,0429), yiiksek molekiiler agirlikli HA uygulamasindan sonra
uygulama yapilmamig SCC-25 hiicrelerine gore WWOX geninin ifadesindeki bu azalma
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yaklagik %130 oraninda artacak sekilde degismistir (p= p=0,0025) (Sekil 4.17). Bu degisim,
yaklasik 5 katlik bir artisa karsilik gelmekte olup, uygulamanin WWOX genini etkinlestirdigi

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.17: WWOX ifade degisimleri
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HYALTL gen ifadesi, SCC-25 kanser hiicresinde HET-1A normal hiicreye gore %108
oraninda yliksek bulunurken (p=0,0025), yiiksek molekiiler agirliklt HA uygulamasindan sonra
uygulama yapilmamig SCC-25 hiicrelerine gore HY AL1 geninin ifadesindeki bu artis yaklasik
%149’a ¢ikmistir (p=0,0014) (Sekil 4.18). Bu degisim, HYAL1 ifadesini yaklasik 1,2 kat

arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.18: HYAL1 ifade degisimleri



4.8. WWOX ve HYALI Protein Ifade Diizeyleri

SCC-25 kanser hiicre hatti ve HET-1A normal hiicre hatt1 ile yiiksek molekiil agirlikli
hyaluronik asit uygulamasi yapilan SCC-25 kanser hiicre hattinda WWOX ve HYALI

proteinlerinin sitoplazma ve ¢ekirdekteki diizeyleri incelendi (Sekil 4.19).

46 kDa WWOX

60 kDa HYALA1

43 kDa B-actin

Sekil 4.19: WB bant goriintiisii

WWOX proteini HET-1A hiicre hattinda %50 oraninda hem sitoplazmada hem
cekirdekte bulunurken HY ALT proteini %49 oraninda sitoplazmada, %51 oraninda ¢ekirdekte
bulunmaktadir. SCC-25 hiicre hattinda ise WWOX proteini %48 oraninda sitoplazmada
bulunurken, %52 oraninda c¢ekirdekte bulunurken, HYAL1 proteini ise %45 oraninda
sitoplazmada %355 oraninda ¢ekirdekte bulunmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit
uygulanmig SCC-25 hiicre hattinda ise WWOX proteini %33 oraninda sitoplazmada
bulunurken %67 oraninda cekirdekte bulunurken, HYAL1 proteini ise %40 sitoplazmada
bulunurken %60 ¢ekirdekte bulundugu goriilmiistiir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit uygulanmig SCC-25 hiicre hatlarinda
WWOX ve HYALI proteinlerinin yogunluklar1

Bant Yogunlugu Yiizde (%)
Sitoplazma 45288,74 33
WWOX
Cekirdek 91536,95 67
Sitoplazma 14236,15 40
HYALI
Cekirdek 20920,30 60

Buna bagli olarak WWOX ve HYALI protein ifadelerinde HET-1A ve SCC-25 hiicre
hatlarinda dikkate deger bir degisim saptanmamisken molekiiler agirlig1 yiliksek hyaluronik asit
uygulanmis SCC-25 hiicre hattinda WWOX proteini ifadesi 1,7 kat artarken, HYALI protein
ifadesi 2,2 kat artmustir.
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5. TARTISMA

Molekiiler yerlestirme analizinde elde edilen -8,9 kcal/mol'liik baglanma enerjisi degeri,
giiclii bir protein-ligand etkilesimine isaret etmektedir. Literatiirde, molekiiler yerlestirme
caligmalarinda -8 kcal/mol ve {izeri degerler giiclii baglanma afinitesi olarak kabul edilmekte
ve bu degerlerin biyolojik aktivite icin yeterli oldugu belirtilmistir (Brenk ve ark., 2006).
Baglanma enerjisinin molekiiler yerlestirme sonuglarina etkisi, protein-ligand kompleksinin

kararliligini ve etkilesim giiclinii degerlendirmede kritik 6neme sahiptir.

C4 cebinin 353 A3 hacmiyle ligand hacmiyle uyumlu yapisi, literatiirdeki bulgularla
paralel olarak, optimum baglanma i¢in uygun boyut segiciliginin énemini desteklemektedir
(Brenk ve ark., 2006). WWOX proteinin katalitik SDR motifini tastyan Tyr293 ve Lys297
kalintilarinin liganda yakin konumlanmasi, literatiirde belirtilen WWOX'un etkinliginin
diizenlenmesindeki kritik amino asitlerin roliiyle uyumludur (Schrock and Huebner, 2015, Lo
ve ark., 2015). Bunedenle yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asitin WWOX etkinligi tizerinde

etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

MTT analizinde SCC-25 hiicrelerinde %35 canlilik, HET-1A hiicrelerinde ise %80
canlilik saptanmistir. Bu belirgin fark, uygulanan 100 pg/ml yiiksek molekiiler agirlikli HA nin
ozellikle kanser hiicrelerinde canliligi azaltici bir etki gosterdigini diisiindiirmektedir.
Literatiirde HMW-HA'nin normal hiicreleri korurken kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etki
gosterebildigi belirtilmistir (Price ve ark., 2018, Luo and Prestwich, 1999). Uyguladigimiz doz
araligr bu calismalarla uyumlu olup, HMW-HA'nin yiiksek molekiil agirliginin >1 MDa
bliytiikliigiiniin bu etkide kritik rol oynadig1 bilinmektedir (Price ve ark., 2018, Pashkina ve ark.,
2025).

LDH sitotoksisite sonuglari, HMW-HA'min normal hiicrelerde toksisiteyi %15
azaltirken kanser hiicrelerinde %50 arttirmasi, literatiirdeki HMW-HA'nin ikili etkisini
desteklemektedir (Price ve ark., 2018, Michalczyk ve ark., 2022). Bu durum literatiire gore,
HMW-HA'min CD44 reseptorii aracilifiyla farkli hiicre tiplerinde farkli sinyal yolaklarini
etkinlestirmesinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir (Chanmee ve ark., 2015, Chiesa ve ark.,

2022). Athanassiou-Papaefthymiou ve ark. yaptigi ¢alismada bas-boyun kanserlerinde CD44
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ekspresyonunun artmis olmasi, HMW-HA'nin bu kanser tiiriinde 6zellikle etkili olabilecegini

one siirmektedir (Athanassiou-Papaefthymiou ve ark., 2014).

HA ELISA sonuglarinda HET-1A hiicrelerinde hyaluronik asitin 1,5 kat, SCC-25
hiicrelerinde 2,5 kat artis, HMW-HA'nin hiicre igine etkin girisini gostermektedir. Bu calismada
HMW-HA uygulamast sonrasinda SCC-25 ve HET-1A hiicrelerinde gozlenen HA artisi,
hiicresel alimin etkinligini ortaya koymaktadir. HYAL1’in HA’y1 diisiik molekiiler agirlikli
formlara parcalayarak timor mikrogevresini degistirmesi, SCC-25 hiicrelerinde gozlenen HA
artis1 ile birlikte degerlendirildiginde, HA metabolizmasinin kanser biyolojisinde etkili bir rol
oynadigin1 gostermektedir (Posey ve ark., 2003, Stern and Jedrzejas, 2006, Schmaus and
Sleeman, 2014).

Annexin V-FITC analizi sonuglarinda SCC-25 hiicrelerinin apoptoza gitmedigi
gozlenmistir. Bu bulgu, HMW-HA'nin apoptoz diginda farkli hiicre 6liim mekanizmalarini
etkinlestirebilecegini diistindiirmektedir. Literatiirde, HMW-HA'nin her zaman klasik apoptoz
yolagin1 aktive etmedigi, bazi durumlarda otofaji veya diger hiicre 6liim mekanizmalarini
tetikledigi bildirilmektedir (Tong ve ark., 2022). Kanser hiicrelerinde apoptoz disinda piroptoz,
ferroptoz ve otofajik hiicre gibi alternatif 6liim yolaklar1 da bulunmaktadir (Tait ve ark., 2014,
Tong ve ark., 2022). Ozellikle kemoterapiye yanit olarak apoptotik hiicre &liimiiniin piroptoza
doniisebildigi gosterilmistir (Tong ve ark., 2022). Bu bulgular, HMW-HA'nin SCC-25
hiicrelerinde gozlenen sitotoksik etkisinin piroptoz veya diger alternatif 6liim yollar

araciligiyla gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda, apoptotik yolak diizenleyici genlerin arasinda yer alan pro-apoptotik
genlerin mRNA ifade diizeyleri degerlendirilmistir. SCC-25 kanser hiicrelerinde CASP3 gen
ifadesinin normal HET-1A hiicrelerine kiyasla %96 azaldigi (p=0.0011) ve HMW-HA
uygulamas1 sonrast bu azalmanin %?26’a geriledigi (p=0.125) ancak hala normal diizeye
ulasmadigr gozlenmistir. Bu bulgu, HMW-HA’nin apoptoz gen ekspresyonunu modiile
edebilecegini, ancak tam bir geri doniis saglamayabilecegini desteklemektedir (Tanne ve ark.,
2013, Sugita ve ark., 2022). Benzer sekilde, CASP7 geninin SCC-25 kanser hiicrelerinde HET-
1A normal hiicrelere gore anlamli derecede diisiik ifade edilmesi (%93), CASP7'nin basta
apoptoz olmak iizere hiicresel 6liim mekanizmalarindaki roliine isaret etmektedir. Bu bulgu,
kaspaz ailesi iiyelerinin birgok kanser tiirlinde baskilandigini1 gosteren literatiirle uyumludur
(Palmerini ve ark., 2001, Olsson and Zhivotovsky, 2011, Vilella-Arias ve ark., 2013). Yiiksek
molekiiler agirlikli HA uygulamasinin SCC-25 hiicrelerinde CASP7 ekspresyonunda anlamli



51

bir degisiklik olusturmamasi, HA'min dogrudan apoptoz yolaklarini etkinlestirmedigini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, genel analizde yiiksek molekiiler agirlikli HA'nin CASP7
ifadesinde gozlenen yaklasik 15 katlik artis, HA'nin tiim6r mikrogevresinde apoptoz yanitini
degistirebilecegini ve bu etkinin hiicre tipine, uygulama kosullarina veya mikrogevresel
faktorlere bagli olarak degisebilecegini gostermektedir. Bu nedenle, HA'nin apoptoz ve CASP7
ifadesi lizerindeki etkilerinin daha ayrintili caligsmalarla desteklenmesi gerekmektedir. CASPS,
apoptozun baslatic1 kaspazlarindan biridir ve 6zellikle ekstrinsik (6lim reseptorii aracili)
apoptozda rol oynar. Literatlirde, bircok kanser tiiriinde (6rnegin meme, karaciger) diisiik
CASP8 ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugu ve apoptoz direncine katki sagladigi
gosterilmistir (Peng ve ark., 2023). Calismamizda CASP8 ifadesinin az olmas1 (%91), timor
hiicrelerinin immiin yanittan kagmasina ve sagkalim avantaji kazanmasina neden oldugunu
diistindiirmektedir. HMW-HA uygulamas1 sonras1 CASP8 ifadesinde kismi bir artis gozlenmis
olsa da (azalma oranm %91’den %60’a geriliyor) bu artis apoptozu tetiklemeye yeterli
olmamistir. CASP9 gen ifadesi SCC-25 hiicrelerinde normal hiicrelere gore %72 oraninda
azalmis ve HMW-HA uygulamasi bu orani degistirmemistir. CASP9, mitokondriyal (intrinsik)
apoptoz yolunun baslatict kaspazidir ve hiicre ici stres yanitlarinda onemli rol oynar.
Literatiirde, CASP9’un diisiik ifadesinin veya fonksiyon kaybinin cesitli kanserlerde apoptozun
engellenmesine ve tiimor gelisimine katki sagladigi belirtilmistir (Avrutsky and Troy, 2021).
CASP9’un etkinligini yitirmesi, 6zellikle kanser hiicrelerinde kemoterapiye direng ve sagkalim
ile iliskilidir. Ayrica, CASP9 sadece apoptozu degil, ayn1 zamanda nekroptoz gibi alternatif
hiicre 6liim yolaklarini da diizenleyebilir (Avrutsky and Troy, 2021). Son olarak, HMW-HA
uygulamasi sonrasinda p53 gen ifadesindeki %37 azalma, tiimoér baskilayict fonksiyonun
kaybina isaret etmektedir. Literatiirde p53’iin %50’den fazla insan kanserinde mutasyona
ugradig1 ve bunun kanser gelisiminde kritik rol oynadig: bilinmektedir  (Wang ve ark., 2023,
Ozaki and Nakagawara, 2011). HMW-HA uygulamasi1 sonrasinda p53 ifadesindeki iyilesme
(%98’dan %37’a diisen azalma), HMW-HA nin p53 iizerinde diizenleyici etkisinin oldugunu

gostermekle birlikte kanser hiicresini apoptoza gondermekte tek basina yeterli gelmemektedir.

Calismamizda, apoptoz siirecinin negatif diizenleyicileri arasinda yer alan anti-
apoptotik genlerin ifadesi de incelenmistir. SCC-25 hiicrelerinde BCL2 gen ifadesi baslangicta
%24 oraninda yiiksek bulunurken (p=0.6799) ve yiiksek molekiiler agirlikli HA uygulamasi
sonrasinda bu artig 2,5 kat daha arttig1 gézlenmistir (p<0.0001). BCL2 genindeki bu artis, pro-
ve anti-apoptotik faktorler arasindaki dengenin tiimor lehine kaydigini gostermektedir.

Literatiirde, BCL2 ailesinin fosforilasyon durumuna baglh olarak farkli fonksiyonlar
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gosterebildigi ve bu durumun BCL2 ekspresyonundaki artigla iligkili olabilecegi
belirtilmektedir (Liu ve ark., 2024, Palabiyik, 2025). Benzer sekilde, BCL-XL geni SCC-25
hiicrelerinde normal hiicrelere gore %63 oraninda yiiksek bulunurken, yiiksek molekiiler
agirliklt HA uygulamasi sonrasinda bu artis %30’a gerilemistir. BCL-XL, BCL2 ailesinin anti-
apoptotik bir {iyesi olarak hiicreleri apoptozdan korur ve bu yolla tiimor hiicrelerinin
sagkalimini artirir. Literatiirde BCL-XL’nin asir1 ekspresyonunun melanom, glioblastom ve
cesitli solid tiimorlerde timdr progresyonu, anjiyogenez ve kemoterapiye direng ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Trisciuoglio ve ark., 2017). HMW-HA uygulamas: sonras1 BCL-XL
ekspresyonunda gozlenen bu kismi azalma, tiimdr hiicrelerinin sagkalim avantajinin bir miktar
azaltilabilecegini diigiindiirmektedir. Ancak BCL-XL seviyesinin halen yiiksek seyretmesi,
apoptoz direncinin siirdiigiinii ve hiicrelerin tam anlamiyla apoptoza yonlendirilmedigini

gostermektedir.

WWOX geni ifadesi SCC-25'te %53 azalirken (p=0.0429), yiiksek molekler agirlikli
HA uygulamas1 sonras1 %130 oraninda artmustir (p=0.0025). WWOX genindeki 5 kat artis,
literatirde WWOX'un tumor baskilayici fonksiyonunun restore edilmesiyle uyumludur
(Pospiech ve ark., 2018, Lo ve ark., 2015, Schrock and Huebner, 2015). WWOX'un kanser
hiicrelerindeki ifadesinin artisinin, hiicrelerin kemoterapotik ajanlara duyarliligini arttirdig:
bildirilmektedir (Lo ve ark., 2015). WWOX'un bas-boyun kanserlerinde prognostik énemi, bu
artisin klinik degerini desteklemektedir (Celebi ve ark., 2020, Ekizoglu ve ark., 2015).
Calismamizda SCC-25 kanser hiicrelerinde WWOX proteininin ¢ekirdekteki oran1 %52 iken,
yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit (HMW-HA) uygulamasi sonrasinda bu oran %67’ ye
yiikselmistir. Ayrica, toplam WWOX protein ifadesinde 1,7 kat artig gézlenmistir. Bu bulgular,
WWOX’un hem ifadesinde hem de c¢ekirdege gecisinde anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir. Literatiirde, WWOX’un tiimor baskilayict bir protein oldugu ve ifadesinin
bircok kanser tiiriinde azaldig1 gosterilmistir (Park ve ark., 2004, Chang ve ark., 2018).
Ozellikle bas-boyun skuaméz hiicreli karsinom (SHBBK) ve diger solid tiimdrlerde WWOX
kayb1, tiimor progresyonu ve metastaz ile iliskilendirilmistir (Park ve ark., 2004, Ekizoglu ve
ark., 2015, Celebi ve ark., 2020, Khawaled ve ark., 2020). Western blot analizlerinde, kanser
hiicrelerinde WWOX ifadesinin azalmasinin protein diizeyinde de dogrulandigr ve WWOX
kaybi1 olan hiicrelerde ¢ekirdek fonksiyonlarinin bozuldugu gdésterilmistir (Park ve ark., 2004,
Ageilan ve ark., 2004, Bozkurt and Ates, 2020). Ayrica, WWOX un ¢ekirdekteki varliginin

artmasinin, hiicresel sinyal yolaklar1 {izerinde belirgin timor baskilayic1 etkiler
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olusturabilecegi, Ozellikle de Wnt ve TGF-B gibi yolaklarin diizenlenmesinde rol aldigi
bildirilmistir (Celebi ve ark., 2020, Khawaled ve ark., 2020).

HYALT gen ifadesi SCC-25'te %108 oraninda artarken (p=0.0025), yiiksek molekiiler
agirliklt HA uygulamasi sonrasi bu artis %149’a yiikselmistir (p=0.0014). HYAL1 geninde
gozlenen 1,2 katlik artigin, yiiksek molekiiler agirlikli HA uygulamasinin ardindan bu yapinin
daha kii¢iik parcalara ayrilmasini saglamak tizere, hyaluronik asit pargalanmasinda gorevli
HYAL1 enziminin ekspresyonunun artmasma bagli oldugu diisliniilmektedir. Literatiirde,
hyaluronik asidin diisiik molekiiler agirlikli formlarinin kanserojen etkilere sahip olabilecegi
belirtilmistir (Price ve ark., 2018). Literatlirde HYAL1'in konsantrasyona bagli olarak hem
onkogen hem de tiimor baskilayici fonksiyonlara sahip oldugu belirtilmektedir. Larenks
kanserinde yapilan ¢alismalar, HYAL1 ifadesinin normal dokulara goére 2,5 kat arttigini
gostermistir. Bu artisin kanser progresyonuna katkida bulunabilecegi, HY AL-1 geninin ve HA
katabolizma  {irlinlerinin  hedeflenmesinin  gelecekte larenks kanseri tedavisinde
kullanilabilecegi belirtilmektedir (Inan ve ark., 2019). Bas-boyun skuaméz hiicreli
karsinomunda HYALI'in tiimdr kaynakli ana hyaluronidaz oldugu ve ifadesinin normal
kontrollere kiyasla tiikiiriikte artmis oldugu gosterilmistir (Inan ve ark., 2019, Franzmann ve
ark., 2003). HYALI1 proteini SCC-25 hiicrelerinde cekirdekte %55 oraninda bulunurken,
HMW-HA uygulamasi sonrasi bu oran %60’a ¢ikmistir. Toplam HY AL1 protein ifadesinde ise
2,2 kat artis saptanmistir. Bu sonuglar, HMW-HA nin HY AL ifadesinin ve ¢ekirdege gecisini
artirdigin1 gostermektedir. Literatiirde, HY AL1’in yiiksek ifadesinin meme, prostat ve mesane
kanserlerinde tiimor biiylimesi, invazyon ve anjiyogenezi artirdigi gosterilmistir. Western blot
analizleriyle, HYAL1’in hem sitoplazmik hem de c¢ekirdekte cesitli kanser hiicrelerinde
miktarinin yliksek oldugu ve bu artisin hiicre proliferasyonu ile iligkili oldugu belirtilmistir.
(Puissant and Boonen, 2016, Tan ve ark., 2011). Ayrica ayni gen ailesinden gelen HYAL2 ile
benzer protein alanini tasidigindan Hsu ve ark. yaptigi calisma goz Oniine alindiginda ayni
HYAL2 gibi HYAL1’in de WWOX’u ¢ekirdege tasidigini diisiindiirmektedir (Hsu ve ark.,
2016).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada elde edilen bulgular, HMW-HA'nin antitiimdr etkisinin molekiiler
mekanizmalarini aydinlatmakta ve literatiirdeki mevcut bilgileri desteklemektedir. Bag-boyun
kanserleri 0zelinde degerlendirildiginde HMW-HA'nin bu kanser tliriinde ozellikle etkili
olabilecegini gostermektedir. WWOX ve HYALI proteinlerinin rol oynadigi mekanizmalar,
yeni terapdtik yaklasimlar icin umut verici hedefler sunmaktadir. Ozellikle WWOX'un
¢ekirdege translokasyonunun artmast ve tiimor baskilayici fonksiyonunun restore edilmesi,
hedefli tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmektedir.
Ancak, apoptoz disindaki hiicre 6liim mekanizmalarinin (piroptoz, ferroptoz, otofajik hiicre
6liimii) detayli incelenmesi ve bu mekanizmalarin HMW-HA etkisiyle nasil etkileneceginin
anlasilmas1 gerekmektedir. Ayrica, bu bulgularinin in vivo ¢aligmalarla dogrulanmasi ve klinik
calismalara gec¢is i¢in detaylandirilmasi kritik Oneme sahiptir. Gelecekte yapilacak
caligmalarda, bag-boyun kanserlerinin alt tiplerinin (HPV-pozitif/negatif, farkli anatomik
lokalizasyonlar) HMW-HA tedavisine yanitlarinin karsilastirilmasi, kisisellestirilmis tedavi
yaklagimlarimin  gelistirilmesi  agisindan degerli olacaktir. Ayrica WWOX/HYALI1
birlikteliginin ko-immiinpresipitasyon deneyi ile belirlenmesi ve HMW-HA’nin normal
hiicrede kemoterapi etkilerinin giderilmesindeki rolii ve kemoterapik ajanlarla birlikte

kullanildiginda kemoterapi direnci iizerindeki etkisinin belirlenmesi gerekmektedir.
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