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KISALTMA LiSTESI

BHD : Birt-Hogg-Dubé

BMI : Viicut kitle indeksi

ccRCC : Berrak hiicreli renal hiicreli karsinoma
cDNA: Komplementer DNA

c¢dRCC : Toplama kanali karsinomu

CMA : Saperon aracili otofaji

CNT: Karbon nanotiipler

DAPI : 4',6-diamidino-2-fenilindol

DiOCe: 3,3'-Dihexyloxacarbocyanine iodide
DNA : Deoksiriboniikleik asit

DOX : Doksorubisin

EGFR: Epitelyal biiylime reseptorii

EMA : Epitelyal membran antijeni

EMT : Epitelyal mezenkimal gecis

EPR : Gegirgenlik ve tutma etkisi

ER : Endoplazmik retikulum

EV: Ekstraselliiler vesikiil

FBS: Fetal sig1r serumu

FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

FR: Folat reseptorii

HDL : Yiiksek yogunluklu lipoprotein
HIFa : Hipoksiyle indiiklenebilir faktor alfa
IFN : interferon

IL : Interldkin

JAK : Janus kinaz

LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein

mADb : Monoklonal antikor

mMiRNA : Mikro RNA

MNP: Metalik nanopartikiiller

mRNA : Mesajcil RNA

MSN: Mezopordz silika nanopargaciklar
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NGS : Yeni nesil sekanslama

NP : Nanopartikiil

PAMAM : Poliamidoamin

PDGF: Platelet tiirevli biiylime faktorii
PEG : Polietilen glikol

PI: Propidium iyodiir

PLL : Poli(L-lisin)

PPI : Poli(propilenimin)

pRCC : Papiller hiicreli renal hiicreli karsinoma
PTX: Paklitaksel

RCC : Renal hiicreli karsinoma

RES : Retikiiloendotelyal sistem
RMC: Renal mediiller karsinom

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SLN: Solid lipit nanopartikiiller
STATS: Transkripsiyon sinyal doniistiiriicti ve aktivatorii 5
TCE: Trikloretilen

TGF: Tiimor biiyiime faktori

TNF: Tiimo6r nekroz faktorii

VEGF: Vaskiiler endotelyal faktor
VHL: von Hippel-Lindau

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

ZnO NP: Cinko oksit nanopartikiilleri

Vil



SEMBOL VE BIiRiM LiSTESI

kDa

: Alfa
: Beta
: Gamma
: Santigrat derece
. Litre
> Mililitre
: Gram
: Miligram
: Mikro
: Mikrolitre
: Mikrogram
: Nanometre
: Yiizde
: Milimetre
- Volt
: Amper
: Manomolar
: Mikromolar

: Kilodalton
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OZET

Bobrek kanserinin en yaygin ve oliimciil tipi olan renal hiicreli karsinoma (RCC)
siklikla metastatik durumda tespit edilmekte ve mevcut terapotiklere karsi direng
gelistirerek sagkalim oranini azaltmaktadir. Bir transkripsiyon faktérii olan STATS
ifadelerindeki artisin farkli kanser dokularinda apoptozun inhibisyonuna neden
oldugu, proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu arttirarak hiicre sagkalimiyla
birlikte timor biiyiimesini tesvik ettigi ve kanser hiicrelerinde ilag direnci gelisimini
indiikledigi bilinmektedir. Cesitli sinyal yolaklarimin aktivasyonu yoluyla kanser
hiicrelerinin giiniimiizde kullanilan geleneksel tedavilere karsi direng gelistirmesi
nanopartikiiller gibi yeni nesil tedavi yontemlerinin arastirilmasini gerektirmektedir.
Bununla birlikte glinlimiizde nanopartikiil arastirmalar siklikla kanser hiicrelerine
secici toksisite gdsterecek ilag tastyici sistemlerin gelistirilmesine odaklanmustir. Ilag
tasiyict sistemlerde avantajli yapisi sebebiyle yer alan, metal oksit nanopartikiiller
arasinda en diisiik sitotoksisiteye sahip ve giiniimiizde kozmetik sektdriinde de siklikla
kullanilan biyouyumlulugu yiiksek, anti-enflamatuar, antimikrobiyal, anti-karsinojen,
yara iyilesmesi gibi coklu diizenleyici fonksiyonlar sergileyebilen ¢inko oksit
nanopartikiilleri (ZnO NP) kanser tedavisinde umut vadetmektedir. Bu nedenle bu tez
calismasinda, aktivasyonu kanser hiicrelerinde sagkalimi tesvik eden STATS’in
ifadesi RCC hiicre hatlarinda arttirilarak (STAT5+) daha agresif karakterdeki stabil
hiicre hatlar1 olusturulmus ve ¢esitli kanser tiplerinde anti-kanser etki gdsteren ZnO
NP’nin RCC hiicrelerine etkisi hiicre canliligi, proliferasyonu ve koloni olusturma
potansiyelleri agisindan incelenmistir. STATS ifadesindeki artis RCC hiicrelerinde
ZnO NP’ye kars1 direng gelistirilmesine neden olmustur. Cesitli sinyal yolaklarinin
aktivasyonlarinin yani sira, RCC gelisiminin sebepleri incelendiginde birincil faktor
obeziteye baglh olarak yag asit metabolizmasinin disregiilasyonudur. Bu nedenle tez
calismasinda STATS ifadesindeki artisin ve ZnO NP’nin RCC hiicrelerine etkisi yag
asit metabolizmas1 aracili olarak incelenmistir. Ayrica normal ve STAT5+ RCC
hiicrelerinde ZnO NP uygulamalariyla birlikte, yag asit metabolizmasinin 6nemli bir
regiilatorii olan miR-33a’nin etkileri analiz edilmistir. ZnO NP ve miR-33a
uygulamalari RCC hiicrelerinde degisken etkiler yaratirken STATS ifadesindeki artis
yag asit metabolizmasiyla iligkili proteinlerin ifadelerini ve hiicre i¢i ndtral lipit

damlaciklar1 birikimini tesvik etmistir. RCC hiicrelerinde ROS'un artmasini

Xiv



indiikleyerek segici sitotoksisite nedeniyle ZnO NP’ nin 6zellikle otofaji aracili olmak
lizere hiicre dliimiine neden oldugu gosterilmistir. ZnO NP’nin kanser hiicrelerini
secici olarak hedefleyebilecegini ve Sliimiinii indiikleyebilecegi gdsteren sonuglar,

ZnO NP nin umut verici bir antikanser ajani olacagini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Renal hiicreli karsinoma, STATS, ¢inko oksit nanopartikiilleri,

yvag asit metabolizmasi, miR-33a
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ABSTRACT

Renal cell carcinoma (RCC), the most common and deadly type of kidney cancer, is
often diagnosed in a metastatic state and reduces the survival rate by developing
resistance to existing therapeutics. It is known that an increase in the expression of
STATS5, a transcription factor, causes the inhibition of apoptosis in different cancer
tissues, promotes tumor growth along with cell survival by increasing proliferation,
migration and invasion, and induces the development of drug resistance in cancer cells.
The fact that cancer cells develop resistance to conventional treatments used today
through the activation of various signaling pathways requires the investigation of new
generation treatment methods such as nanoparticles. However, today nanoparticle
research is often focused on the development of drug carrier systems that will exhibit
selective toxicity to cancer cells. Zinc oxide nanoparticles, which are used in drug
carrier systems due to their advantageous structure, have the lowest cytotoxicity
among metal oxide nanoparticles and are frequently used in the cosmetics industry
today. Zinc oxide nanoparticles, which show the highest biocompatibility among metal
oxide nanoparticles and can exhibit multiple regulatory functions such as anti-
inflammatory, antimicrobial, anti-carcinogenic and wound healing, are promising in
cancer treatment. Therefore, in this thesis study, the expression of STAT5, whose
activation promotes survival in cancer cells, was increased in RCC cell lines, creating
stable cell lines with a more aggressive character (STAT5+), and the effect of ZnO
NP, which has an anti-cancer effect on various types of cancer, on RCC cells was
studied in terms of cell viability, proliferation and colony-forming potentials. An
increase in STATS expression has led to the development of resistance to ZnO NP in
RCC cells. In addition to activations of various signaling pathways, the primary factor
when examining the causes of RCC development is dysregulation of fatty acid
metabolism due to obesity. Therefore, the effect of an increase in STATS expression
and ZnO NP on RCC cells was studied in the thesis study through fatty acid
metabolism. In addition, the effects of miR-33a, an important regulator of fatty acid
metabolism, along with the application of ZnO NP in normal and STAT5+ RCC cells,
were analyzed. Applications of ZnO NP and miR-33a produced variable effects in
RCC cells, while an increase in STATS5 expression promoted the expression of proteins
associated with fatty acid metabolism and intracellular accumulation of neutral lipid
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droplets. It has been shown that ZnO NP causes cell death, especially autophagy-
mediated, due to selective cytotoxicity by inducing increased ROS in RCC cells. The
results showing that ZnO nanoparticles can selectively target cancer cells and induce

their death suggest that ZnO NP will be a promising anticancer agent.

Keywords: Renal cell carcinoma, STATS5, zinc oxide nanoparticles, fatty acid metabolism,
miR-33a
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1. GIRIS VE AMAC

Renal hiicreli karsinoma (RCC) diinya genelinde kanser tiirleri arasinda 15. sirada yer
almaktadir. Prostat ve mesane tlimorlerinden sonra en sik goriilen tirolojik kanser tipi
olan RCC’nin en sik goriilen alt tipi berrak hiicreli RCC’dir (ccRCC). Diger alt tipleri
ile kiyaslandiginda ccRCC, en diisiik sagkalima ve en yiiksek insidansa sahiptir.
Siklikla metastatik durumda teshis edilen cCRCC mevcut terapotiklere karst direng

gelistirerek sagkalim oranini azaltmaktadir.

Obezite RCC’nin en 6nemli risk faktoriidiir. Yag dokusunun artigiyla karakterize olan
obezite, saglikli hiicrelere gore lipit metabolizmasindaki degisikliklerle
iligkilendirilmektedir. Yag asit metabolizmast regiilasyonundaki degisiklikler,
sentezlenen fosfolipitlerin yeni hiicre zarlar1 olusturmasiyla timor gelisiminin artisina
ve pro-onkogenik sinyallerle tiimér mikrogevresi olusumuna katki saglamaktadir. Bu
nedenle yag asidi metabolizmasi yollarindaki degisiklikler RCC'nin gelisiminde
onemli bir role sahiptir. Ayrica lipit metabolizmasinin 6nemli regiilatorlerinden olan
mikro RNA’lar ilerleyen caligsmalarla birlikte kanser tani ve tedavisinde Onem
kazanmistir. Lipit metabolizmasinin 6nemli bir regiilatorii olarak gorev alan miR-
33a’nin  kolesterol homeostazinin korunmasinmi sagladigr ve ek olarak yag asidi
metabolizmasiyla birlikte insiilin sinyalinin de bir diizenleyicisi oldugunu

gosterilmistir.

Tlimorigenez i¢in gerekli bir eleman olan ve transkripsiyon faktorii olarak davranan
biiylime faktorleri ile aktive edilen sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii 5
(STATS) ekspresyonundaki artisin hiicre 6lim yolaklarinin inhibisyonuna neden
oldugu, hiicre proliferasyonunu, invazyonunu ve migrasyonunu arttirarak tiimor
bliylimesini tesvik ettigi belirlenmistir. Kotii prognoz ile iliskilendirilen STATS’in
cesitli kanser tiplerinde yiiksek oranda ifade edilmesi hiicrelere daha agresif bir

karakter kazandirmaktadir.



Agresif RCC, geleneksel terapilere kars1 hizli sekilde ¢oklu direng gelistirdiginden ve
bu sekilde birgok tedavi yonteminin olanaksiz kalmasina neden oldugundan kanser
tedavisinde bir devrim niteligi tagiyan nanopartikiiller tedavide umut vadetmektedir.
Yiiksek biyouyumluluklariyla birlikte anti kanser ve antienflamatuar etkiler gésteren
¢inko oksit nanopartikiilleri (ZnO NP) en umut vadedici metal oksit nanopartikiiller

olarak kabul edilmektedir.

Mevcut veriler RCC alt tiplerinde yag asidi metabolizmasi yollarinda farkliliklar
olabilecegini gosterdiginden bu tez ¢aligmasinda primer A-498 ve metastatik Caki-1
RCC hiicre hatlar1 ve HEK-293 insan embriyonik bobrek hiicre hatti kullanilmistir.
Her hiicre hattinda STATS ifadesi en az iki kat arttirilarak hiicreler daha agresif hale
getirilmistir ve bdylece in vivo ortamin mimik edilmesi amaglanmistir. Normal ve
STATS ifadesi arttirilan hiicre hatlarina hiicre canliligini, proliferasyonunu ve koloni
olusum potansiyellerini baskilayan ZnO NP uygulanmigtir. STATS modiilasyonu ve
ZnO NP uygulamalariyla yag asit metabolizmasi arasindaki iliskinin miR-33a aracili
olarak incelenmesinin yani sira bu uygulamalarin yag asit metabolizmasi aracili otofaji

ve apoptoz hiicre 6liim yolaklarini nasil etkilediginin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Bobrek

Bobrekler, hiicre dist stvinin bilesimini ve hacmini diizenlemede baskin rol oynayan
organlardir. Saglikli bir yetigkin insanda bir ¢ift seklinde bulunan viicut agirliginin
%0,5’ini olusturan bobreklerin her biri yaklagik 10-180 g agirliginda olup kabaca
yumruk biiyiikliigiindedir. Yeni dogan bir bebekte bobrekler yaklasik 4-5 cm
boyutlarinda olup ergenlik doneminde yaklasitk 12 cm'e ulasir. Yetigkinlige
ulagildiginda bobreklerde biiylime yilda 2-3 mm olacak kadar yavaslamaktadir.
Bobrekler, karin retroperitoneal bélmesinde T12'den L3 vertebral seviyesine kadar
bulunmaktadir ve karacigerin konumu nedeniyle sag bobrek soldan biraz daha
kaudaldir (Tanner, 2009; Balzer vd., 2022; Rashid ve Schwartz, 2012). Ayrica sol
bobrek sag bobrekten biraz daha biiyiiktiir (Sag bobrek boyu ort+std.sapma
10.40+0.90; sol bobrek boyu 10.50+0.90) (Maurya vd., 2018; Rashid ve Schwartz,
2012). Bobrekten dikey bir kesit alinirsa dista korteks ve igte medulla denilen iki farkli
kisim goze carpar (Sekil 2.1). Tipik olarak kirmizimsi kahverengi renge sahip olan
korteks yapist graniillii bir goriiniime sahiptir. Daha sonra bahsedilecek olan nefronun
yapisinda yer alan glomertiller, tiibiiller ve kortikal toplama alanlar1 korteks bolgesinde
lokalize olmaktadir. Korteks ile karsilastirildiginda medulla bolgesi daha agik renklidir
ve Henle kulbu, medullar toplama kanallarini ve medulla kan damarlarini igerir.
Medulladaki bu yapilar paralel sekilde diizenlendiginden doku c¢iplak gozle
bakildiginda ¢izgili bir yapida goziikmektedir. Korteks ve medulla arasinda anatomik
farkliliklarin yam1 sira su homeostazinin saglanmasi i¢in sodyum ve iire
konsantrasyonlarinda da biiytiik farkliliklar goriilmektedir ayrica bazal kosullar altinda
bile medullar bolge hipoksiktir. Bununla birlikte medulla, kortekse yakin dis medulla
ve kortekse uzak i¢ medulla olarak ikiye ayrilmaktadir (Tanner, 2009; Rashid ve
Schwartz, 2012; Balzer vd., 2022).
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Sekil 2. 1. insan bobreginin yapis1 (Dikey Kesit) (Tanner, 2009).

Insan bobregi anatomik olarak 8 ila 10 lob halinde diizenlenmistir. Her bir lob medullar
doku ile birlikte doku kenarlarim1 Orten kortikal alandan olusmaktadir. Medullar
alanlarin u¢ kisimlarinda renal papilla denilen piramitsi yapilar olusur ve her papilla
idrar1 kiigiik kaliks (calyx) alanlarina bosaltir. Kiiglik kaliks (minor calyx) alanlari
birleserek daha biiyiik kaliks (major calyx) yapilarinin olusmasini saglar. Idrar, bu
alanlardan gegerek renal pelvis alanina geger. Daha sonra peristaltik hareketler
yardimiyla iireterlere ve mesaneye gegen idrar mesane bosalincaya kadar itilir.
Bununla birlikte her bobrekte treterin, kan damarlarinin, sinirlerin ve lenfatik
damarlarin bobrege girdigi veya bdobrekten ¢iktigi hilum adi verilen bolgeler
bulunmaktadir (Maurya vd., 2018; Tanner, 2009).

Bobreklerin temel islevi idrar ile uygun miktarda birgok maddeyi disar1 atarak stabil
bir i¢ ortamin korunmasini saglamaktir. Dengeli bir ortamin saglanabilmesi i¢in idrar
vasitast ile disar1 atilan iirlinler ¢esitli yabanci ve toksik maddeler olabilecegi gibi besin
icerikleri ve c¢esitli metabolik faaliyetlerin tiriinleri de olabilir. Homeostazisin
korunmasinin disinda bobrekler asagida maddeler halinde sunulan iglevleri de yerine
getirmektedir:

1. Bobrekler ozmotik olarak seyreltik veya konsantre idrari disari atarak viicut
stvilariin ozmotik basincini diizenlemektedirler.

2. Na*, K*, Ca®*, Mg?*, CI", bikarbonat (HCO3"), fosfat ve siilfat dahil olmak iizere

kan plazmasindaki ¢cok sayida iyon konsantrasyonlarini diizenlemektedirler.
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3. Asit-baz dengesinin saglanmasi igin H* ve HCO3" salgilarini diizenlerler.

4. Na* ve su atilimini kontrol ederek ekstreselliiler sivinin hacmini diizenlerler.

5. Na* atilimini ayarlayarak ve kan basincini etkileyebilecek ¢esitli maddeler (6rnegin
renin) Ureterek arteriyel kan basincini diizenlemeye yardimci olurlar.

6. Ure (insanlarda protein metabolizmasinin ana azot igeren son iiriinii), irik asit (piirin
metabolizmasinin bir son iiriinii) ve kreatinin (kas metabolizmasinin bir son iiriinii)
dahil olmak iizere metabolizmanin atik tiriinlerini ortadan kaldirirlar.

7. Bir¢ok ilac1 (6rnegin penisilin) ve yabanci veya toksik bilesikleri uzaklastirirlar.

8. Eritropoietin ve 1,25-dihidroksivitamin D3 dahil olmak iizere belirli hormonlarin
ana lretim bolgeleri olarak islev gortirler.

9. Insiilin, glukagon ve paratiroid hormonu dahil olmak iizere gesitli polipeptit
hormonlarinin bozunumunu saglarlar.

10. Asit-baz dengesinde rol oynayan amonyagin sentezini saglarlar.

11. Arasidonik asit tiirevleri (prostaglandinler, tromboksan A2) ve kallikrein
(kininlerin tiretilmesiyle sonuc¢lanan proteolitik bir enzim) dahil olmak {izere bobrek

kan akisini ve Na* atitlimini etkileyen maddeleri sentezlerler (Tanner, 2009).

2.1.1. Nefron Yapisi ve Islevi
Glomerulus ve tiibiil yapilarindan olusan, bobreklerin fonksiyonel birimi nefron olarak

adlandirilmaktadir (Sekil 2.2-A).



Toplama
Kanali

Glomerulus

Bowman Kapsuli

Gotirucu
Renal
Arter

Kapiler ’
= S hidrostatik

Sekil 2. 2. Nefronun yapisi (A), Glomerulus ve Bowman kapsiilii iligkisi (B) (Rashid ve Schwartz,
2012).
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Kilcal damarlardan olusan glomerulus bir filtre gorevi gormekle birlikte bu kilcal
damarlara bir yatak olusturan Bowman kapsiilii ile ¢evrelenmistir. Afferent arterior
olarak adlandirilan getirici atar damar ile gelen kan, Bowman kapsiilii ile ¢evrelenmis
glomerulus kilcal kan damar1 yumagina dogru akmaktadir. Bowman kapsiilii biiytik ve
negatif yiiklii molekiillerin kaybini 6nlemek amaciyla hem boyut hem de yiik
korunumu i¢in bir bariyer gorevi gorerek kilcal damar yumaginda ultra filtrasyon
saglamaktadir (Sekil 2.2-B). Glomerulus kilcal damar yumagindaki kan efferent
arteriol (gotiriicii atar damar) ile sistemik dolasima geri donmektedir. Nefronda
bulunan tiibiil kism1 ise proksimal tiibiil, Henle kulbu, distal tiibiil ve toplama kanali
olarak smiflandirilmaktadir. Bowman kapsiilinden gegen ultrafiltrat, tiibiillerde idrar
tiretmek tizere diizenlenmis bir islemle modifiye edilmektedir.

Ultrafiltrat tiibiiliin her boéliimiinde gesitli proseslere tabi tutularak degistirilmektedir.
Tiibiil olarak adlandirilan her segmentin kendine 6zgii bir 6zelligi bulunmaktadir.
Boylece ultrafiltrat modifiye edilerek idrara doniistiiriiliir. Baslangigcta osmolalite ve
elektrolit igerigi agisindan plazmaya benzeyen ultrafiltrat, tiibiil icine gectiginde ¢esitli

maddeler yeniden emilir ve bu agsama yeniden emilim olarak adlandirilir. Bir maddenin



yeniden emilebilmesi i¢in ya tiibiilii kaplayan hiicrelerden ge¢mesi ya da hiicreler
arasindan gecmesi gerekmektedir. Daha sonra salgi asamas: ile ultrafiltrata cesitli
maddeler eklenir. Bosaltim olarak adlandirilan asamada ise, olusan idrarin
uzaklastirilarak su ve ¢oziinenlerin viicuttan atilmasi saglanir.

Proksimal tiibiil, filtrelenmis bikarbonat, protein, glikoz ve elektrolitlerin ¢oguna ek
olarak filtrelenmis sodyum ve suyun biiyilk kisminin yeniden emilmesinden
sorumludur. Nefronun bir sonraki boliimiindeki Henle kulbunda, sodyum kloriir fazla
suda yeniden emilmektedir. BOylece hipotonik bir idrar olusumu saglanmaktadir.
Distal tiibiil, paratiroid hormonu ve kalsiyum atiliminin 6nemli bir bolgesidir.
Toplayici tiibiil (collecting duct) ise, vazopressin (ADH) aracili olarak suyun geri
emilimi saglamasinin yani sira aldosteron aracili proton, potasyum ve sodyum geri
emilimini de saglayarak idrardaki son ayarlamalardan sorumlu olan bolgedir (Tanner,
2009; Rashid ve Schwartz, 2012).

2.2. Bobrek Kanseri

Diinya capinda tiim kanser tipleri arasinda bdobrek kanseri ya da renal hiicreli
karsinoma (RCC) kanser teshisi ve kanser kaynakli Oliimlerin yaklagik %2’sini
olusturmaktadir. RCC’nin gelismis {ilkelerde insidansi daha yiiksek olup yilda
yaklasitk 295.000 yeni RCC vakasi teshis edilmekte ve 134.000 oOlim
kaydedilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil yaklasik 63.000 yeni vaka
ve 14.000 6lime neden olan RCC; Avrupa iilkelerinde yillik 84.000 yeni vaka ve
35.000 olimden sorumludur. Erkeklerde goriilme orami kadinlara oranla daha
yuksektir (yeni teshislerde 2:1 oranda). Ayrica RCC’l1 hastalarin ortalama yas1 64 tiir.
RCC daha geng hastalarda (<46 yas) teshis edildiginde hastaligin siklikla kalitsal bir
nedenden kaynaklandigi tespit edilmistir. 2003-2007 yillart arasinda diinya ¢apinda
gerceklestirilen arastirmalar en yliksek yeni vaka oranmin Cek Cumbhuriyeti’nde
bulundugunu gostermistir. RCC’nin goriilme sikligi Baltik ve Dogu Avrupa
iilkelerinde ¢ok yiiksektir ve insidans oranlar1 her gegen giin artmaktadir. Gelismis
iilkelerde 6liim oranlari ise ¢ogu popiilasyonda sabit kalmis ya da azalmistir. Bunun
nedeni gelismis iilkelerde tip alanindaki giincel gelismeler sonucu abdominal
goriintiileme sistemlerinin kullanilmasinin artmasi ve kiigiik bobrek kitlelerinin (<4
cm) metastaz asamasina gegmeden erken evrelerde tesadiifi olarak tespit edilmesidir.

RCC’nin tespiti siklikla uzak metastaz asamasinda gerceklesmektedir ¢linkii timor
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nispeten Dbiiyiiyene kadar genel semptomlar (agri, hematiiri vb.) kendini
gostermemektedir (Wilson ve Cho, 2016; Hsieh vd., 2017).

Siklikla hastalar lateral abdomen bdlgesinde agri, hematiiri ve karin kitlesi ile bir
hekime bagvurmakta ve goriintiileme yontemleri ile (ultrasonografi ve abdominal BT)
tan1 koyulmaktadir. Ancak RCC alt tiplerine gore radyografik goriiniimler birbirinden
farklilik gosterebilmektedir. Radyolojik tekniklerin yani sira paraneoplastik
sendromlar olarak adlandirilan, timor hiicreleri tarafindan salgilanan hormonlarin
veya sitokinlerin neden oldugu semptomlar veya tiimore karsi bir bagisiklik tepkisinin
olusmast da RCC tanis1 konmasinda etkendir. Paraneoplastik sendromlar
hiperkalsemi, ates ve eritrositoz ile tespit edilmektedir.

RCC’de evrelendirme tiimoriin boyutu, bobrek disindaki invazyon derecesi, lenf
nodlarina tutulumu ve uzak organlara metastaz yapip yapmamasina gore goriintiileme
yontemleri ile gerceklestirilmektedir (Sekil 3). Bununla birlikte hemoglobin
seviyeleri, 10kosit ve trombosit sayilari, serumdaki kalsiyum ve laktat dehidrojenaz
seviyelerini i¢ceren ancak bunlarla sinirli olmayan daha ileri laboratuvar testleri de

incelenmektedir (Hsieh vd., 2017).

Gerota’s fascia

Asama | Aort Asamalll
*En biiylk boyutta timér <7 cm *En biiytik boyutta timor >7 cm
*Bobrek ile sinirlt Adrenal bez *Bobrek ile sinirli

Inferior
vena
cava

*5 yillik sagkalim orani % 95 *5 yillik sagkalim orani % 88
Tedavi Stratejisi
*Kismi nefrektomi
*Radikal nefrektomi
*Teknik olarak miimkiin degilse,
kiiclik kitleleri olan secilmis
hastalarda stirekli gozetim veya
ablatif tedaviler

Tedavi Stratejisi
*Radikal nefrektomi
*islemin miimkiin oldugu hastalarda
parsiyel nefrektomi

Asamallll
*Gerota’s fascia ile baglantili biiyiik
damarlarda veya bobrekisti bezinde
timor
*ilgili bélgesel lenf diiglimlerine metastaz
*5 yillik sagkalim orani %59

Asama IV
*TUmor boyutu Gerota’s
fascia’dan Gtede
*Uzak metastaz
*5 yillik sagkalim orani % 20
Tedavi Stratejisi Tedavi Stratejisi
*Sistemik tedavi *Radikal nefrektomi ile birlikte
*Elektif sitorediiktif nefrektomi  |......Lueessesssteeeessenennees AN A - 1 adrenalektomi, timér trombiis eksizyonu
8 (uygunsa) ve/veya lenf nodu diseksiyonu
*Calisamazsa veya dustik performans
durumu nedeniyle sistemik tedavi

Sekil 2. 3. RCC’nin evreleri (Hsieh vd., 2017).

Diinya ¢apinda prostat ve mesane tiimorlerinden sonra en sik goriilen 3. kanser tipi
olan RCC, renal tiibiiler epitel hiicrelerinden koken alan heterojen bir kanser grubunu
kapsamaktadir (Giirsoy vd., 2020). Bu nedenle 1900’lerin sonlarindan itibaren bobrek

timorleri lizerinde gergeklestirilen arastirmalarla birlikte gilinlimiizde RCC’den



sorumlu genlerin ve sinyal yolaklarmin analizi sonucu hastaligin histopatolojik ve
molekiiler karakterizasyonundaki kilit gelismeler RCC’nin siniflandirmasinda ve buna
bagli olarak tedavi planlamalarinda biiyiik revizyonlara yol agmistir (Shuch vd., 2014;
Wilson ve Cho, 2016).

2.2.1. Bobrek Kanseri Alt Tipleri

RCC’nin alt tiplerinden her biri farkli histolojik 6zelliklere, ayirt edici genetik ve
molekiiler degisikliklere, farkli klinik seyirlere ve farkli tedavi yanitlarina sahiptir.
RCC’nin smiflandirilmasi ve karakterizasyonu agisindan gelismelerin ¢ogu son 40 yil
icerisinde ger¢eklesmistir (Hsieh vd., 2017). RCC siklikla bobregin en kiigiik ¢alisma
birimi olan nefronlardan kaynaklantyor gibi goriinse de her alt tipin nefronun farkli bir
bolgesinden koken alarak ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Bununla birlikte birgok RCC
tipinde sitogenetik degisikliklerle birlikte somatik mutasyonlar da mevcuttur (Tablo
2.1). Bunedenle siklikla her RCC alt tipinin tedaviye verdigi yanit birbirinden farklilik
gostermektedir (Shuch vd., 2014). RCC tipleri koken aldiklari nefron bdlgesi,
gosterdikleri hiicresel ve patolojik o6zellikler ve genetik bozukluklar disinda
insidanslar1 agisindan da birbirinden ayrilmaktadir. RCC’nin en sik goriilen tipleri
arasindan berrak hiicreli renal hiicreli karsinoma (ccRCC) yaklasik olarak %85
insidansa sahipken, papiller RCC (pRCC) %15, onkositoma ve kromofob RCC %5
insidans oranina sahiptir. Birbirlerinden histolojik ve genetik 6zellikler bakimindan
ayrilan medullar RCC ve toplama kanalinda goriilen RCC tiplerinin ise insidanslari
%1’den azdir. Medullar RCC, papiller RCC’nin daha agresif bir varyanti olarak
goriilmektedir (Linehan vd., 2003).



Tablo 2. 1. RCC alt tiplerine ait temel 6zellikler (Shuch vd., 2014).

Timér tipi | Alt tipi Gross Mikroskobik 6zellikler Somatik Sitogenetik
patoloji degisiklik degisiklikler
Berrak - Sar1 renkli, Lipit ve glikojen birikimine VHL, 3p (%90), 14q,
hiicreli iyi bagli olarak bol miktarda PBRM1, 8p ve 9p; 5q ve
smirlandiril berrak sitoplazma SETD2, 12q’da artis
mis ve farkli BAP1,
kanama- JARIDIA,
nekroz mTOR,
alanlarina PI3K
sahip olabilir
Papiller 1 Karigik Papiller veya Tip 1: MET, 79, 8q, 12q,
kistik/kat1 tiibiilopapiller Berrak NRF2, 16p, 17,20°de
kivamda. mimari. sitoplazmal CuUL3 artig; 9p’de
Papiller Kalsifikasyonl ince, kayip. Tip 2°de
RCC ar, nekroz ve bazofilik 8q’da artis, 1p
lezyonlari kopiiklii papillalar ve 9p’de kayip
genellikle makrofaj :
2 kirmizimsi infiltrasyonu Tip 2
kahverengidi Heterojen,
r ve siklikla dal_la kalin
Wi papl!lala_r ve
smirlandiril & zinofilik
mig bir sitoplazma
psodokapsiil
e sahiptir
Kromofob Klasik | Arada sirada Belirgin hiicre sinirlart ve TP53 1,2,6, 10, 13 ve
merkezi yara hacimli bir sitoplazma, 17.
izi olan periniikleer morfoloji, Kromozomlarda
biiytk, iyi biniikleasyon. kayip
Eozono | smirlandiril Soluk sitoplazma, ince
filik mis, ten eozinofilik graniillii biiyiik
rengi- tiimor hiicreleri
kahverengi
timor
Onkositoma - Maun rengi, | Bol eozinofilik sitoplazmali ve | Mitokondri | 1p’de kayip; Y
iyi diizgiin, yuvarlak ¢ekirdekli yal kromozomunda
simirlandiril poligonal hiicre kompleks | | kayip, siklikla
mis, ara sira genleri normal karyotip
merkezi yara
izi ve
nadiren
nekrozlu
Toplama - Kismen Tiibiilopapiller patern, Bilinmiyor | 8p, 16p, 1p ve
Kanal kistik, beyaz | genellikle hobnail goriiniimii, 9p’de kayip;
gri miisindz materyal varligi, 13q’da kazang
goriiniimliid | siitunlu patern alan hiicrelerle
iir ve siklikla desmoplastik stroma
renal siniise
invazyon
gosterir
Medullar - Tenrengi, | Kotii farklilasmus, eozinofilik | Bilinmiyor Iyi
kotii kapsiil, | hiicreler; inflamatuar infiltratif tanimlanmamis
genis hiicreler; yaygin tabaka
kanama ve benzeri veya retikiller model
nekroz
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Berrak Hiicreli Renal Hiicreli Karsinoma

Goriilme Sikhig1

RCC ile ilgili literatiiriin biiyiik bir kismi1 berrak hiicreli RCC (clear cell renal cell
carcinoma; ccRCC) ile iliskilidir ¢linkii cerrahi miidahale edilmis epitelyal bobrek
tiimdrlerinin yaklasik %70’ ¢ccRCC’dir. Diger RCC tipleri ile kiyaslandiginda
goriilme siklig1 en yiiksek olan RCC tipidir. Bununla birlikte yapilan son ¢alismalar
goriilme sikliginin giiniimiizde artis gosterdigini belirtmektedir. Cogu ccRCC vakasi
40 yas tlizeri yetigkinlerde goriilmektedir. Ancak ¢ocuklar da dahil olmak iizere 40 yas
alt1 bireylerde de goriilebilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriiliir
(1,5:1 oran). Ayrica Kuzey Amerika’da siyah tenli bireylerde goriilme siklig1 beyaz
tenli bireylere oranla daha yiiksektir (Grignon ve Che, 2005).

Patolojisi ve Mikroskobik Ozellikleri

Patolojik incelemelerde ccRCC, tiimordeki bol miktarda lipidin birikimi nedeniyle
karakteristik olarak parlak sar1 renktedir ancak kanama, nekroz ve fibroz nedeniyle
alacali goriiniim de gosterebilir (Sekil 2.4-A). Timorlerin yaklasik %15’inde
kalsifikasyon meydana geldigi gibi ilerleyen asamalarda eritrositlerin tiimér dokusuna
ekstravazasyonu da gozlemlenebilir (Sekil 2.1-E). Neoplazmin boyutu ve agirligi
degiskendir. Birka¢ milimetre biiyiikliikte goriilebilecegi gibi agirlig: birkag kilograma
kadar degiskenlik gosterebilir. Bu asamada tiimoriin metastatik olup olmamasi1 boyutu

ve agirligi iizerindeki en biiyiik belirleyici etmendir.
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Sekil 2. 4. Berrak Hiicreli Renal Hiicreli Karsinoma. (A) Gross patoloji goriintiisii. (B) Berrak
sitoplazmik icerik ile mikroskobik goriintii. (C) Graniiler eozinofilik sitoplazmaya ve grade 3
makroniikleoliler ile mikroskobik gdriintii. (D) Rabdoid benzeri bir morfoloji gosteren yiiksek dereceli
(niikleer derece 3) ccRCC. (E) ccRCC’de eritrositlerin ekstravazasyonu. (F) Sporadik ve kalitsal
ccRCC tipleri (Grignon ve Che, 2005; Linehan vd., 2003).

ccRCC siklikla nefronun proksimal tiibiil bolgesinden kdken almaktadir. Mikroskobik
incelemelerde ccRCC’de hiicre sinirlariin belirgin oldugu ve sitoplazmik igerigin
seffaf/berrak oldugu tanimlanmistir (Sekil 2.4-B). Sitoplazmada degisken miktarlarda
glikojen ve lipit bulunmakla birlikte bazi hiicrelerde niikleus ¢evresinde ince taneli
eozinofilik materyaller gozlemlenmistir ve bu durum yliksek niikleer grade ile
iliskilendirilmektedir (Sekil 2.4-C). Bununla birlikte eozinofilik materyallerin bol
miktarda bulundugu sitoplazmik igerige ve eksantrik niikleuslu (hiicrenin bir tarafina
dogru c¢ekilmis sekilde) hiicrelerin bulundugu biiylik hiicreli ccRCC tipleri de
mevcuttur (Sekil 2.4-D). Bu sekilde patoloji gosteren hiicrelerde sitokeratin, vimentin
ve epitelyal membran antijeni (EMA) eksprese etmektedirler. Benzeri patolojik
ozellikler gosteren hiicreler kromofob ve papiller RCC tiplerinde de
gozlemlenebilmektedir. Ancak ccRCC’de hastaligin tanisinda énem arz eden diisiik
molekiil agirlikli sitokeratinlerin (CKS8, CK18, CK19) ve vimentinin karakteristik
olarak ko-eksprese edildigi belirlenmistir. Molekiiler agirlig1 yiiksek CK14 ve 34BE12
gibi sitokeratinlerin nadiren eksprese edildigi tespit edilmistir. Cogu vakada EMA ve

CDI10 ifadesi goriiliirken, daha az vakada al-antikimotripsin, al-antitripsin ve CD68
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ifadesi gozlemlenmistir. Diger bazi kanser tiplerinin tani1 ve takibinde 6nemli bir
belirteg olan karsinoembriyonik antijen (CEA), o-fetoprotein, plasental alkalin
fosfataz ve S-100 proteininin ekspresyonlari nadiren gozlemlenmektedir. Ayrica renal
nefronun distal kivrimli tiibiiliinde eksprese edilen sitozolik kalsiyum baglayici bir
protein olan parvalbuminin ekspresyonu kromofob RCC ve onkositomalarda
goriiliirken ccRCC’de gozlemlenmez (Calio vd., 2021; Grignon ve Che, 2005). Ayrica
bir tiimor baskilayici olarak gorev alan ve RCC hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
tespit edilen pB-defensin-1’in ekspresyonunun c¢cRCC’lerin %90’inda azalma
gosterdigi tespit edilmistir (Sun vd., 2006; Grignon ve Che, 2005).

Niikleus agisindan incelendiginde tiim ccRCC hiicrelerinde niikleuslar diizenli,
yuvarlak ve oval olma egilimindedir. Niikleer o6zelliklerin ccRCC hiicrelerinin
davraniglarinda 6nemli bir belirleyici oldugu tanimlanmistir ancak tek bir tiimorde
niikleuslarda 6nemli bir heterojenlik gozlemlenebilmektedir. Bazi tiimorlerde
mitokondri miktar1 ise boldur ve boyutlar biiyiik pleomorfik yapidadir (Grignon ve
Che, 2005).

Mitotik aktivite acisindan incelendiginde 1. ve 2. derece tiimorlerde mitotik aktivite
yoktur veya nadir olarak gozlemlenmektedir. Mitoz genellikle 3. ve 4. derece
vakalarda kolayca tanimlanmaktadir. Tiimorlerin ¢ogu tanimlandiginda niikleer derece
2 ve 3'tiir. Derece 1 tiimorler ¢cok nadirdir (<%35) ve derece 4 tiimorler vakalarin
yaklasik %5 ila %10'unu olusturmaktadir (Grignon ve Che, 2005).

Kalitim

Diger kanser tiplerinde oldugu gibi ccRCC’dde sporadik (kalitsal olmayan) ya da
kalitsal olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Sporadik ccRCC tek lezyon olarak ortaya ¢ikma
egilimindeyken herediter ccRCC formlar1 bilateral ve multifokal 6zellik
gosterebilmektedir (Sekil 2.4-F). RCC tipleri birbirlerinden histolojik olarak ayrildig:
gibi kalitsal 6zellikler bakimindan da farkliliklar gostermektedir. Yani her kalitsal
RCC tipi farkli bir histolojik tipteki RCC ile iligkilidir. ccRCC’lerin %96’°s1 6zellikle
3p25°te lokalize olan VHL geninin (von Hippel-Lindau tiimor baskilayici) ve 3pl4°te
lokalize olan FHIT geninin (Fragile histidine triad diadenosine triphosphatase)
delesyonu halinde kendini gostermektedir. Kalitimsal olarak ccRCC’lerin %90’indan
fazlasinda 3. kromozomun kisa kolunda (3p) sitogenetik anormallikler goriilmektedir.
Kromozomun bu bolgesindeki delesyonlar, translokasyonlar ve hatta tiim kisa kolun

kayb1 sonucunda ccRCC ortaya ¢ikmaktadir (Grignon ve Che, 2005). Sporadik
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ccRCC’de VHL genindeki mutasyonlarin %50’si ¢ergeve kaymasi (frameshift)
mutasyonuyken, geri kalan1 yanlig anlam (missense) mutasyonudur (Clark, 2009).

Sporadik ccRCC siklikla VHL genindeki ¢esitli kalittimsal degsiklikler ile ortaya ¢ikan
VHL hastaligiyla iliskilendirilmektedir. VHL, bilateral multifokal RCC, adrenal
bezlerden koken alan bilateral multifokal feokromositoma, pankreatik ya da malignant
noroendokrin tiimorler, kistler, epididimal kistadenom, serebellar ve spinal
hemanjiom, retinal anjiomalar ve i¢ kulakta endolenfatik kese tiimorleri i¢in dnemli
bir risk faktorii olarak goriilmektedir. VHL'de goriilen bobrek tiimorleri ¢ogunlukla
ccRCC tipindedir ve VHL hastaligina sahip bireylerin %35 ila %45’inde ccRCC
gozlemlenmektedir. Bobrek tiimdrleri en sik VHL geninin kismi olarak silinmesi veya
VHL proteinini kisaltacak formdaki mutasyonlara sahip hastalarda goriilmektedir.
Genellikle erken baslangigli ve ergenlik donemindeki bireylerde ortaya ¢gikan bobrek
timdrleri malign ve metastatik 6zellikle gostermektedir. Eger tedavi edilmezse
hastalarin yaklasik %40°1 ilerleyen ccRCC sebebiyle hayatini kaybetmektedir.
Bununla birlikte yapilan ¢alismalar VHL hastaligina sahip bireylerin akrabalarinin
%39 ila %75’inde VHL geninde germline mutasyonlara sahip olduklarin1 gostermistir
(Linehan vd., 2003). Bu gende, ccRCC ve VHL hastaligina sebebiyet verecek
mutasyonlar gozlemlendigi gibi, herhangi bir mutasyonun go6zlemlenmedigi
durumlarda bile anormal promotdr hiper-metilasyonu, diisiik veya eksik protein
seviyelerine yol agan diger sapmalarin olabilecegi belirlenmistir (Clark vd., 2009).

Knudson Hipotezi goz 6niine alindiginda bir tlimor baskilayici genin her iki alelinde
de mutasyon meydana geldiginde, hiicre dongiisli kontrol noktalarinda bozukluklar
meydana gelmektedir. Kalitsal VHL ile iligkili timorlerde ise VHL geninin bir kopyasi
mutasyona ugramigken, diger kopya c¢ogunlukla genin silinmesiyle inaktive
edilmektedir. Sporadik durumda ise VHL geninin bir kopyasinin inaktivasyonu
gerceklesmektedir. Benzer sekilde ccRCC hastalarinin ¢ogunlugunda da VHL geninin
bir kopyasindaki mutasyon ile birlikte inaktivasyon saglanmakta ve diger kopyasinda
delesyon goriilmektedir. Bu nedenle VHL geni, Knudson hipotezine uygun olarak iki
vuruglu modele uymaktadir. Ayrica VHL geninin tiimor baskilayici roliiniin
kanitlanmas1 amaciyla gergeklestirilen in vivo ¢alismalarda her iki VHL alelinin de
islev kaybina ugramasmin (VHL -/-) bagisiklik sistemi baskilanmis (nude) fare
modellerinde tiimor olusumuna neden oldugu tespit edilmistir. VHL geninin normal

bir kopyast (wt) verildiginde ise nude farelerde tiimdr olusumu gézlemlenmemistir.
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Boylelikle VHL geninin tiimor baskilayict oldugu ve bu gende meydana gelen islev
kaybinin kanserde 6nemli bir rol oynadig tespit edilmistir (Linehan vd., 2003).

VHL hastalig1 olan ¢ok sayidaki akraba gruplar1 arasinda yapilan ¢alismalar, VHL
geninin 3p kromozomu lizerindeki lokalizasyonun belirlenmesine katki saglamis ve
daha sonra genin islevleri tanimlanmistir. Normalde VHL nin islevi, hiicrenin mikro
ortamdaki oksijen mevcudiyetine tepkisini diizenlemektir. VHL, hiicre
sitoplazmasinda E3 ligaz kompleksinin bir parcasi olarak elongin B, elongin C, cullin2
ve Rbx gibi diger proteinler ile birlikte kompleks halinde bulunmaktadir. Bu
kompleks, proteinleri ubikiitinleyerek isaretlemekte ve bu sayede proteozomal
kompleks araciligiyla pargalanmalart saglanmaktadir. Normal lokal oksijen
seviyelerinin varhiginda, hipoksi ile indiiklenebilir faktér alfa (HIFa) olarak
adlandirilan diizenleyici bir molekiil, bir dizi prolil hidroksilaz tarafindan hidroksile
edilir. Bu prolin rezidiilerinde bir hidroksil grubunun varligi, HIFa'nin, agirlikli olarak
VHL proteininin aracilik ettigi E3 ligaz enzim kompleksine baglanmasina izin verir.
HIFa'nin VHL’ye ve E3 ligaz kompleksine baglanmasi, proteozomal kompleks
tarafindan pargalanmasi i¢in isaretlenmesine neden olur. Bu nedenle, normal lokal
oksijen seviylerine sahip kosullarda, hiicrede HIFa seviyeleri diisiik tutulmaktadir.
Hipoksi sirasinda ise HIFa hidroksile edilmez ve bu nedenle VHL proteinine
baglanamaz ve sonug olarak proteozomal kompleks tarafindan degrede edilemez.
Boylece hipoksi drumuna yanit olarak, hiicrede HIFa seviyeleri yiikselir ve HIFR'ya
baglanir. HIFo/p heterokompleksi daha sonra niikleusa gé¢ ederek hiicrenin hipoksiye
tepkisinde dnemli olan genlerin promotdrlerindeki spesifik hipoksi yanit elemanlarina
baglanabilir (Sekil 2.5). HIFa/p kompleksinin, hipoksiye yanit veren genlerin
promotoriindeki hipoksi yanit elemanlarina baglanmasi, bu genlerin mRNA ve protein
seviyelerinde artisa neden olur. HIFa tarafindan yukar regiile edilen kritik genler
arasinda vaskiiler endotel bliylime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli biiylime
faktorii (PDGF), doniistiiriicti bitytime faktorii alfa (TGFa), karbonik anhidraz IX (CA-
IX), eritropoietin ve glikoz tasiyict 1 (GLUT-1) gibi proteinler bulunur (Shuch vd.,
2014; Clark, 2009).

VHL proteini ya bir mutasyon nedeniyle islev goremediginde ya da hiicrede anormal
derecede diisiik/yok oldugunda (promotér hipermetilasyonu gibi nedenlerle),
hiicredeki oksijen seviyelerinden bagimsiz olarak, HIFa E3 ligaz’a baglanamaz ve

dolayisiyla degrede edilemez. Boylece HIFa hiicre icinde normalden ¢ok daha ytiksek
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bir sevide bulunur. Yiiksek HIFa seviyeleri sebebiyle HIFa/p kompleksi niikleusa gog
ettiginde, normalden daha yliksek seviyelerde VEGF, PDGF ve TGFa gibi hipoksi
yanit elementlerinin ifadesi gergeklesir. Bu genlerin anormal derece yiiksek ifadesi ise

ccRCC’nin gelismesine yol agar (Clark, 2009).
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Sekil 2. 5. Normal oksijen seviyelerinde (solda) ve hipoksik kosullarda (sagda) VHL proteininin
hiicredeki islevi (Clark, 2009).

00

VHL geninin diger RCC tipleriyle iligkisi arastirildiginda, ¢aligmalar VHL genindeki
mutasyonlarin ccRCC hastalarinda goriildiiglinii ancak pRCC hastalarinda bu gende
herhangi bir kalitsal degisiklige rastlanmadigin1 gostermektedir (Linehan vd., 2003).
Pappiler Renal Hiicreli Karsinoma

ccRCC disindaki RCC tipleri berrak hiicreli olmayan RCC (nccRCC) olarak
adlandirilmaktadir. nccRCC, baslica papiller (pRCC), kromofob, toplama kanali,
mediiller ve heniiz siniflandirilmamis RCC alt tiplerinden olugmaktadir.

Goriilme Sikhig:

Bobrek kanserlerinin yaklasik %15’ini olusturan pRCC, en yaygin nccRCC tipidir.
pRCC en sik 50-70 yaslar1 arasinda teshis edilir ve erkeklerde daha sik goriiliir. Ayrica
pRCC’nin goriilme sikligr siyah tenli insanlarda beyaz tenlilere oranla 3 kat daha

fazladir. Bu tiimorler genellikle radyolojik olarak kalsifikasyon ile karakterize edilir
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ve dogas1 geregi siklikla multifokaldir (Chawla vd., 2023). Organ sinirli evrede ccRCC
ile karsilastirildiginda daha iyi prognoza sahip oldugu savunulsa da metastatik
durumda pRCC histolojisinin ccRCC’ye kiyasla daha kotii prognoz ve diisiik sagkalim
gosterdigi bildirilmektedir (Chawla vd., 2023; Angori vd., 2022). Temel olararak
pRCC tip 1 ve tip 2 olarak iki alt sinifa ayrilmistir. Tip 1 pRCC daha yaygin goriilse
de proliferasyonu yavastir. Tip 2 pRCC daha agresiftir ve daha hizli ilerleme
gostermektedir (Ulusal Kanser Enstitiisii, 2020).

Patolojisi ve Mikroskobik Ozellikleri

pRCC hastalarindan cerrahi islemle alinan tiimor dokusu incelendiginde timor fibroz
bir psddokapsiil ile iyi smirlandirilmistir. Genellikle ten rengi veya kahverengi
goriinen doku, kanama oldugunda tamamen kahverengi renkte veya yogun nekrotik
oldugunda sar1 renkte bulunabilir (Sekil 2.6-A). Yapilan histolojik ¢aligmalar
pRCC’nin iki farkli patern gosterdigini oldugunu tanimlasa da son yillarda ortaya
cikan veriler ek alt tiplerin de tanimlanmasini saglamistir. Ancak arastirmalar siklikla
temel iki alt tip pRCC iizerine yogunlagsmaktadir. Tip 1 pRCC, oval ¢ekirdekli ve
yetersiz bazofilik sitoplazmali tek bir katmandaki hiicrelerle karakterize edilmektedir.
Lipit ylikli makrofajlar tipik olarak neoplastik hiicrelerle kapli papiller yapilarin
fibrovaskiiler c¢ekirdeklerinde goriiliir. Bu durum pRCC’nin dogru teshisi icin
yardimci olan bir 6zelliktir. Neoplastik hiicreler, tip 1 pRCC’deki gibi tek katmanh
cekirdeklere sahip yetersiz amfofilik sitoplazmaya (Sekil 2.6-C) ya da tip 2 pPRCC’deki
gibi psodostratifiye niikleuslara sahip bol yogun eozinofilik sitoplazmaya (Sekil 2.6-
D) sahip olabilir (Ozcan vd., 2014). Immiinohistokimyasal analizlerde, tip 1 pRCC'de
CK7, MUCI ve vimentin ifadelerinin fazla oldugu belirlenmistir. CK20 ve E-kaderin
ifadeleri tip 2 pRCC'de daha sik goriilmektedir. Molekiiler ¢caligmalar, tip 2 pRCC'nin
farkli molekiiler profillere sahip birkac farkli varyanttan olusabilecegini gostermistir.
Daha once tip 2 olarak kabul edilen birka¢c pRCC alt tipi, 2016’da Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan kalitsal leiomyomatoz ve renal hiicreli kanser (HLRCC)
olmak tizere farklt RCC tipleri olarak smiflandirilmistir (Chawla vd,. 2023; Angori
vd., 2022).
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Sekil 2. 6. Papiller renal hiicreli karsinoma (A) Gross patoloji goriintiisii. (B) Floresan in situ
hibridizasyon ile trizomi 7 ve trizomi 17 gosterimi. (C) Mikroskobik tip 1 pRCC ve (D) Tip 2 pRCC
goriintiileri (Ozcan vd., 2014).

Mliskili Genler ve Kalitinm

Kanser Genom Atlasi Veri Tabani’na (TCGA) gore tip 1 pRCC biiyiik 6lciide
mezenkimal-epitelyal gecis (MET) yolundaki degisikliklerinden kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte tip 1 pRCC daha diisiik gradede olma egilimindedir ve 7p ve 17p'de
daha yiiksek kromozomal kazang oranlar1 gostermektedir (Trizomi) (Sekil 2.6-B). Tip
2 pRCC’nin ise oncelikle, daha az kopya numarasi1 degisikligi geciren ve ozellikle
kromozom 9p’de c¢oklu kayiplarla kendini gosteren iki farkli alt tipi oldugu
tanimlanmistir. Coklu kromozom kayiplarina sahip alt tip, benzerlerine gore daha kotii
sagkalima gosterse de incelenen doku 6rneklerinin %97’si metastatik degildir (Chawla
vd., 2023). Bununla birlikte tip2 pRCC’de kromozom 12, 16 ve 20’de ¢oklu
kromozomal kazanimlar goriilebilir. TCGA, farkli kopya numarasi degisiklik
diizenine sahip li¢ pRCC alt grubunu tanimlamistir. Birinci alt grubu olusturan diisiik
dereceli tiimorlerde, agirlikli olarak 7, 12, 16, 17 ve 20. kromozomlarda kazang
gozlemlenirken, diger iki alt grup tamamen farkli davranmaktadir. Bir grup sadece

birka¢ degisiklik gosterse de, digeri yiiksek genom kararsizligi ve zayif sagkalimla
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iliskili kromozom 9p kaybi ile karakterizedir. Birka¢ vakada, kromozom 1, 2 ve 3'iin
kromozom ig¢i yeniden diizenlemeler de tanimlanmistir (Angori vd., 2022).

Yeni nesil sekanslama (NGS) ile %61°1 metastatik 169 pRCC hasta 6rnegi ile
gerceklestirilen ¢aligmalarda ise Tip 1 pRCC'li 39 hastanin 33'linde (%85) ve tip 2
pRCC'li 108 hastanin 7'sinde (%6) MET degisiklikleri goriilmiistiir. Bununla birlikte
pRCC tiimorlerinin proksimal tiibiil hiicrelerinden koken alabilecegi gibi toplama
kanali hiicrelerinden de koken alabilecegi gosterilmistir. Proksimal tiibiil kokenli
pRCC Notch ve mTOR sinyal yolaklariyla iligkilendirilirken, toplama kanali
hiicrelerinden koken alan pRCC tiimorlerinde interferon sinyali ve inflamasyon
yolaklarinda goérevli proteinlerin ekspresyonlarinda artisin meydana geldigi tespit
edilmistir. pPRCC’nin ¢ccRCC’ye oranla daha agresif olma nedeni bu yolaklardaki
degisimlerden kaynaklaniyor olabilir (Chawla vd., 2023).

Son zamanlarda, pRCC’de birka¢ genin mutasyona ugradigi bulunmustur. Proto-
onkogen MET genindeki germline veya somatik mutasyonlar esas olarak tip 1
pRCC'de goriilmektedir. CDKN2A'nin mutasyonlari veya promotor hipermetilasyonu,
agresif pRCC ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir. p16'y1 kodlayan CDKN2A kaybu, hiicre
dongiisii ile ilgili genlerin ekspresyonunun artmasina neden olmaktadir. Ek olarak,
kromozom modifikasyonunda goérevli olan SETD2, BAP-1 ve PBRML1 genlerindeki
mutasyonlar da pRCC'de tanimlanmistir. Diger yaygin mutasyona ugramis genler
arasinda kromatin modifikasyonu, hiicre dongiisii ve metabolizmasinda rol oynayan
FATL, FLCN, TERT, NF2, NFE2L2, STAG2 ve TP53 bulunur. pRCC’de mutasyona
ugramis genlerin cogu Hippo, mTOR ve p53 ile iligkilidir. Hippo sinyal yolagindaki
YAP1 inhibe edilerek hiicre proliferasyonu baskilanabilir. pPRCC’de NF2’nin kayb1
YAPI’in asir1 aktivasyonuna neden olarak anormal hiicre bilylimesine neden olur.
Hiicre boliinmesi, proliferasyonu, apoptoz ve strese yanit i¢in dnemli sinyal yolaklar
olan mTOR ve p53 yollarinda 6nemli proteinleri kodlayan mTOR, PIK3CA, PTEN
veya FBXW?7, RB1 ve TP53 genlerindeki degisimler pRCC hastalarinda sagkalim ile
yakindan iliskilidir. TCGA verilerine gore transkripsiyonel analizler sonucu Nrf2-
ARE yolagindaki asir1 aktivasyon pRCC agresivite ile yakindan iliskilidir. Ayrica
Cdr2’nin yiiksek ifadesi pRCC’de biyobelirte¢ olarak tanimlanmistir (Angori vd.,
2022).
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Kromofob Renal Hiicreli Karsinoma

Goriilme Sikhig1

Kromofob RCC, tiim RCC vakalariin yaklasik %5’ini olusturmaktadir. Diger RCC
tiplerine kiyasla klinik seyri daha iyidir. Kromofob RCC'nin diger RCC alt tiplerinin
aksine cinsiyete bagimlilig1 yoktur, kadin ve erkeklerde esit oranda dagilim gosterir.
ccRCC’ye kiyasla daha geng bireylerde goriiliir Yas ortalamas1 55’tir ancak 27 ile 86
yaslar1 arasinda da goriilebilir (Nagashima vd., 2013; Ozcan vd., 2014).

Patolojisi ve Mikroskobik Ozellikleri

Kromofob RCC’nin toplama kanalinin interkalasyon hiicrelerinden kokenlendigi
diistiniilmektedir. Tiimor genellikle onu ¢evreleyen parankimden iyi bir sekilde ayrilir
ve bej renkli biiyiik homojen bir kiitle olusturur. Nekroz veya kanama azdir (Sekil 2.7-
A).

Sekil 2. 7. Kromofob RCC. (A) Gross patolojik goriintiisii (B) Tipik kromofob RCC (C) Eozinofilik
kromofob RCC (Ozcan vd., 2014)

Kromofob RCC, flokiilent sitoplazmali, bol miktarda oval mikro vesikiiller i¢ceren ve
belirgin hiicre sinirina sahip soluk biiylik hiicrelerle karakterizedir. Tiimor hiicreleri
biiylik boyutlu ve ¢okgen seklindedir. Sitoplazmik ayrimlar cokgen sekillidir ve “bitki
hiicresi benzeri’ bir goriiniim saglamaktadir (Sekil 2.7-B). Niikleuslar, genellikle
rasinoid olarak adlandirilan konfigiirasyonda diizensizdir. Kromofob RCC’nin tipik

varyantinda karakteristik olarak belirgin hiicre sinirlarina, az miktarda eozinofilik ve
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berrak sitoplazmaya sahiptir (Sekil 2.7-C). Ancak bazen tiimoriin ¢ok kiigiik bir kismi
eozinofilik Ozellik gosterebilir. Eozinofilik varyantta tiimoriin i¢ ice gegmis bir
morfolojisi vardir. Neoplastik hiicreler, ince taneli eozinofilik sitoplazmalidir, bol
miktarda mitokondri bulundurur ve hiicre boyutlar1 tipik kromofobik RCC'den daha
kiictiktliir. Bu 6zelliklerden bazilar1 onkositomay1 andirdigindan siklikla eozinofilik
varyant ile onkositomay1 ayirt edebilmek zordur. Eozinofilik varyant, tipik kromofob
RCC'den daha iyi klinik sonuglara sahiptir (Ozcan vd., 2014). Tiim kromofob RCC
vakalarinin yaklasik %8’inde siklikla p53 mutasyonlari ve agresivite ile iligkilendirilen
sarkomatoid transformasyon goriilmektedir ve bu durum agresif klinik sonuclarla
iliskilidir (Ozcan vd., 2014; Bildirici vd., 1999).

Immiinohistokimyasal agidan hiicreler CK7, bdbrege ozgii kaderin, sitoplazmik
CD117 (c-kit) ve EMA igin pozitiflik gosterir. Ancak vimentin negatiftir (Nagashima
vd., 2013; Ozcan vd., 2014).

fliskili Genler ve Kalitimi

Kromofob RCC’de, en sik kromozom 1 ve Y'de olmak iizere kromozom 2, 6, 10, 13,
17, ve 21°de ¢oklu genetik kayiplar gozlemlenir. Kromozom 1, 2, 6, 10 ve 17'nin
genetik kayiplar1 hem eozinofilik hem de tipik varyantlarda en yaygin olanlardir.
Kromozom 1°de onkositoma vakalarinda da kayiplar meydana gelebilir ancak 2, 6, 10
ve 17 numarali kromozom kayiplart saptanmamuistir. Sporadik kromofob RCC'ye 6zgii
gen/genlerin mutasyonu bilinmemektedir. Ancak Birt-Hogg—Dube " sendromu (BHD)
ile iligkili folikiilin (FLCN) geninde mutasyonun, kalitsal kromofobik RCC'nin
gelisiminde etkili oldugu diisiiniilmektedir. FLCN geni 17p11.2°de lokalize olmaktadir
ve mutasyonu cilt tlimorleri (fibrofollikiilomlar, trikodiskomlar ve akrokordonlar),
akciger kistleri, spontan pndmotoraks, kolonik tiimdrler, mediiller tiroid karsinomu,
lipomlar ve bobrek tiimorleri (genellikle bilateral ve multifokal) dahil olmak iizere
cesitli organlarin lezyonlari ile karakterize olan BHD hastaligiyla iliskilendirilir. BHD
ile birlikte ortaya ¢ikan bobrek tiimorlerinin genel prevalansi %34 tiir.

Normalde FLCN geni, bir tiimor baskilayici olarak gorev alan, ERK ve AKT/mTOR
yollarint negatif olarak diizenleyen FLCN proteinini eksprese eder. BHD
sendromunda, genellikle FLCN geninin gergeve kaymasi ve anlamsiz (nonsense)
mutasyona ugradigi goriiliir. Bu mutasyonlar sonucunda protein islevini yerine
getiremeyecek sekilde kesilir ve onkojenik yolaklarin yukar1 regiilasyonu gortiliir

(Nagashima vd., 2013; Ozcan vd., 2014).
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Onkositoma

Goriilme Sikhig1

Bobrek onkositomlari, bobrek neoplazmalarinin ytlizde 3 ila 7'sini olusturan yaygin iyi
huylu bobrek neoplazmlaridir. Genellikle 50 yasindan biiyiik yetiskinlerde goriiliirken
pediatrik popiilasyonda nadiren goriilmektedir. Tanist siklikla tesadiifen koyulur.
Prognozu ¢ok iyi olan onkositoma agresif bir klinik seyir gostermez ancak bazen
karaciger ve kemige metastaz goriilebilir. Eger metastaz yoksa tedavisinde siklikla
cerrahi yontemler gerceklestirilir. Erkeklerde goriilme sikligi daha yiiksektir.
Vakalarin yaklasik %10’u diger bobrek tiimorleriyle veya BHD sendromuyla iliskilidir
(Williams ve Lynch, 2023; Ozcan vd., 2014).

Patoloji ve Mikroskobik Ozellikleri

Onkositomlar, merkezi bir skar tasiyan, iyi sinirlandirilmis, kahverengi veya maun
renkli Kitlelerdir (Sekil 2.8-A). Merkezi skar, bobrek onkositomunun karakteristigidir
ancak her zaman mevcut degildir. Biiyiik 6l¢lide, onkositoma bazen perinefrik yag ile
etkilesime girebilir. Bu durumda yag dokusunda herhangi bir stromal reaksiyon veya
tepki gdézlemlenmez ve hastaligin seyrinde degisime neden olmaz. Benzer sekilde,
timorlerin kiigiik bir kismi vaskiiler invazyona sahip olabilir (Williams ve Lynch,
2023).
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Sekil 2. 8. Onkositoma. (A) Gross patoloji goriintiisti. (B) Yesil ile isaretli alanda saglikli bobrek
hiicreleri ve siyah ile isaretli alanda onkositoma goriintiisii. (C) Graniiler eozinofilik sitoplazma igeren

onkositoma. (D) Mitotik figiir bulunmayan onkositoma yapis1 (Ozcan vd., 2014).

Mikroskobik olarak, bobrek onkositomalari iyi sinirlandirilmis gériinmektedir. Timor
dokusu smirli bir yayilim gosterir ve g¢evredeki bobrek parankimine infiltrasyon
siklikla gerceklesmez ancak ¢ok nadiren goriilebilir (Sekil 2.8-B) (Ozcan vd., 2014).
Onkositomalar, bol graniiler eozinofilik sitoplazmaya sahip yuvarlaktan poligonal
hiicrelere kadar uzanan yuvalar ve boru seklindeki yapilardan olusur (Sekil 2.8-C).
Hiicreler, belirgin merkezi niikleollere ve tek tip nukleuslara sahiptir. Stroma 6demli,
miksomat6z veya hyalinizedir. Ayrica doku mimarisinde kompaktlagsma, kati, fokal
nadir papiller yapilar ve kistik bosluklar bulunabilir. Eger dokuda yetersiz
sitoplazmaya sahip alanlar varsa bu kiiclik hiicreli onkositoma olarak adlandirilir.
Onkositomda pleomorfik niikleuslar gozlemlenir ve mitoz oldukg¢a nadirdir, birden
fazla mitotik figiir bulunmamaktadir (Sekil 2.8.D). Immiinohistokimyasal analizlerde
onkositomalar fokal olarak sitokeratin 7 (CK7) ve membranéz olarak CDI117
acisindan pozitif boyama gosterirler (Williams ve Lynch, 2023).

Mliskili Genler ve Kalitinm

Onkositomlar genellikle karyotip analizinde genetik anormallikler gostermektedirler.
Ancak sorumlu gen mutasyonlar1 aydinlatilmamistir. Siklikla kismen veya tamamen

kromozom 1p ve X/Y kromozomlarinin kaybi, ¢ok nadir kromozom 11'deki
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degisiklikler ve kromozom 14’te kayiplar ya da nadiren kromozom 12’de kazanimlar
gibi ¢esitli kromozomal degisiklikler gozlemlenmektedir. Bu kromozomal
anormallikler, sporadik tiimorlerde ailesel tiimorlere gére daha sik goriillmektedir.
Renal onkositomalarin, kromozomal anormalliklerin birikmesinden sonra
interkalasyonlu  epitel  hiicrelerinin  patolojik  neoplastik  biiylimesinden
kaynaklandigina inanilmaktadir (Williams ve Lynch, 2023).

Toplama Kanah Karsinomu

Goriilme Sikhg

Bellini kanali karsinomu olarak da adlandirilan toplama kanali karsinomu (cdRCC),
bobrek medullasinda merkezi bir konuma sahiptir ve RCC'lerin yaklagik %1'ini
olusturmaktadir. Siklikla toplama kanalinin ana hiicrelerinden kaynaklanmaktadir.
Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriiliir (2:1). Ortalama 55 olmak iizere 13 ila 83
yas araliginda goriilebilir. RCC’nin en agresif tipidir ve vakalarin yaklagik %50’sine
ileri metastatik evrede tan1 koyulur (Ozcan vd., 2014). ccRCC ile kiyaslandiginda
Afro-Amerikan niifusta cdRCC daha sik goriilmektedir (Suarez vd., 2022).

Patoloji ve Mikroskobik Ozellikleri

Toplama kanal1 karsinomu tipik olarak sert, beyaz veya gri-beyaz renkli, biiytlik bir
kesim ylizeyi ve infiltratif bir biiyiime paterni gostermektedir (Sekil 2.9-A). Timor
kiigiik ve renal medulla ile sinirl olsa bile, infiltratif multinodiiler bir biiylime paterni
siklikla goriiliir. Mikroskobik olarak, tiimor karisik infiltratif tiibiiler, i¢ ice gegmis,
glandiiler veya papiller mimariler gosterir. Timoriin infiltratif alanlar1 genellikle
belirgin stromal desmoplazi ile iligkilidir (Sekil 2.9-B). Bununla birlikte tiimére daha
agresif Ozellik katan sarkomatoid degisiklikler tanimlanmistir. Diger RCC alt
tiplerinin aksine, liimen ve intrasitoplazmik miisin olduk¢a yaygindir ve bu durum tani

koyulmasi agisindan faydalidir.
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Sekil 2. 9. Toplama kanali karsinomu (A) Gross patoloji. (B) Mikroskobik gériintii (Ozcan vd., 2014).

Mliskili Genler ve Kalitinm

Toplama kanali karsinomunda sitogenetik ve molekiiler bulgular simirlidir ¢linki
oldukca nadir goriliir. Goriilen vakalarda kromozom kayiplari gdzlemlenmistir.
Kromozom 2, 6, 10, 13, 14, 15, ve 22’de monozomi; 1q, 6p, 8p, 13q ve 21q
kromozomal kollarinda alelik kayip ve tiimor baskilayici gen iceren kromozom 1°de
(1932.1-32.2) minimal delesyon belirlenmistir. Toplama kanali karsinomunda
kromozom kolu 8p'nin kaybi, ccRCC’de oldugu gibi kétii prognoz ile iliskilidir (Ozcan
vd., 2014).

Renal Medullar Karsinom

Goriilme Sikhig

Renal mediiller karsinom (RMC), tiim renal neoplazmlarin yaklasik %1'inden azim
olusturan ¢ok nadir bir malignitedir. RMC oldukc¢a agresif bir davranis sergiler ve
genellikle 10 ila 40 yas arasindaki erkeklerde goriiliir. Hastalarin ¢ogu bu yas
araligindaki Afro-Amerikan erkeklerdir. RMC, hastalarin %75'inden fazlasinin sag
bobreginde goriiliir. Tiimor ¢ok agresif oldugundan hastaligin prognozu oldukca
kotiidiir ve geleneksel kemoterapiye karsi direnglidir. Tan1 sonrasi sagkalim siiresi
yaklasik 4 aydir (Caliskan vd., 2015). Kemoterapi ve verrahi yaklasimlar uygulansa
bile, ortalama sagkalim siiresi yaklasik 13 aydir. RMC’nin orak hiicreli anemi sonucu
olusan bir nefropati oldugu bildirilmistir. Orak hiicreli aneminin bir sonucu olarak

kronik mediiller hipoksi tarafindan indiiklenerek RMC’nin ortaya ¢iktigi tahmin
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edilmektedir ancak mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir (Beckermann vd.,
2017).

Patoloji ve Mikroskobik Ozellikleri

RMC’nin koken aldig1 renal hiicre tipi bilinmemektedir ancak renal papilla veya
kaliseal epitelden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Patolojik incelemeler sonucunda
RMC’nin renal pelvisten uzanan infiltratif bir timdr oldugu ve genellikle retikiiler bir
bliylime paterni gosterdigi belirlenmistir. Ayrica adenoid kistik bilesenlerle birlikte
notrofil infiltrasyonuna sahip zayif derece farklilasmis hiicre tabakalar
immiinohistokimyasal analizlerde tespit edilmistir (Beckermann vd., 2017).

fliskili Genler ve Kalitimi

RMC’de en Onemli bulgulardan biri, kromatin yeniden sekillenmesinin ve
transkripsiyonel aktivitenin modiilasyonunun kilit bir aracis1 olan SWI/SNF
kompleksindeki SMARCBI1/INI1 kaybidir. SMARCB1/INIL'in bialelik kayb1, birkag
cocukluk ¢ag1 bobrek tiimori ayirt edici bir 6zelliktir. Ek olarak neoplazmlarda NGS
ile SWI/SNF kompleksinin ¢esitli alt birimlerinin bialelik, heterozigotluk kaybini veya
yiiksek mutasyon siklig1 gosterilmistir. Bu durum SWI/SNF kompleksinin bir timor
baskilayici rolii oldugunu diistindiirmektedir. SWI/SNF aktivitesinin kaybi, RMC'nin
patogenezi i¢in 6nemli bir adim olabilir ancak tek basina doniisiim icin yeterli olup
olmadig1 belirsizligini korumaktadir. Bu genomik degisiklik hastaligin tanimlayici bir
ozelligi olarak goz oniine alindiginda, SMARCBI1/INI1 kayb1 bu kanserin énemli bir
ozelligidir (Beckermann vd., 2017).

Bobrek Kanserinde Cevresel Risk Faktorleri

RCC gelisimi i¢in en iyi belirlenmis risk faktori sigara kullanimidir. Sigara igmenin
hipoksik kosullara neden oldugu ve sonugta RCC'ye katkida bulunan hiicresel
yolaklarin aktivasyonuna yol actigi varsayilmaktadir. Yapilan kohort c¢alismalari
sigara igmeyen kontrollere oranla sigara igcen bireylerin RCC gelistirme olasilig
erkeklerde %54, kadinlarda %22 artis gostermistir. Ayrica RCC gelisim riski sigara
kullanim dozuna bagli olarak artig gdstermistir. Uzun siireli (10 y1l) sigaray1 birakma
durumunda ise durum tersine ¢evrilebilmistir. 35 ila 49 yaslar arasindaki bireylerle
gerceklestirilen bir calismada ise sigara icenlerin kontrol grubuna oranla RCC
gelistirme riski 2 kat artig gostermistir. Ayrica Afro-Amerikan bireylerin bu duruma

daha yatkin olduklar1 gdsterilmistir. Ayrica sigara kullanmayan ancak dumanina uzun
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stire (20 y1l) maruz kalan bireyler ile gerceklestirilen ¢aligmalarda RCC gelistirme riski
2 ila 4 kat arasinda artmistir (Navai ve Wood, 2012; Hsieh vd., 2017).

Diger bir risk faktorii ise hipertansiyondur. Hipertansiyon hastalarinin kullandig:
antihipertansiflerin RCC gelisiminde rol oynadigmi 6ne siiriilmiistiir. Ozellikle,
RCC'lerin ¢ogunlugunun ortaya ¢iktig1 yer olan proksimal tiibiil iizerinde etkili olan
diiiretiklerin hastaliin gelisiminde potansiyel bir etken madde oldugu tahmin
edilmektedir. Yapilan analizler sonucunda bireylerde artan kan basinct ve
antihipertansif kullanimiyla beraber RCC gelistirme riski doza bagimli sekilde
artmistir. Avrupa’da gerceklestirilen bir aragtirma yiliksek riskli hipertansiyon
hastalarinda (sistolik kan basinci > 160'a kars1 <120) RCC gelisme olasiliginin 2,4 kat
daha fazla oldugunu goéstermistir. Bununla birlikte kan basincinin diizenli olarak
diigiiriilmesinin zamanla RCC riskini azalabilecegi gosterilmistir (Navai ve Wood,
2012).

Hipertansiyon gibi durumlarda kullanilan antihipertansiflerin yani sira agr1 kesiciler
(analjezikler) de RCC’deki rolleri agisindan incelenmis ancak aralarinda kesin bir
baglant1 bulunamamistir. Daha 6nce renal hiicreli pelvik gecisli karsinom ile fenasetin
kullanimi1 arasinda bir baglant1 bulunsa da RCC’de bdyle bir rolii belirlenememistir
(Navai ve Wood, 2012; Semenza vd., 2001). Aspirin kullaniminin bes ¢alismadan
birinde artmig RCC riski ile iliskili oldugu belirlenmis, buna karsilik, parasetamole
maruz kalmanin RCC riskinde artisa neden oldugu belirlenmistir. Statinlerin RCC
riskini 6nemli 6lgtide azalttigi (%48) bildirilmistir (Hsieh vd., 2017).

Diinya ¢apinda obezitedeki artisa benzer sekilde, RCC tanisinda kiiresel olarak net bir
yukselis egilimi olmustur. Bugiline kadar yapilan ¢alismalarin ¢ogu, viicut agirhigi
arttikca goreceli olarak RCC riskinin arttigin1 gdstermistir. Viicut kitle indeksinin
(BMI) diisiik oldugu Asya’da RCC insidansiin da diisiik olmasiyla, BMI artiginin
RCC ile arasindaki dogrusal artis iligkisi dogrulanmistir. En belirgin artis riski obez
hastalarda goriilmesine ragmen (BMI > 30, risk orani: 2,5), fazla kilolu olanlar da
yiiksek RCC oranlari sergilerler (BMI 25-30, risk orani: 1,5). Ayrica RCC riski
gelistirmede obeziteden, kadinlarin erkeklere gore daha fazla etkilendigi
goriilmektedir (Hsieh vd., 2017). BMI’daki her 5 puanlik artis i¢in sirasiyla erkekler
ve kadinlar igin goreceli riskte 1,24 ve 1,34 artis gbzlemlenmistir. Hem obez hem de
hipertansiyon hastast bireylerde artan RCC riskinin altinda yatan mekanizmalar

molekiiler agidan arastirildiginda lipit peroksidasyonunun énemli bir rol oynadigi

27



belirlenmis ve in vivo galigmalarla bu veriler desteklenmistir. Lipit peroksidasyonunun
yan1 sira hormonal degisikliklerin ve diyabetin RCC icin 6nemli birer risk faktorii
olabilecegi bilinmektedir (Navai ve Wood, 2012).

RCC riskini obezite kadar beslenme tipi de etkilemektedir. Yiiksek meyve ve sebze
alimimin RCC riskini %32 azalttig1 gosterilmistir ancak daha fazla veriye ihtiyag
vardir. Bununla birlikte kadin ve erkeklerde hafif (0-5 g/giin), orta (15-30 g/giin) ve
yuksek (> 30 g/giin) alkol tiiketimi goreceli RCC riskini 0,75'ten 0,71'e diistirmiistiir.
Diyette glisemik indeks ytikiiniin artis1 goreceli RCC riskini 2,56 arttirmaktadir. RCC
gelistirme riskini glisemik indeks sigara kullanimiyla ayni oranda etkilemektedir
(Navai ve Wood, 2012).

Diger bir taraftan mesleki faktorler ile RCC riski arasinda yapilan caligmalar
mevcuttur. Bunlardan biri asbeste maruz kalmaktir. Asbeste maruz kalma siiresinin
RCC riskinde artisa neden oldugu bildirilse de (risk oran1 1,4) daha sonra yapilan
analizler RCC gelisiminde asbestin roliiniin ¢ok yiiksek olmadigin1 géstermistir. Metal
yag ¢oziicii olarak kullanilan Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan olas1
bir insan kanserojen olarak kabul edilen trikloretilene (TCE) ¢evrede ve endiistride
maruz kalma riski yliksektir. Almanya’daki fabrika iscileri ile gergeklestirilen bir
calismada TCE’ye maruz kalan bireylerde RCC riskinin 8 kat daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Daha sonra bagka bir calisma ile doza bagimli olarak bu oranin
artabilecegini gosteren c¢aligmalar gerceklestirilmistir. TCE’nin VHL geninde
mutasyona neden oldugu bir ¢alismayla gosterilmis (Brauch vd., 2004) ancak daha
sonra yiiksek oranda TCE’ye maruz kalan kisilerde VHL geni incelenmis ancak
herhangi bir mutasyon tespit edilememistir. Bu nedenle TCE ile RCC arasindaki
baglantinin aydinlatilmast i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Navai ve
Wood, 2012).

TCE disinda, kursun, arsenik, pestisitler, benzen gibi bir¢ok kimyasala maruz
kalmanin RCC i¢in risk faktorii olusturmada etkili olabilecegi one siirtilmiistiir. Krom
bilesikleri, inorganik asitler, kauguk, ozon, hidrojen siilfiir, fosforik asit, havacilikta
kullanilan yakitlar ve ultraviyole radyasyon dahil olmak iizere birgok maddede RCC
olusumu i¢in bir risk goriilmiistiir. Ayrica komiir katrani, asfalt, benzidin, zift, mineral
yaglar, vinil kloriir ve hardal gazin maruz kalan kisilerde artan RCC riski tespit

edilmistir. Bununla birlikte A ve E vitamini sentezi gerceklestirilen endiistriyel

28



caligmalarda gorev alan isgilerde RCC riskinde artis gézlemlenmistir (Navai ve Wood,
2012).

2.2.2. Bobrek Kanserlerinde Diger Kalitsal Risk Faktorleri

RCC tipiyle direkt olarak iligkilendirilen genler daha 6nceki boliimlerde incelenmis
olup bu boliimde heniiz herhangi bir RCC alt tipi ile tam olarak iliskilendirilmemis
ancak epigenetik modifikasyonlart RCC olusumunda etkili olan genler incelenmistir.
Epigenetik modifikasyonlar, sitozinlerin metilasyonu yoluyla DNA bazlarinin
kimyasal modifikasyonunu, histon protein modifikasyonunu veya kodlamayan
RNA'lar tarafindan diizenlenmesini igerebilir. DNA metilasyonunun RCC'deki rolii,
son on yilda aktif bir arastirma alan1 olmustur ve bu kanserde DNA metilasyonu ile
epigenetik olarak degistirilen ¢esitli genler, hipometile edici ajanlardan tarafindan
hedeflenerek gelecekte tedavi stratejilerine 1g1k tutmaktadir (Tablo 2.2) (Shenoy vd.,
2015).

SRFP1 geni

Hiicre biiyiimesini ve neovaskiilarizasyonu kontrol eden bir WnT antagonisti olan
SFRP1 proteinini (secreted frizzled-related protein 1) kodlayan bir tiimér baskilayict
gendir. SFRP1 geninin epigenetik olarak susturulmasi, kronik inflamasyonla iligkili
premalign dokularda veya insan kanserinde meydana gelmektedir. ccRCC doku
ornekleriyle gercgeklestirilen ¢alismalarda bu gen 10 tiimor doku 6rneginin 8’inde
hipermetile haldedir (Shenoy vd., 2015). Metastatik RCC’de ise, SFRP1
hipometilasyonu SFRP1 ekspresyonunu arttirir ve histon modifikasyonlarini aktive
eder. SFRP1 proteininin asir1 ifadesi, hiicre hatlarinda invazivlik ile ilgilidir (Cheng
vd., 2020).

Rapl1GAP geni

Bu gen tiimor biiylimesi, invazyonu ve metastazinda rol oynayan bir protein olan Rap't
etkisiz hale getiren Rap1GAP proteinini kodlamaktadir. Rap1Gap promotoriiniin,
RCC hiicre hatlarinda hipermetile durumda oldugu belirlenmistir (Shenoy vd., 2015).
RCC hiicrelerinde diisiik RaplGAP ekspresyon seviyelerinin, kismen promotdr
hipermetilasyonundan kaynaklandigi tespit edilmistir. Bununla birlikte RCC hiicre
hatlarinda Rap1GAP ekspresyon seviyeleriyle invazyonun ters iligkili oldugu ancak

bu durumun migrasyonu etkilemedigi belirlenmistir (Kim vd., 2012).
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KILLIN geni

KILLIN geni, hiicre dongiisiiniin durmasinda rol oynar ve p53 tarafindan diizenlenir.
DNA sentezini in vitro inhibe eden ve S fazinin durmasina neden olan kii¢iik bir
niikleer DNA baglayict proteini kodlar. Germline, somatik ve RCC hiicrelerinde
KILLIN metilasyonunu ve ekspresyonunu belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligmada, 41
ccRCC hastasindan 23'i (%56) KILLIN promotdriiniin germline metilasyonunu
sergilerken, 50 kontrolden higcbiri metilasyon gostermemistir (p <0.0001). 19 primer
ve 1 metastatik ccRCC ornegi incelendiginde, 19 6rnekte (%95) KILLIN geninin
promotor bolgesinde hipermetilasyon tespit edilmistir. Sekiz RCC (RC-6, RC-9, RC-
13, RC-45, 786-0O, ACHN, Caki-1 ve Caki-2) ve HEK-293T hiicre hatlarinda KILLIN
promotoru metilasyon agisindan incelenmistir. HEK293T promotoru tanimlanan dort
CpG bolgesinden en az birinde metilasyon gostermistir. Sekiz RCC hiicre hatlarinin
timiinde KILLIN ekspresyonunda belirgin bir azalma vardir (Shenoy vd., 2015).
WIF-1 geni

Wnt (Wingless type) inhibitor faktorii-1, Wnt proteinine baglanan salgilanmis bir
glikoprotein antagonistidir. Wnt proteinlerinin hiicre ¢gogalmasinda ve onkogenezde
rolii oldugu bilinmektedir. Wnt antagonistleri, SFRP ve Dkk (Dickkopf) olmak iizere
iki gruba ayrilmaktadir. SFRP grubu, (SFRP-1, SFRP-2, SFRP-3, SFRP-4, SFRP-5,
WIF-1 ve Cerberus) dogrudan Wnt'ye baglanir ve Wnt sinyalini inhibe ederler. Dkk
ailesi proteinleri, Wnt yolunu inhibe etmek i¢in Wnt reseptdr kompleksinin bir
bilesenine baglanir. WIF-1 geninin ¢esitli kanserlerde tiimor baskilayici rolii oldugu
bildirilmistir. Caki-2, ACHN ve A-498 RCC hiicre hatlariyla gergeklestirilen bir
calismada WIF-1 geni promotdr bolgesinde yogun olarak metillenme mevcutken,
normal bobrek hiicrelerinde bu genin metillenmedigi belirlenmistir (Shenoy vd.,
2015). Ayrica transfeksiyonla WIF-1 ifadesi arttirilmig hiicre hatlarinda, apoptoz
indiiklenmis, in vivo tiimdr biiyiimesi baskilanmis, hiicre proliferasyonunda ve koloni
olusturma potansiyelinde belirgin bir inhibisyon gézlemlenmistir. Bu nedenle RCC’de
tiimor baskilayici bir gen olarak ele alinmaktadir (Kawakami vd., 2009).

DKK1 geni

Dickkopf'ile iliskili protein ad1 verilen bir proteini kodlayan DKK1, insan kanserlerinin
baskilanmasinda rolii olan, dogrudan bir Wnt inhibitoriidiir. RCC hiicre hatlar1 (A-498
ve 769-P) ve normal bobrek hiicre hatti (HK?2) ile yapilan bir analizde, RCC hatlarinda

DKK1 promotoriiniin hipermetile oldugu, normal bobrek hiicre hattinda ise metilasyon
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olmadig1 ortaya ¢ikmistir. RCC doku ornekleriyle gerceklestirilen bir ¢aligmada ise
kontrole oranla DKK1 ekspresyonunun onemli Ol¢iide azaldigi tespit edilmistir
(Shenoy vd., 2015). Metilasyondaki artis ise, primer RCC dokularinda daha yiiksek
patolojik asamalarla iliski goOstermektedir. Hiicrelerde DKK1 ekspresyonu
transfeksiyonla arttirildiginda ise apoptozda artis, proliferasyon ve invazyonda azalma
meydana gelmistir. Ayrica DKKI1 ifadesi arttirllmig RCC hiicreleri aktarilmis
bagisiklik sistemi baskilanmis nude fare modellerinde tiimor biiylimesi baskilamistir
(Hirata vd., 2011).

SFRP2 geni

Wnt antagonisti olarak gorev yapan bir tiimor baskilayict gen olan SFRP2
ekspresyonunun RCC hasta dokulariyla gergeklestirilen bir ¢alismada ekspresyonunun
neredeyse hi¢ olmadig1 ancak saglikli dokularda %70 oraninda arttig1 tespit edilmistir.
Benzer sekilde RCC hiicre hatlariyla gerceklestirilen ¢aligmalarda da normal hiicrelere
kiyasla SFRP2 ekspresyonu transkripsiyonel olarak daha azdir. Saglikli hiicrelerde
SFRP2’nin promotor bolgesinde metilasyon olmadigi ancak RCC hiicre hatlarinda
yiiksek miktarda metilasyon oldugu belirlenmistir (Shenoy vd., 2015). Diger bir
taraftan RCC hiicre hatlariyla gergeklestirilen bir ¢alismada SFRP2 geni ekspresyonu
arttirildiginda hiicrelerde proliferasyonun arttig1 ve bu durumun in vivo’da da benzer
etki gosterdigi belirtilmistir (Yamamura vd., 2010).

SFRP5 geni

Bu gen, Wnt sinyal iletim yolunun negatif modiilatorleri olarak tanimlanan SFRP
glikoprotein ailesinin bir liyesi olan SFRP-5"1 kodlamaktadir. SFRP1 ve SFRP2'nin
RCC'de epigenetik olarak diizenlendigi gosterilmistir. RCC hiicre hatlarinda (A-498,
ACHN, Caki-1, Caki-2) ve ccRCC doku orneklerinde SFRP-5 promotorunda yogun
metilasyonu oldugu tanimlanmistir. Normal hiicre hatt1 ve saglikli doku 6rneklerinde
bu bolgede metilasyon mevcut degildir. Ayrica SFRP-5 mRNA ekspresyonunun RCC
hiicre hatlarinda normal bobrek hiicrelerine kiyasla anlaml derecede azaldigi (p <0,01)
belirlenmistir (Shenoy vd., 2015).

miR-9-1 ve miR-9-3 genleri

miR-9-1, miR-9-2 ve miR-9-3 genleri sirasiyla 1, 5 ve 15 kromozomlarinda
bulunmaktadir. ccRCC doku ve normal doku orneklerinde miR-9-1 ve miR-9-3"in
metilasyon durumu {izerine yapilan bir ¢alismada, normal dokuya kiyasla RCC’de her

ikisi i¢in de anlamli olarak daha yliksek metilasyon seviyeleri (miR-9-1 igin
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p=0,00021 ve miR-9-3 i¢in p=0,000074) saptanmistir. Ayrica, ileri evre timor
orneklerinde hem miR-9-1 (p=0,024) hem de miR-9-3 (p=0,040) i¢in 6nemli derecede
artmis metilasyon egilimi bulunmustur. Metastatik niiks tasiyan ve niiks olmayan
ccRCC’li hastalarda miR-9 genlerinin metilasyon durumunun rolii incelendiginde,
niiks izlenen hastalarda metilasyon artmistir. Ayrica niiks goriilmeyen grupta bulunup,
miR-9-1 ve miR-9-3 metilasyon seviyeleri yiiksek olan hastalarda sagkalim siiresinde
azalma meydana gelmistir (Shenoy vd., 2015).

GREML1 geni

Bu gen TGF-B sinyal yolundaki bir inhibitdr olan Gremlin 1 proteinini eksprese
etmektedir. GREM 1, kemik morfogenetik proteinleri (BMP) 2, 4 ve 7'ye kars1 bir
antagonist olan salgilanan bir glikoproteindir. Bu antagonistik etki, ligandlarin
reseptorlerine baglanmasini onler, boylece downstream TGF- sinyalini inhibe eder.
RCC hiicre hatlarinda ve tiimor 6rneklerinde GREM1 geni promotorunda ¢ok yiiksek
derecede metilasyon ortaya ¢ikarmistir (Shenoy vd., 2015). ccRCC hasta 6rnekleriyle
gerceklestirilen analizlerde GREM1 geninde metilasyon, artmis malignite ve aktif
anjiyogenez ile korelasyon gostermektedir (Vlodrop vd., 2010).

BTG3 geni

BTG3 geni anti-proliferatif aktiviteye sahip gibi goriinen yapisal olarak iliskili bir
protein ailesi olan BTG/Tob ailesinin bir proteinini kodlar. BTG3'in, hiicre
dongiisiiniin negatif regiilasyonuna neden olan E2F1 {izerindeki inhibitor aktivitesi
yoluyla aday bir timor baskilayict gen oldugu gosterilmistir. Bu genin metilasyon
durumu saglikli ve RCC hiicre hatlarinda ve dokularda incelenmistir. RCC hiicre
hatlarinda promotor bolge, normal hiicrelere kiyasla tamamen metillenmistir. Timor
doku orneklerinde de benzer sekilde normal doku 6rneklerine kiyasla hipermetilasyon
belirlenmstir. Bununla birlikte RCC hiicrelerinde BTG3 ekspresyonu daha diistiktiir
(Shenoy vd., 2015).

XAF-1 geni

XAF-1 geni, apoptoz inhibitorii (IAP) protein ailesinin bir antagonisti olan bir proteini
eksprese eder. IAP proteinleri, apoptoz sirasinda aktif olan kaspazlarin
inaktivasyonunu saglamaktadir. XAF-1 tarafindan eksprese edilen protein ise IAP’leri
inhibe ederek kontrolsliz hiicre boliinmesinin 6nlenmesine yardimeci olur. RCC
hiicrelerine XAF-1 genine spesifik siRNA transfeksiyonu gerceklestirildiginde IFN
aracili apoptozun azaldig1 tespit edilmistir (Shenoy vd., 2015). Diger bir taraftan XAF1
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ekspresyonunda azalma, ccRCC’nin ilerlemesinde rol oynamaktadir (Kempkensteffen
vd., 2009).

APAF-1 geni

Apoptotik proteaz aktive edici faktér-1 (APAF-1) geni, apoptoz diizenleyici agda yer
alan 12q23'te lokalize olan p53 hedefli bir gendir. Apoptoza yol agan kaspaz kaskadini
uyaran kaspaz 9'un aktivasyonunda rol oynar. APAF-1'in inaktivasyonu, apoptozun
baslatilamamas1 ve kontrolsiiz hiicre biiylimesiyle sonuglanabilir. RCC hiicrelerinde
normal hiicrelere kiyasla APAF-1 geninde metilasyon sikliginin daha fazla oldugu ve
bu genin ekspresyonunun timor doku orneklerinde ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir
(Shenoy vd., 2015).

DAPK-1 geni

Oliimle iliskili protein kinaz 1 (DAPK-1) geni, sagkalim, apoptoz ve otofajinin hiicre
sinyal yollarinda rol oynayan bir kalmodulin bagiml1 serin/treonin kinazi kodlar. Bu,
IFN-y'nin neden oldugu apoptozun aracisi olarak gorev yapan aday bir timor
baskilayic1 gendir ve ekspresyon kaybi cesitli tiimor tipleriyle iliskilendirilmistir.
Kanser gelisimi sirasinda kanser dncesi hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in tasarlanmig
pl9ARF/p53'e bagimli apoptotik kontrol noktasini aktive ederek onkogen kaynakli
doniisiimii 6nledigi rapor edilmistir. DAPK-1 geninde metilasyon sikliginin RCC doku
orneklerinde %33, normal dokularda ise %5 oldugu tespit edilmistir (Shenoy vd.,
2015). Ayrica DAPK-1 ekspresyonunun diisiik olmasi ccRCC’de koétii prognoz ve ilag
direnci ile iliskilendirilmektedir (Song vd., 2021).

Nbk/Bik geni

Dogal oldiirticti gen (natural born killer, Nbk) pro-apoptotik 6zelliklere sahip, yalnizca
dokuya 6zgii BH3 proteinini kodlamaktadir. Proapoptotik aktivitesinin Bcl-2 ailesinin
bir iiyesi olan Bax'a bagl oldugu bilinmektedir. Saglikli bobrek dokusunda Nbk
ekspresyonu yiiksekken, RCC dokularinda disiiktiir (Shenoy vd., 2015).

HOXB13 geni

Homeobox 13 geni homeobox gen ailesine ait bir transkripsiyon faktoriini
kodlamaktadir. Homeobox, anatomik gelisim modelinden sorumlu olan genlerde
bulunan bir DNA dizisidir. Protein olarak ifade edildiklerinde DNA'ya baglanabilen
ve diger genlerin basamaklarini etkinlestirebilen homeodomainleri kodlarlar. HOXB13
geninin primer bobrek tiimorlerinde daha yliksek oranda metillendigi belirlenmistir.

Incelenen 56 primer RCC tiimér drneginin 17'sinde (%30) HOXB13'iin tiiméore spesifik
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metilasyonu goriilmiis ve bitisik normal bobrek dokusu oOrneklerinde bu durum
gbzlemlenmemistir. RCC hiicre hatlartyla gerceklestirilen ¢alismalarda ise 15 hiicre
hattindan 11’inde (%73) HOXB13'iin anormal metilasyonu gdosterilmistir. HOXB13
metilasyonunun timor derecesi, evresi, boyutu ve mikro damar invazyonu ile anlamli
derecede korelasyon gosterdigi kaydedilmistir (Shenoy vd., 2015).

DAL1/4.1B geni

DAL1 geni tiimor baskilayici bir proteine baglanan aktin baglayict proteini
kodlamaktadir. RCC hiicre hatlarinda incelendiginde 19 hiicre hattinin 10’unda (%53)
DAL1 mRNA ekspresyonu olmadigr tespit edilmistir. RCC hastalarindan alinan
cerrahi doku Orneklerinde de benzer sekilde DAL1 ekspresyonu normal dokulara
oranla azalmistir ya da yoktur. Ayrica DALl geni promotor bdlgesindeki
metilasyonunun ccRCC hastalarinda metastatik niiks i¢in bagimsiz bir prognostik
faktor oldugu bulundu (Shenoy vd., 2015).

SPINT2/HAI2 geni

SPINT2 geni, cesitli serin proteazlar1 inhibe eden bir transmembran proteinini kodlar.
SPINT?2 proteini, hepatosit biiytime faktorii (HGF) aktivatoriinii inhibe ederek aktif
HGF olusumunu engeller. Aktif HGF, MET'in aktive edilmesinde énemli bir role
sahiptir ve bu da RCC biiyiimesini ve metastazi tesvik eden Rass/MAPK ve PI3K/AKT
efektdr yollarini aktive eder. Incelenen 102 RCC 6rneginden 34'ii ve 38 saglikli bobrek
orneginden yalnizca 2'si promotdr bolge metilasyonunu gostermistir (Shenoy vd.,
2015).

Gama(y)-katenin/JUP geni

JUP olarak da bilinen vy-katenin, bir hiicre adezyon proteinidir. Bu protein
desmozomlarin ve ara baglantilarin ortak bir bilesenidir. y-katenin gibi hiicre adezyon
proteinlerinin fonksiyon kaybinin, kanserlerde daha kotii prognozla iliskili olarak
timor hiicreleri arasindaki hiicreler arasi etkilesimi bozdugu rapor edilmistir. RCC
hiicre hatlar1 ve doku 6rneklerinde, kontrole oranla y-katenin ekspresyonunun azaldig:
belirlenmistir (Shenoy vd., 2015).

TCF21 geni

TCF21 geni, birgok kanserde epigenetik olarak inaktive edilen aday bir timor
baskilayici olarak tanimlanmistir. TCF21'in metilasyon durumunun, saglikli doku
ornekleriyle karsilastirildiginda ccRCC orneklerinde ¢ok yiiksek oldugu bulunmustur
(Shenoy vd., 2015). Ayrica TCF21 ekspresyonunun diisiik olmasi diisiik sagkalim ile
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iligkilendirilmistir (Ye vd., 2012). Yapilan analizlerde idrardan RCC tespiti igin
TCF21 proteininin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ve metilasyon durumunun
hastaligin progresyonu ile iligkili olabilecegi belirlenmistir (Xin vd., 2016).

PCDHL17 geni

PCDHI17, kesin mekanizmasi agikca tanimlanmamis olmasina ragmen hiicre
adezyonu, sinyal iletimi ve biiylime kontrol fonksiyonlarindan dolayr timor
baskilayici fonksiyonlara sahip olduguna inanilan bir protokaderini kodlamaktadir.
Urolojik kanserler agisindan degerlendirildiginde PCDH17 promoter bdlgesinin
mesane kanseri 6rneklerinin %48'inde, RCC 6rneklerinin %61'inde ve prostat kanseri
orneklerinin %60'inda hipermetile oldugu belirlenmistir (Shenoy vd., 2015).

HIC1 geni

Bu gen, transkripsiyonel baskilayici olarak islev géren bir proteinini kodlamaktadir.
Genin, p53 ve E2F1 ile birlikte DNA hasari yanitlarini diizenleyen karmagsik
diizenleyici dongiilere katildigi gosterilmistir. HIC1 fonksiyonunun kaybi, cesitli
timorlerin ortaya c¢ikmasiyla iligkilendirilmistir. RCC’de niiks gergeklesmeden
sagkalim oraninin HIC1 geni CpG adaciklarindaki hipermetilasyonla iliski gosterdigi
tespit edilmistir (Shenoy vd., 2015).

LRRC3B geni

LRRC3B geni, evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus, 16sin agisindan zengin tekrar
igeren bir proteindir ancak biyolojik dnemi biiyiik dlgiide bilinmemektedir. insan
genomunun 2000'den fazla LRR igeren proteine sahip oldugu ve bunlarin bitki ve
hayvan bagisikligi, hormon-reseptor etkilesimleri, hiicre yapismasi, sinyal iletimi, gen
ifadesinin diizenlenmesi ve apoptoz gibi bircok Onemli siirece katildiklar1 One
stiriilmiistir LRRC3B'nin ¢esitli kanserlerde ekspresyonunun azaldigi ve bu genin
karsinogenezde rol aldig1 bildirilmistir. RCC'deki rolii lizerine yapilan bir ¢aligmada,
incelenen bobrek kanseri Orneklerinin %357'si hipermetilasyon ve/veya delesyon
gostermistir. LRRC3B ekspresyonunun RCC'nin 1 ve 2. asamalarinda neredeyse
degismedigi ancak 3. agsamada 2 ila 6 kat azaldigini ortaya ¢ikarilmigtir. Ayrica in vitro
analizlerde bu genin hiicre proliferasyonunu inhibe edici bir aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu nedenle tiimoér baskilayici bir gen olmaya adaydir (Shenoy vd.,
2015).
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GATAS geni

GATAS, cesitli kanserlerde ekspresyonu azalan bir timdr baskilayict gendir.
ccRCC’de artan GATAS5 metilasyonu metastaz (p=0,005) ve sagkalimin azalmasi
(p=0,005) ile korelasyon gostermektedir (Shenoy vd., 2015). Bununla birlikte GATAS
geni CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyonlarin  RCC progresyonunun
analizinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Peters
vd., 2012).

RASSF1 geni

Timor baskilayicr bir 6zellik gosteren RASSF1 geni, alternatif splicing ve promotor
kullanim1 nedeniyle bir¢cok izoforma sahiptir ancak daha uzun izoform olan
RASSF1A'nin epigenetik susturulmasi Ozellikle kanserle iliski gostermektedir.
RASSF1A islevsel olarak hiicre dongiisiiniin  kontroliinde, mikrotiibiil
stabilizasyonunda, hiicre adezyonunda, hareketlilikte ve apoptozda rol oynamaktadir.
pRCC dokular1 saglikli doku 6rnekleri ile karsilastirildiginda RASSF1A promotorunda
metilasyonun arttig1 belirlenmistir (pRCC’de 2,11 iken; saghkli dokularda 0,61
p<0,001). RASSF1A promotorunun metilasyon diizeyi, evre 3 ve 4 RCC'li hastalarda,
evre 1 ve 2'deki hastalara gore daha fazladir (p=0,043). Daha yiiksek metilasyon
seviyesi, kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (p=0,0053)., RASSF1A'nin diger RCC
tiirleriyle karsilastirildiginda pRCC'de 6nemli o6lciide daha yiliksek metilasyon
yiizdesine sahip oldugu gozlenmistir (Shenoy vd., 2015).

UNCS5C geni

UNCS5C gen firiinii, Netrin-1 reseptorlerinden biri olarak gorev yapar ve Netrin-1
ligandinin yoklugunda apoptozu indiikleme yetenegine sahiptir. UNC5C, RCC'lerin
cogunun kaynaklandig1 bobregin proksimal tiibiiliinde eksprese edilir. Bes RCC hiicre
hattiyla gergeklestirilen bir ¢aligmada (786-0, Os-RC-2, A498, ACHN, Caki-1) Caki-
1 hiicre hattinda UNC5C'nin ¢ok az eksprese edilirken diger dort hiicre hattinda tespit
edilemeyecek kadar diisiik seviyede bulundugu belirlenmistir. 786-O ve Os-RC2 hiicre
hatlarinda UNC5C'min hipermetillendigi bulunmustur. Doku 6rnekleri analiz
edildiginde ise RCC‘de normal dokuya kiyasla UNC5C’nin ekspresyonunun azaldig:
belirlenmistir. Ayrica normal dokularda metilasyon bulunmazken RCC 6rneklerinde

promotor bolgede hipermetilasyon tespit edilmistir (Shenoy vd., 2015).
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KRT19 geni

KRT19 geni, protein sitokeratin (CK) 19'u kodlar. Akt sinyalini negatif olarak
diizenleyen potansiyel bir tiimor baskilayicidir. Normal bobrek dokusunda CK19,
distal tiibiiller ve toplama kanali hiicreleri tarafindan eksprese edilir. KRT19'un
metilasyonu ve ekspresyon seviyeleri igin RCC hiicre hatlar1 769-P, 786-0O, Caki-1,
Caki-2, A-498, ACHN ve 112 RCC hasta oOrnekleri tizerinde bir ¢alisma
gergeklestirilmistir. Promoter metilasyonu ve mRNA bagil ekspresyon seviyeleri, 769-
P, Caki-1, Caki-2, A-498 ve ACHN'de istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) ters orant1
gostermigtir. 112 RCC doku Orneginin 23’tinde  KRT19 hipermetilasyonu
gbozlemlenmistir (52 ccRCC’den 9’unda; 22 pRCC’den 6’sinda; 22 kromofob
RCC’den 2’sinde ve 16 onkositomadan 6’sinda) (Shenoy vd., 2015).

GATAS3 geni

Bu gen tarafindan kodlanan GATAS3 proteini, Th2 (T helper 2 hiicreleri) gelisimini ve
fonksiyonunu diizenlemede rol oynamaktadir. Insan bébrek embriyogenezi sirasinda
secici olarak eksprese edilirmektedir. GATA3 ekspresyonunun ccRCC'nin tiim
asamalarinda ifadesinin azaldigi gosterilmistir. GATA3 gen promotorunun, timor
orneklerinde giiglii bir sekilde metillendigi bulunmustur (Shenoy vd., 2015).

TIMP3 geni

Bu genin iirtini MMP inhibitorlerinin bir tiyesidir ve VEGFR-2 i¢in fizyolojik bir
antagonisttir. VEGF sinyali, ¢cogu ccRCC tiiméoriinde oldukga artar. Bununla birlikte
yiiksek dereceli tiimor drneklerinde TIMP3 mRNA ekspresyonunun énemli derecede
diisiik oldugu belirtilmistir (Masson vd., 2010). ccRCC i¢in nefrektomi uygulanan 105
hasta ilizerinde yapilan bir aragtirmada ise, normal bobrek dokusuna kiyasla 105
hastanin 100'tiniin TIMP3 ekspresyonunu azalttigini ortaya koymustur. 12 RCC hiicre
hattinin 4’tinde (%33), 36 timor Orneginin 28’inde (%78) ve 27 saglikli doku
orneginin higbirinde TIMP3 geni promotdér bolgesinde hipermetilasyon tespit
edilmistir (Shenoy vd., 2015).

TU3A geni

TU3A, aday bir tiimor baskilayict gendir. Caki-1, ACHN ve NC65'in hiicre hatlari
incelendiginde ACHN'nin diisiik TU3A ekspresyonuna sahip oldugunu, diger ikisinin
ise herhangi bir ekspresyon gostermedigi belirlenmistir. TU3A, ccRCC vakalariin

%42'sinde ve pRCC'nin %25'inde metilasyona ugramistir. Ayrica TU3A
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promotdriiniin  hipermetilasyonunun ileri timor evresi ve hastalifa 6zgii zayif
sagkalim ile 6nemli dlgiide iligkili oldugunu bulunmustur (Shenoy vd., 2015).

DLK1 geni

DLK1 (14932), paternal olarak eksprese edilen ve adipositler de dahil olmak tizere
birgok hiicre tipinin farklilagsmasinda yer alan bir transmembran proteinini kodlayan
bir gendir. RCC'lerde 14932'de yaygin delesyonlar dikkat g¢ekmektedir. RCC
timorlerinin olusumunda DLK 1'in rol oynadigini 6ne stiriilmistiir. 50 primer ccRCC
dokusuyla gerceklestirilen bir ¢alismada ccRCC 6rneklerinin 39'unda (%78) DLK1
ekspresyonu kaybi oldugu, buna karsin DLK1 ekspresyonunun her normal bobrek
dokusunda korundugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan immiinohistokimyasal analizler
sonucunda DLK1 proteininin RCC’lerin koken aldigi renal tiibiiler hiicrelerde
eksprese edildigi ortaya c¢ikmistir. DLKI1’in ekspresyonunun transfeksiyonla
arttirlldigi in vitro ve in vivo calismalar, apoptozda artis meydana geldigini
gostermistir. Bu da DLK 1'in timdr baskilayici aktivitesi bulundugunu gostermektedir
(Shenoy vd., 2015).

Konneksin 32 (Cx32) geni

Cx32 geni, hiicreler arasinda iyonlarin ve kiigiik molekiillerin transferini kolaylastiran
kanallarin bir pargasini olusturan bir gap junction proteinini kodlar. Hemodiyaliz
hastalarinda gerceklestirilen calismalarda konneksin 32'min RCC’ye karst tiimor
baskilayici bir rolii oldugu bildirilmistir (Shenoy vd., 2015).

ECAD geni

ECAD geni, kalsiyuma bagimli bir hiicre-hiicre adezyon glikoproteinini lan E-kaderini
kodlar. Gendeki fonksiyon kaybi cesitli kanserlerde artan proliferasyon, invazyon ve
metastaz ile iligkilendirilmistir. ECAD gen promotdr metilasyonu ile tiimor gradesi
arasinda korelasyon goézlemlenmistir. ECAD geni promotorunda grade 3 RCC
tiimdrlerinde %100, grade 2 ve 1’de %57 metilasyon belirlenmistir. 769-P, 786-0,
Caki-1 ve Caki-2 hiicre hatlarmin, ECAD geni promotorlarindaki CpG adaciklariin
cogunda, normal bdbrek hiicrelerine kiyasla daha yliksek derecede metilasyon
saptanmustir (Shenoy vd., 2015).

HOXADS geni

Bu gen, gen ifadesini, morfogenezi ve farklilasmay1 kontrol eden bir DNA baglama
transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. Protein, bir tiimor baskilayici gen olan p53'iin

ifadesini arttirir ve metilasyon yoluyla epigenetik susturulmasi bu nedenle tiimor
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olusumunda 6nemli bir rol oynayabilir. ccRCC doku 6rneklerinde HOXAS'in yiiksek
metilasyonu yliksek Fuhrman niikleer grade ile korelasyon gostermektedir. HOXAS
geninin metilasyon oran1i RCC dokularinda %51,6 iken normal dokuda %21’dir.
Ancak HOXA5 metilasyon durumu ile sagkalim arasinda anlamli bir iliski
bulunamamuistir (Shenoy vd., 2015).

MSH2 geni

DNA mismatch onarim proteini MSH2'yi kodlayan bu gende metilasyon orani kanser
dokusunda %54,8 iken normal dokuda %26,’dir. MSH2 metilasyon durumu ile
sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki yoktur (Shenoy vd., 2015).
FHIT geni

ccRCC’de VHL genindeki mutasyonlarin yan1 sira FHIT geninde yer alan
mutasyonlarin da katkisi olabilir. FHIT geni, piirin metabolizmasinda rol oynayan bir
diadenozin 5',5™-P1,P3-trifosfat hidrolaz1 kodlamaktadir. Genin, ¢esitli kanserlerde
biiylime inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla bir tiimdr baskilayici gen olarak
hareket ettigi bildirilmistir. In vivo’da gergeklestirilen ¢alismalarda re-ekspresyonun
timdr baskilayici etkiye sahip oldugu belirlenen FHIT geninin kaybi, birgok tiimor
tipinde ortak olmakla birlikte promotdr metilasyonu hem ccRCC’de hem de pRCC’de
yaygin olarak gozlemlenebilir (Shenoy vd., 2015).

UQCRH geni

UQCRH, mitokondriyal hinge proteinini kodlayan bir timor baskilayici gendir.
ccRCC tiimdrlerinin %36'sinda hipermetile oldugu ve baskilandig: tespit edilmistir
(Shenoy vd., 2015). Bununla birlikte ccRCC hastalarinda daha kisa sagkaliminin
diisiik UQCRH ekspresyonu ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Luo vd., 2020).
DACH1 geni

DACHL1 siklin D1 ekspresyonunu inhibe eden bir tiimor baskilayicidir ve RCC'de
hipermetilasyon yoluyla baskilandigi bilinmektedir (Chu vd., 2014; Shenoy vd.,
2015).
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Tablo 2. 2. RCC’de metilasyon ile epigenetik modifikasyona ugradigi bilinen genlerin listesi (Shenoy

vd., 2015)
RCC’de normal RCC’de Hipometilasyon
dokuya kiyasla normal ajaminin gen
Gen Fonksiyon promotor dokuya gore ekspresyonu
metilasyonu gen iizerine etKisi
ekspresyonu
TCF-21 Farklilagsmanin " l 1
spesifikasyonunda  yer
alan tiimér baskilayict gen
PCDH17 | Kalsiyuma bagimli hiicre " l ?
adezyonunda rol oynayan
tiimor baskilayici gen
LRRC3B | Hiicre adezyonu  ve ™" ! ?
apoptozda rol oynayan
tiimor baskilayici gen
SFRP1 Wnt antagonisti timor 71 1 ?
baskilayici
RAP1GAP | Timor baskilayict (Rap " l 1
aracili  invazyonu ve
metastazi  etkisiz  hale
getirir)
RASSF1 Tiimdr baskilayici (hiicre T 1 ™"
dongtisii kontroli,
mikrotiibiil
stabilizasyonu)
UNC5C Timor baskilayici " ™"
(apoptoz indiiksiyonu)
Ll
KILLIN | Timor baskilayici (hiicre 1 1 "
dongiisiic  durmasi, p53
tarafindan diizenlenir)
KRT19 Miyofibrillerin ™M i ™"
organizasyonu ve epitel
hiicrelerinin yapisal
biitiinliigiiniin korunmasi
HOXAS5 | Timor baskilayici T ? ?
(p53’iin up-regiilasyonu)
MSH-2 DNA mismatch onarimi 1 l 1
miR-9-1 | Gen transkripsiyonu ve 1 l ?
ve miR-9- | translasyonunun hedefli
3 baskilanmast
DKK Tiimdr baskilayici " l 1(Genin
Wnt dogrudan inhibitori transfeksiyonu
hiicre
proliferasyonunu ve
invazyonu engeller
ve apoptozu arttirir)
SFRP5 Timor baskilayict T 1 11(Gen

Whnt antagonisti

transfeksiyonu,
ylizeyden bagimsiz

koloni olusum

kabiliyetini ve
invazyonu engeller
ve apoptozu arttirir)
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Tablo 2.2. RCC’de metilasyon ile motife edildigi bilinen genlerin listesi (devami)

RCC’de normal RCC’de Hipometilasyon
dokuya kiyasla normal ajaninin gen
Gen Fonksiyon promotor dokuya gore ekspresyonu
metilasyonu gen iizerine etkisi
ekspresyonu
GATA-3 | TBRIII sinyali. Hiicre m I "
proliferasyonunun
inhibitorii
TIMP-3 | VEGF-3 antagonisti, ™ 1 ?
MMP inhibitdrii
GREM-1 | TGF-B sinyalinin " 1 "
inhibisyonu
m H 11(Gen
transfeksiyonu
WIF-1 Whnt antagonisti hiicre canliligini
azaltti, koloni
olusumunu
baskilad1 ve
apoptozu artirdi)
UCHL1 Proteinlerin ™" l 1
libikiitinasyonu
BTG3 E2F1 inhibisyonu — " 1l ™
hiicre dongiisiiniin negatif
diizenlenmesi
TU3A Timor baskilayici, " l i
mekanizmasi bilinmiyor
14-3-3 DNA onarimi i¢in G2 1 l 1
sigma fazina gegisi engeller
pl16 Siklin  kinaza bagiml 1 ! ?
inhibisyon = —  hiicre
dongiisii durmasina neden
olur
SFRP2 Whnt antagonisti M1 1l "
FHIT Timor baskilayici, " ! ?
apoptoz indiiksiyonu
XAF-1 Pro-apoptotik gen, ™ 1 1
apoptozu inhibe eden
proteinleri inhibe eder
APAF1 Pro-apoptotik gen, kaspaz MM W M
9 aktivasyonu
DAPK-1 | IFN-y kaynakli apoptozun T l ?
aracisi
DLC-1 RhoAGTPaz inhibitdrii T | ?
™M i 11 (Transfeksiyon
DLK-1 Pro apoptotik gen hiicre
proliferasyonunu
azaltir, apoptozu
arttirir)
HOX-B-13 | Pro apoptotik gen " I 11 (Transfeksiyon
hiicre
proliferasyonunu
azaltir)
DAL-1 Protein 4.1 ile iliskili ™ ! 1
timor baskilayict gen
SPINT-2 | Timér baskilayici: Ras ™" l ?
yolunu  aktive  eden

HGF'yi inhibe eder
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Tablo 2.2. RCC’de metilasyon ile motife edildigi bilinen genlerin listesi (devami)

Gen

Fonksiyon

RCC’de normal
dokuya kiyasla
promotor
metilasyonu

RCC’de
normal
dokuya gore
gen
ekspresyonu

Hipometilasyon
ajaninin gen
ekspresyonu
iizerine etkisi

Gama-
katenin

Hiicre-hiicre adezyonunda
rol oynar. Fonksiyon
kaybi1 kanserde daha kotii
prognoz ile iliskili

m

H

"

Konneksin-
32

Gap junction proteini.
Hemodiyaliz hastalarinda
artmis RCC insidansinda
rol oynayabilir

"

H

Ecad

Tiimor baskilayict: hiicre-
hiicre adezyonu
glikoproteinini kodlar

1

H

[

HLA-G

Timor promotorii: timor
hiicrelerinin immiin
sistemden ka¢masina
yardimci olur

IL-8

Tumor promotori:
anjiyogenezi ve metastazi
destekler

| (genomik
hipometilasyon)

CA9/G250

TUmor promotori:
hipoksik timorlerde
eksprese edilir, ¢evredeki
asidik pH'1 nétralize eden
ve kanserin ilerlemesine
yardimer olan bikarbonat
iiretir

I

"

CYTIP

Metastaz1  tesvik eder.
Timor hiicrelerinin hiicre
Slimii sitokinlerinden
ka¢masina yardimci olur

[

2.2.3. Bobrek Kanserinde Giincel Tedavi Yontemleri

Metastatik olmayan RCC’li hastalarda birincil tedavi yontemi kismi ya da radikal
nefrektomi adi verilen cerrahi islemdir (Angori vd., 2022). Direkt olarak cerrahi
islemlerin gerceklestirilebilmesi i¢in nefronlarin ve bobregin dogal yapisinin
olabildiginde korunmasi agisindan tiimoriin biiyiikliik olarak 3 cm’den fazla olmasi
gerekmektedir (Linehan vd., 2003). Ayrica RCC’li hastalarin yaklagik %15'
metastatik durumdadir. Metastatik RCC’ye sahip hastalarin ¢ogunlugunda tedavi
cerrahi olmayan bir sekilde yonetilirken (%70), yaklasik %30'u nefrektomi adi verilen
cerrahi yonteme tabi tutulur. Hedefe yonelik tedavilerin ortaya ¢ikmasindan 6nce,
sitokinlerle tedavi edilen metastatik RCC'li hastalarin sagkalimi ortalama 10 ay olarak
belirlenmistir. Hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesiyle birlikte bu hastalarda

ilerlemesiz sagkalim orani yaklasik 27 aya, genel sagkalim ise 40 aya yiikselmistir.
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Diger bir taraftan hastalara hedefe yonelik tedavilerin cerrahi islem 6ncesi ya da
sonrasi m1 uygulanmasi gerektigi hala bir tartisma konusudur (Sun vd., 2010).
Metastatik ya da ameliyat edilemeyen RCC’lerde ise tipik olarak sistemik veya hedef
odakli terapi yOntemlerine bagvurulmaktir. Hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesinden 6nce interferon (IFN) ve interlokin 2 (IL-2) gibi sitokinler RCC
tedavisinde en 6nemli molekiillerdi. Aktive edilmis T hiicreleri, hiicre zar1 tizerindeki
IL-2 reseptorlerine baglanarak sitotoksik aktivitenin giiclenmesine neden olurlar. Bu
durum sitolitik fonksiyonlara ve hiicresel efektorlerin (dogal katil hiicreleri (NK) ve T
lenfositleri gibi) ¢ogalmasina neden olur. Bu nedenle kanser tedavisinde intravendz
olarak IL-2 uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Bazi klinisyenler IL-2’nin kullanimini
etkinligini en iist diizeye ¢ikarmak ve genel sagkalimi arttirmak i¢in birinci basamak
tedavi ile sinirlamaktadir. Ancak yiiksek dozda IL-2 uygulamalar: hastalarda kardiyak
toksisiteye neden olmaktadir. Bununla birlikte klinik veriler IL-2 uygulamalarinin
geng hastalarda tolere edilebilecegini ancak ileri yastaki hastalarda uygulamanin sinirl
oldugunu gostermistir (Barata ve Rini, 2017; Hsieh vd., 2017; Sun vd., 2010).
Lokosit tiirevli IFN’ler ise lenfositler, lenfoblastlar ve makrofajlar tarafindan iiretilen
interferon a tiirlerinin bir karisimindan olugsmaktadir. IFN-a, makrofaj ve monositlerin
aktivasyonunu, NK hiicrelerinin ve sitotoksik T lenfositlerin aktivitesinde artis1 ve
hiicre ylizeyinde antijen ekspresyonunu indiikledigi icin Onemli bir antikanser
aktivitesine sahiptir. Klinik uygulamalarda, metastatik RCC'li hastalar1 tedavi etmek
icin rekombinant IFN’ler kullamilmaktadir. Subkutan olarak IFN tedavisi
uygulandiginda hastalarda bir yillik mortalite azalmaktadir. Ancak yapilan ¢aligmalar
IFN uygulamalarinin 6zellikle metastatik RCC hastalarinda etkinliginin simirh
oldugunu gostermistir. Yine de VEGF'yi dogrudan hedef alan bir monoklonal antikor
olan bevacizumab gibi yeni tedavi yontemleriyle birlikte kombine olarak kullanilabilir
(Hsieh vd., 2017; Sun vd., 2010).

VHL tiimor baskilayict geninin RCC’deki roliiniin aydinlatilmasinin ardindan, 2007
ve 2008 yillarinda metastatik RCC tedavisi i¢cin bes yeni molekiil gelistirilmistir.
Hiicrelerde VHL proteini HIF proteinlerinin diizenlenmesi yoluyla oksijen
degisikligine karsi yanit gelistirilmesini saglamaktadir. VHL proteini, HIF-a alt
biriminin bozunmasina neden olurken, VHL mutasyonu bulunan RCC hiicrelerinde bu
durum s6z konusu degildir. Dolayisiyla HIF proteininin ifadesinde artig meydana gelir.

HIF ekspresyonundaki artisla beraber VEGF, PDGF ve TGF-a gibi proteinlerin ifadesi
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de artar. VEGF ve PDGF yollari, kiigiik molekiillii tirozin kinaz inhibitorleri olan
sunitinib, sorafenib, pazopanib ve aksitinib tarafindan hedeflenebilir. HIF ekspresyonu
VHL disinda memeli rapamisin hedefi (mTOR) sinyal yolagiyla da diizenlenir.
mTOR, HIF aktivitesinde artisa neden oldugundan mTOR inhibitorleri olan
temsirolimus ve everolimus RCC igin birer tedavi segenegidir (Sekil 2.10). Diger bir
taraftan VEGF reseptorii tirozin kinaz inhibitorleri olan pazopanib, axitinib,
vandetanib ve cediranib; integrin inhbitorii olarak volosiksimab ve vitaksin gibi tedavi
secenekleri mevcuttur (Sun vd., 2010). Ancak nccRCC grubu hastalar bu ajanlara karsi

daha kotii bir yanit gostermis ve ccRCC hastalarina oranla sagkalim siiresi azalmistir
(Angori vd., 2022).

Temsirolimus,
everolimus*

Lapatinib,
erlotinib*

EGFR

;

sorafenib*

Sekil 2. 10. RCC’den sorumlu molekiiler yolaklar ve tedavi olanaklar1. (*Dikey, }Yatay blokaj) (Sun
vd., 2010).

pRCC’li hastalarda siklikla VHL mutasyonu olmadigindan VHL’ye yonelik tedavi
olanaklarinin etkisi sinirlidir. pPRCC’de siklikla MET geninde amplifikasyonu veya
mutasyonlarla tekrarlayan degisiklikler —goriilmektedir. MET geni hiicre
proliferayonunu ve anjiogenezi diizenlemek icin hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ile
birlikte ¢alisan transmembran tirozin kinaz reseptorii c-met’i eksprese eder. c-met’in
anormal ifadesi tiimor olusumuna, invazyona ve migrasyona neden olmaktadir. Bu
nedenle pRCC tedavisinde siklikla MET geninin asir1 ifadesine yonelik stratejiler
izlenmektedir. Ikili bir MET-VEGF inhibitorii olan Cabozantinib, pRCC hastalarinin

tedavisi i¢in 2016 yilinda onaylanmis ve tiim ncCRCC grubu hastalar i¢in genis bir
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tedavi olanagi haline gelmistir. Ayrica MET kinaz inhibitorii olan Savolinibin de
pRCC tedavisinde kullanilmaktadir. MET aktivasyonu, EGFR ekspresyonuyla da
iliskili oldugundan MET ve EGFR inhibitorlerinin (Tivantinib ve Erlotinib)
kombinasyonlar1 da tedavi segcenegidir. pPRCC’nin sporadik ve herediter formlarinda
incelenmis olan ve modifikasyona ugramis c-met yolunu inhibe edebilen XL880
(Foretinib) bir tirozin kinaz inhibitorii olarak uygulanabilir (Qian vd., 2009; Sun vd.,
2010). 1k kez 2021°de 165 nccRCC hastasinda faz 2 klinik ¢alismasinda uygulanan
Pembrolizumab ise pRCC hastalarinda umut verici bir klinik aktivite gostermistir.
Benzer sekilde Nivolumab tek basina veya VEGF inhibitorii Cabozantinib ile
kombinasyon halinde pRCC'de de yiiksek etkinlik gostermistir (Angori vd., 2022).

Her ne kadar sagkalim gibi klinik ¢iktilar daha 6nemli olsa da tedavi géren RCC’li
hastalarin yasam Kalitesi a¢isindan uygulanan anti kanser ajanlarin yan etkileri de goz
onitinde bulundurulmalidir (Tablo 2.3). Bu nedenle hastalarda yan etkileri en aza
indirecek ve sagkalim oranimi yiikseltecek yeni nesil anti kanser ajanlara ve tedavi

stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Tablo 2. 3. Onaylanmis ajanlarin bazi yan etkileri yasam kalitesine etkisi (Hsieh vd., 2017).

ve el-ayak sendromu

Ilac Yan Etki Yasam Kalitesinde
Iyilesme
Axitinib Hipertansiyon, ishal, hipotiroidizm Sorafenib’e oranla iyi

Bevacizumab

Proteintiri, hipertansiyon ve kanama

Rapor edilmemis

hiperkolesterolemi ve 6dem

Cabozantinib | Ishal, el-ayak sendromu, Rapor edilmemis
hipertansiyon, bulant1 ve
hipotiroidizm
Everolimus | Stomatit, hiperkolesterolemi, Plaseboya oranla kotii
hiperglisemi ve pnomoni
Nivolumab | Kolit, pnémoni ve endokrinopatiler Everolimus'a oranla iyi
Pazopanib Ishal,  hipertansiyon,  karaciger | Plaseboya oranla kotii,
fonksiyon testi anormallikleri ve el- Sunitinib’e oranla iyi
ayak sendromu
Sorafenib Hipertansiyon, ishal, el-ayak Plaseboya oranla iyi
sendromu ve dokiintii
Sunitinib Ishal, el-ayak sendromu, mukozit ve IFN-a’ya oranla iyi
hipertansiyon
Temsirolimus | Stomatit, hiperglisemi, IFN-a’ya oranla iyi

2.3. Renal Hiicreli Karsinomada JAK/STAT Sinyal Yolag:

2.3.1 JAK/STAT Sinyal Yolag:

Transkripsiyon sinyal doniistiiriicii ve aktivatorii (STAT) ailesi STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb ve STAT6 olmak iizere yedi iiyeden
olugsmaktadir. Bu proteinler, sitokin sinyallemesine yanit olarak Janus kinazlar
(JAK’lar) tarafindan fosforilasyon iizerine aktive edilen transkripsiyon faktorleridir.
IL-2 ya da IL-3 gibi bir sitokin, reseptoriine baglandiginda hiicre zar1 yiizeyinde
bulunan bu reseptorler dimerize ya da multimerize olarak aktif hale gelirler. Ardindan
JAK proteinlerinin fosforile olmasini indiiklerler. Fosforile olarak aktif hale gelen

JAK’lar STAT proteinleri ile etkilesime gecerek tirozin kalintilar1 {izerinden
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fosforilasyonlarini saglarlar. Fosforile edilmis STAT proteinlerinin tam aktivasyonu
ancak homo veya heterodimerize olduklarinda meydana gelir. Bu asamada bir STATS
molekiiliiniin SH2 alani, diger STATS molekiiliiniin fosfo-tirozin (pY) kalintisiyla
etkilesime girmektedir. Ardindan dimerize haldeki STATD5, niikleusa transloke olur ve
yapisinda bulunan DNA baglanma alanlari ile (DBD) transkripsiyonunu indiikleyecegi
genlerin promotorlarinin IFN-y ile aktive olan bdlgelerine (interferon gamma
activated sites, GAS) verimli bir sekilde baglanir (Sekil 2.11). STATS’in
transkripsiyonunu sagladigi hedef genleri arasinda hiicre proliferasyonunu indiikleyen
siklin D1 ve serin/treonin kinaz Pim-1 gibi genler bulunur. Bunun yani sira Janus kinaz
baglayict protein (JAB) gibi apoptozda yer alan genlerin transkripsiyonel olarak
diizenlenmesini de iizerinde bulunan transaktivasyon alani (TD) araciligiyla saglar.

STATS’in transkripsiyonel aktivitesi bromodomainler ve ekstra terminal alan (BET)
ailesinin tiyesi olan sentrozomal P4.1 ile iliskili protein (CPAP) gibi protein
kofaktor/aktivatorleri tarafindan modiile edilebilir. Ornegin adiposit hiicrelerinde
oldugu gibi glukokortikoid reseptorii ve CCAAT/arttirict  baglayict  protein
(CCAAT/enhancer binding protein, C/EBP) ile hiicre tipine spesifik transkripsiyon
faktorleri tarafindan da STATS’in transkripsiyonel aktivitesi modiile edilebilir. Bu
sinyal yolagiin negatif regiilasyonu ise fosfatazlar, sitokin sinyalleme baskilayicilari
(the suppressors of cytokine signalling, SOCS) ve STAT aktivasyonunu onleyen
aktiflestirilmis STAT protein inhibitorleri (protein inhibitors of activated STAT, PIAS)
tarafindan saglanmaktadir. SOCS’ler, STATS fosforilasyonunu inhibe etmek ig¢in
JAK’lara ve reseptorlere baglanabilir. Ote yandan PIAS’ler, STAT5’in
dimerizasyonunu bozarak aktivasyonunu oOnler ve bu nedenle STAT5, GAS

bolgelerine baglanmak i¢in niikleusa transloke olamazlar (Halim vd., 2020).

47



Ligand: PRL.
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Sekil 2. 11. JAK/STAT sinyal yolagimin aktivasyonu (Halim vd., 2020).

Son yillarda, STAT3 ve STATS transkripsiyon faktorlerinin gen ekspresyonunu
yalnizca gen promotdrlerine baglanarak degil, ayn1 zamanda c¢esitli kromatin yeniden
modelleyicilerini de dahil ederek, gen ekspresyonunu ve kromatin durumlarini
etkileyebildigi gosterilmistir. STAT3/5, histon asetiltransferazlar (HAT'ler), histon
deasetilazlar (HDAC'ler) ve TET1/2 (ten-eleven translocation methylcytosine
dioxygenase) ya da DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1) gibi gesitli
kromatin yeniden modelleme veya DNA degistirici enzimleri aracilifiyla bir
hiicredeki kromatin modellemesini degistirebilir. STAT proteinleri bu etkilesimler
yoluyla 6kromatin veya heterokromotin olusumu ya da DNA metilasyonu saglayarak
gen ekspresyonu degistirilebilir. Ayrica STAT proteinlerinin kendileri de bu enzimler

tarafindan posttranslasyonel olarak modifiye edilebilir (Orlova vd., 2019).
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2.3.2. STATS Proteini izoformlar ve Fizyolojik Rolleri

STATS laktasyon siirecindeki meme hiicrelerinde [3-kazein geninin bir transkripsiyon
faktorii olarak kesfedilmis ve bu nedenle meme bezi faktorii (MGF) olarak
adlandirilmistir. Klonlama caligmalarinin ardindan MGF’in aslinda STAT protein
ailesinin bir mensubu oldugu belirlenmistir. Daha sonra 794 amino asitten olusan bu
protein STATS olarak adlandirilmistir. Prolaktin (PRL) sinyaliyle aktive edilen JAK2,
fosforilasyon yoluyla STATS5’1 694. tirozin (Y694) rezidiisii iizerinden aktive eder.
Daha sonra ilerleyen molekiile ¢alismalarla birlikte STATS5’in kromozom 17’de
(17921.2) lokalize olan kiimelenmis iki gen tarafindan ifade edildigini gostermistir
(Sekil 2.12-A). Bu iki gen birbirleriyle %90 oranda benzerlik gosteren peptit sekansina
sahip STAT5a ve STAT5b proteinlerini kodlamaktadir (Sekil 2.1-2B). Baslangigta
MGF olarak adlandirilan ve PRL sinyaliyle iligkili olan protein STATS5a’y1
tanimlamaktadir. STATS5b ise 786 amino asitten olusan ve Y699 rezidiisii iizerinden
fosforile edilen bir proteindir (Halim vd., 2020). Ayrica STAT5a dimerleri DNA'ya,
STATS5b dimerleri kadar verimli baglanamaz ve STATSa, tercihen tetramerler
olusturur (Wingelhofer vd., 2018). Bununla birlikte her iki protein de yapisal olarak
benzer domainlere sahiptirler ve hiicre proliferasyonu, apoptoz gibi hiicresel
proseslerde sorumlu olan genlerin diizenlenmesinden ayni derecede sorumludurlar.
Ancak C-terminal bolgelerindeki yapisal farkliliklar nedeniyle, birbirlerinden farkli
islevlere de sahiptirler. Ornegin, STAT5a’nin ndral hiicre gelisimini, STAT5b'nin ise
T hiicresi gelisimini modiile eden genlerle iligkili oldugu bulunmustur (Halim vd.,
2020).

Kromozom 17 e
|Iclm7lq2| 2) i7p13 3EEY 17p13.1 JEERIES

N- Sarmal bobin DNA- SH2 Transaktivasyon
SIRLIN o ninal | (Coiled coil) baglanma _ '

Y694

1 794
(=)
N
e
=
N- Sarmal bobin DNA- :
STATSb
terminal (Coiled coil) baglanma SH2
! 786

Sekil 2. 12. (A) Kromozom 17°de STATS5’in lokalizasyonu (UCSC Genome Browser) (B) STATS5
izoformlarmin yapisi (Halim vd., 2020).
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STATS sinyali, normal meme bezlerinin gelisimi ve hamilelik sirasinda emzirme i¢in
onemlidir. STATS5a aktivasyonu, emzirme doneminde alveoler hiicre ¢ogalmasini ve
farklilasmasini desteklemektedir. Ayrica meme epitel hiicrelerinin sagkalimini tesvik
etmektedir. STATS5’in her iki izoformu i¢in de knock out (KO) fare modellerinde
gerceklestirilen ¢alismalar, STATS5a KO farelerde meme bezi gelisiminin kusurlu
oldugunu STATS5b’de ise bu durumun goézlemlenmedigini belirtmistir (Halim vd.,
2020).

STATS sinyali hematopoezin diizenlenmesinde c¢ok Onemlidir. Hematopoetik
hiicrelerde IL-3 ligandina yanit olarak STATS, p21 ve JAB ekspresyonlartyla birlikte
hiicrelerin proliferasyondan, farklilasmasindan ve apoptozundan sorumludur. Diger
bir yandan IL-2 kaynakli STAT5 sinyali, IL-17 tiretimini inhibe ederek T yardimci 17
(Th17) hiicre popiilasyonunu sinirlamaktadir. STAT5 ayrica FoxP3 (Forkhead box
protein P3) seviyelerini modiile ederek regiilator T hiicrelerinin iiretimini
diizenlemektedir. Ek olarak STATS5b, viicuttaki T hiicresi homeostazint korumak
amaciyla re-stimiilasyon ile T hiicre 6liimiinii (RICD) saglar (Halim vd., 2020).
Bununla birlikte STATS5b genindeki mutasyonlar ilk olarak biiyiime hormonu
duyarsizligi (GHI) sendromu, siddetli insiilin-benzeri biiytime faktorii IGF-1 eksikligi
(IGFD) ve dogum sonrasi biiyiime geriligine neden olmaktadir (Hwa vd., 2011).

2.3.3. STATS’in Cesitli Kanserlerdeki Rolii

Son yillarda, kanser gelisiminde STATS'in Onemine dair artan kanitlar ortaya
cikmistir. Cogunlukla yapisal aktivasyonu veya STATS kaybi nedeniyle anormal
STATS sinyalinin, tiimor sagkalimi, proliferasyonu, metastaziyla birlikte anti-kanser
ilaglara kars1 diren¢ gelisiminde rol aldig1 belirlenmistir. Kiiresel olarak en yliksek
mortalite oranlarina sahip meme, akciger, kolorektal ve karaciger kanserleri gibi ilk on
kanser tipinin gelisimine STAT5 katkida bulunmaktadir (Tablo 2.4) (Brachet-
Botineau vd., 2020; Halim vd., 2022).
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Tablo 2. 4. STATS’in ¢esitli kanserlerdeki onkogen ya da timor baskilayici roli (Halim vd., 2020)

Kanser Tipi STATS’in STAT5’in Durumu STATS Durumunun Cesitli
Rolii Kanserlerde Etkileri
Tiimor Inaktive ve ifade kayb Metastaz 1
baskilayict Daha agresif kanser

Meme =
Onkogen Yapisal olarak aktif Tiimor baglangicr 1T Ugli

negatif meme kanseri
hiicrelerinde metastaz 1
Kolorektal Onkogen Yiiksek ekspresyon ve Hiicre proliferasyonu,
yapisal olarak aktif sagkalim, metastaz ve ilag
direnci 1
Apoptoz |
Akciger Onkogen Yiiksek ekspresyon Hiicre proliferasyonu ve
metastaz 1
Prostat Onkogen Yapisal olarak aktif Hiicre proliferasyonu ve
metastaz |
Apoptoz |

TUmor Ekspresyonun azalmasi | HCC'nin gelismesine yol agan
baskilayici STATS3 sinyali 1
Karaciger Apoptoz |
Onkogen Aktivasyonda artig Hiicre proliferasyonu,
metastaz, ila¢ direnci ve

kanser kok hiicresi
popiilasyonu 1

Mutasyona ugramis ve Kanser baslangici 1
Hematolojik Onkogen yapisal olarak aktif Hiicre proliferasyonu,
maligniteler sagkalim ve ilag direnci 1
Apoptoz |

STATS5’in ve diger STAT ailesi iiyelerinin gen ekspresyonunun diizenlenmesiyle
kanser progresyonuyla iliskili oldugu ¢esitli kanser tiplerinde gosterilmistir. Hiicresel
sagkalimi ve homeostaz1 diizenleyebilen STATS5’in anormal aktivasyonu, farkl
malignitelerde siklikla gozlenmistir (Sekil 2.13). Kontrolsiiz STATS aktivasyonu,
kanser hiicresi proliferasyonunun ve invazyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ornegin kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde STATS ifadesinin siRNA
aracili olarak azaltilmas1 apoptoz ve otofaji gibi hiicre 6liim yolaklarinda aktivasyona
neden olmustur. Bu nedenle STATS'in inhibisyonu, kanser tedavisi igin yararli bir
yaklasim olabilir. Ayrica STATS ifadesinin inhibe edildigi kanser hiicrelerinde
uygulanan anti kanser ajanin apoptozu ve otofajiyi daha kuvvetli sekilde arttirdigi
gosterilmistir (Sekil 2.14) (Jung vd., 2022). Bunun gibi sonuglar, STAT5’in RCC de
dahil olmak {iizere kanserlerin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rolii

olabilecegini gdstermistir.
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Sekil 2. 13. Hiicrede STATS mutasyonu ya da STATS ekspresyonunda artis mekanizmasi (Halim vd.,
2020).

Genel olarak RCC'de JAK/STAT sinyal yolu, IFN-a direnci ve hiicre dongiisiiniin G1
fazinda durmas ile iliskilidir. Ayrica, JAK/STAT sinyal yolu, tiimor hiicrelerinde
proliferasyon, apoptoz ve metastazda onemli bir rol oynamaktadir. RCC’de bazi
calismalar STATS ifadesi ve bununla iligkili hiicre davranislariyla ilgili islevleri
bildirmis olsa da hastalar i¢in prognostik tahmin ve hedef tedavi i¢in veriler yeterince
fazla degildir.

Gergeklestirilen bir biyoinformatik analiz ¢alismasinda RCC hastalarindan alinan
doku orneklerinde transkripsiyonel seviyede STAT1, STAT2, STAT4 ve STAT6
ekspresyonlarinin ~ arttigi  belirlenmistir. Bununla birlikte normal dokularla
kiyaslandiginda RCC’de STAT3, STATS5a ve STATSb mRNA ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir fark bulunamamistir. The Human Protein Atlas verilerine
gore ise RCC’de saglikli dokuya kiyasla STAT1, STAT2, STAT4 ve STAT6'nin
protein ekspresyonu daha yiiksekken STAT3 ve STATSbmin ekspresyonu daha
diisiiktiir. Ayrica RCC’li hastalarin sagkalimi ile STAT proteinlerinin ekspresyon
profili arasindaki korelasyon da analiz edilmistir. Calismaya gore STAT2, STAT4 ve
STATS5b diizeyleri ile RCC’li hastalarinin sagkalimi arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur. STAT2 (P<0,0001) ve STAT4 (P=0,00055), ekspresyonu yiiksek ve
STATSb (P<0,0001) ekspresyonlar1 diisiik/orta durumda olan hastalarda diisiik

sagkalim gozlemlenmistir. Bununla birlikte RCC’1i hastalarda ila¢ direnci agisindan
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STAT proteinleri incelendiginde, diisiik diizeyde STAT5a ekspresyonunun 42 ve
STATSb ekspresyonunun 55 ilaca veya kiigiilk molekiile direng gosterdigi tespit
edilmistir. Bu nedenle RCC hastalarinda STATS5a ve STATS5b’nin ilaca duyarlilik
calismalarinda potansiyel belirtegler olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Zhou
vd., 2020).

Ayrica RCC hastalarinda ¢inko-parmak proteini 382°nin (ZFN382) STATS5a ve
STAT5b'nin transkripsiyon faktorii hedefleri olarak tanimlanmistir. miRNA hedefleri
olarak ise STAT5a i¢in miR-302C ve miR-137 tanimlanirken, STAT5b i¢in miR-17-
5P, miR-20A, miR-106A, miR-106B, miR-20B, miR-519D (GCACTTT), miR-200B,
miR-200C ve miR-429 (CAGTATT) tanimlanmistir (Zhou vd., 2020).

Diger bir taraftan RCC hasta dokular1 ve hiicre hatlartyla gerceklestirilen bir ¢calismada
p-STATS seviyeleri incelenmistir. Normal bobrek dokusuna kiyasla RCC’de p-
STATS seviyelerinde azalma gézlemlenmistir (Song vd., 2007).

Diger STAT ailesi proteinlerinin de RCC’de 6zellikle metastatik durumlarda yiiksek
aktivasyon siklig1 gosterdigi ve STAT aktivasyonunun RCC gelisimi ve ilerlemesine

katkida bulundugu tespit edilmistir (Horiguchi vd., 2002).
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Sekil 2. 14. STATS5’in hiicre 6liim yolaklartyla iliskisi (Jung vd., 2022).

2.4. Renal Hiicreli Karsinomada Yag Asit Metabolizmasi

RCC’nin en yaygin tipi olan ccRCC igin en 6nemli risk faktorii obezitedir. Insanlarda
ve hayvan modellerinde yapilan bir¢cok calismada, bobrekteki lipit birikiminin ccRCC

yoklugunda dahi obezite nedeniyle meydana gelebilecegi ve bu durumun lipotoksisite
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olarak adlandirilan toksik etkilere yol agabilecegi bildirilmistir. Bununla birlikte
karaciger ve pankreas gibi organlarda lipit birikimi tiimdrigenez ile
iliskilendirilmektedir. Saglikl1 bir bébrekte proksimal tiibiil hiicrelerinin normalde ¢ok
diisiik miktarda yag asidi sentaz ekspresyonuna sahip oldugu ancak

lipit alim1 ve kullanimi arasindaki dengesizliklere duyarlilik gosterdigi belirlenmistir.
Boylelikle lipit homeostazinda olusabilecek dengesizlikler sonucunda bobrekte lipit
birikimi ve lipotoksisite ortaya ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir.

Renal tiibiiler hiicrelerde lipit alimi1 ve kullanimi arasindaki dengesizlikler obezite,
diyabet ve bobrek hasari hayvan modellerinde gdosterildigi gibi obezite ve diyabet
hastasi insanlarda da gosterilmistir. Bu dengesizlik nefronun proksimal tiibiiliinde yag
asidi alimiyla ve buna bagli olarak plazmada yag asidi konsantrasyonlarindaki artigla
olusur. Yag asidi tasiyicisi olan CD36 gibi proteinlerin yliksek ekspresyonlartyla
karakterize olan bu durum lipit biyosentezinin ana diizenleyicileri olan sterol
diizenleyici element baglayici proteinlerin (SREBP'ler) aktivitesindeki degisikliklerle
de baglantilidir.

Lipit birikiminin hiicreler i¢in zararh oldugu diisiiniilmemektedir ancak bozulmus bir
lipit metabolizmastyla birlikte yag asitlerinin hiicre i¢inde asir1 birikimi mitokondriyal
hasar, oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi ve proinflamatuar sinyallesme
dahil olmak tizere bir¢ok toksik etkiye neden olmaktadir. Bununla birlikte hiicre tipine
bagli olarak olusacak yanit degisebilmektedir.

Kanser hiicrelerinde ise de novo lipit sentezi gibi metabolik yolaklarin yeniden
programlanabilecegi ve neoplastik dokularin lipitleri de novo sentez etme yetenegini
kazanabildigi gosterilmistir. Bu nedenle ¢ogu kanserde lipit birikimi olmasa bile lipit
metabolizmasinda  degisiklikler —tanimlanmistir.  Neoplastik  dokularda lipit
metabolizmasindaki degisimler, fosfolipitlerin yeni hiicre zarlar1 olusturmasia ve
boylece tiimor mikrogevresinin gelisimine, timdriin bliyliimesine ve pro-onkogenik
sinyallerin artisina destek saglamaktadir.

Kanser hiicrelerinde lipit alimi aktiflesirken, hiicreler diger bir taraftan da yag asitleri
ve kolesterol dahil lipitleri lipit olmayan substratlardan sentezleme yetenegi
kazanmaktadir. Ayrica bu hiicrelerde lipitlerin beta oksidasyonu da aktive edilebilir ve
fazla yag asitleri hiicre i¢inde lipit damlaciklart seklinde trigliserit olarak

depolanabilir.
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ccRCC’de ise ekstraselliiler lipitlerin aliminda artis, timdriin derecesine bagli olarak
artan de novo lipit sentezi, yag asitlerinin beta oksidasyonu ve hiicre iginde biiyiik lipit
damlaciklarinin birikimi goriilmektedir. Normal bobrek dokusuyla kiyaslandiginda
ccRCC’de kolesterol esterlerinde ve triagilgliserol seviyelerinde artigla birlikte diisiik
fosfolipid seviyeleri (fosfatidilkolinler disinda) gostermektedir.

Sagliklt bobrek dokusuyla kiyaslandiginda ccRCC’de meydana gelen diger 6nemli
degisiklikler; yag asidi aliminda gorevli CD36°da artis, yag asidi sentezinde gorevli
steroil-CoA desatiiraz ve yag asidi clongasyon faktorleri 2 ve 5’te artis, beta
oksidasyon igin yag asitlerinin mitokondriye taginmasi i¢in hiz sinirlayict enzim olan
CPT1A’da ve trigliseritlerin lipit damlaciklar1 seklinde depolanmasini saglayan
perilipin 2’de azalma olarak kendini gostermektedir.

Yag asitlerinin metabolizmasindaki bozukluklara ek olarak, ccRCC’nin eksojen
kolesterol alimiyla da iligkili oldugu diisiilmektedir. ccRCC’de yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) kolesterol alimu lipit birikimine, tiimor biiyiimesine ve sagkalimina
katkida bulunmaktadir. Bulgular kesin olmasa da ccRCC patogenezinde diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesteroliin potansiyel rolii oldugu da
varsayilmaktadir.

ccRCC’de VHL aracili olarak HIF aktivasyonu, mitokondriye CPT1A aracil1 yag asidi
tasinmasini azaltarak yag asitlerini beta oksidasyonunu baskilar. Bununla birlikte HIF
aktivasyonu orta ve uzun zincirli agil-CoA dehidrojenazlarini inhibe eder. Akt ve
SREBP-1 aktivasyonuyla ise hiicre i¢i lipit birikimi birden fazla yolagin kontroliiyle
birlikte artabilir.

ccCRCC’de meydana gelen genetik degisiklikler ile artan lipit alimi arasindaki
baglantilar heniiz belirsizdir. Ancak CD36 disinda, saglikli renal hiicrelerde ¢ok az
seviyede eksprese edilen ve HIF-1'in transkripsiyonel bir hedefi olan yag asidi tasiyici
FATP4'in ccRCC’l1 hastalarda kotli prognozun bir biyobelirteci olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir.

ccRCC tlimorijenezinde ve ilerlemesinde lipit birikiminin rolii tam olarak
anlagilmamis olsa da, trigliserit birikiminin ccRCC hiicrelerini lipid hidroperoksitlerin
demire bagimli birikiminin aracilik ettigi diizenlenmis bir hiicre 6limii tipi olan

ferroptoza daha duyarl hale getirdigi gosterilmistir.
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Sekil 2. 15. Renal proksimal tiibill hiicrelerinde obeziteye bagli lipit metabolizmasindaki
bozukluklarinin ccRCC’ye katkida bulunabilecegi potansiyel mekanizmalar (Bobulescu vd., 2021).

Timor mikrogevresindeki, peritiimoral yag dokusundaki ve lokal inflamatuar
yanitlardaki farkliliklar ile adipokinlerin etkisi dahil olmak {izere RCCde obezitenin
etkisini agiklamak i¢in birgok mekanizma onerilmistir (Sekil 2.15). Obeziteye bagh
lipit birikimi ve lipotoksisitenin ccRCC kanser hiicresi transformasyonuna katkida
bulundugu oksidatif stres, endoplazmik retikulum (ER) stresi, mitokondriyal
disfonksiyon, artan pro-onkogenik metabolit iiretimi, DNA hasar1 ve DNA onarim
yollarinin negatif modiilasyonu olmak iizere birkag mekanizma ile aciklanabilir.
Esterlenmemis serbest yag asitleri, dolasimdan ve apikal taraftan proksimal tiibiil
hiicrelerine girer. Normal kosullar altinda ¢ogu serbest yag asidi, beta oksidasyona
ugradiklar1 mitokondriye tasmir ve bdylece proksimal tibiilin biiyiikk ATP
gereksinimlerini karsilar. Beta oksidasyonun artmasina neden olan fazla serbest yag
asitleri, hiicresel nikotinamid adenin diniikleotidini (NAD +) tiiketerek psédohipoksik
bir duruma neden olabilir ve bu da VHL'den bagimsiz HIF aktivasyonuna yol agabilir.
Azalan NAD+ seviyeleri, PARP enzimleri ve sirtuinler dahil olmak iizere NAD+
bagimli hiicresel DNA onarimini ve DNA hasar1 yanit mekanizmalarint da olumsuz
etkileyebilir. Artan beta oksidasyonu ayrica ROS iiretiminin artmasina neden olur.

Serbest yag asitlerinin mevcudiyeti hiicrelerin beta oksidatif kapasitesini astiginda,
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fazla yag asitleri lipit damlaciklarinda depolanabilir ve ayrica alternatif metabolik
yollara girerek seramidler ve diagilgliserol gibi toksik bilesiklerin olusmasina neden
olabilir. Boylece bu bilesikler, artan ROS’un da etkisiyle toplu olarak lipotoksisiteye
ve bunun sonucunda da DNA hasari, ER stresi ve mitokondriyal islev bozukluguna
neden olur. Buna karsilik, ER stresi hiicrenin DNA onarimini ve DNA hasar1 yanit
mekanizmalarini daha da bozabilir ve mitokondriyal islev bozuklugu, siiksinat ve
fumarat gibi psédohipoksiye katkida bulunan pro-onkogenik metabolitlerin tiretiminin
artmasina neden olabilir (Bobulescu vd., 2021).

Kanser hiicrelerindeki hizli proliferasyon kapasitesi nedeniyle yag asitlerinin varligi
onemlidir. Bu sebeple kandaki lipit konsantrasyonundan bagimsiz olarak kanser
hiicreleri yag asidi sentezinde artis1 saglayip, yag asidi kullanimlarini arttirabilirler.
RCC’de gbzlemlenen bu anormal lipit metabolizmas1 davraniglari, yag asidi sentezini
kontrol eden genler ve eksprese ettikleri proteinler ile iligkilidir. RCC’de lipid
metabolizmasinda gorevli proteinlerin ekspresyon profillerindeki degisikliklerin 6zeti

Tablo 2.5°de gosterildigi gibidir (Tablo 2.5) (Temiz, 2024).
Tablo 2. 5. RCC’de lipid metabolizmasinda gorevli proteinlerin ekspresyon profillerindeki
degisiklikler (Temiz, 2024).

Lipit Metabolizmas1 Basamag Mekanizmasi
Kolesterol biyosentezinde azalma | | HMG-CoA rediiktaz
T VLDL-R
Kolesterol aliminda artis
1 SR-B1
1T ACC
T ACLY
Yag asidi biyosentezinde artis 1 FASN
1 SCD
1 FADS1
Yag asidi aliminda artis 1 FABP-5
Yag asidi katabolizmasinda azalma | CPT1A
Lipolizde azalma | ATGL
o o HIF-a stabilizasyonu
Lipit damlaciklarinda birikim
1T DGAT1/2
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2.5. Mikro RNA

Okaryotlarda yaygin olarak bulunan mikro RNA’lar (miRNA) 19 ila 24 niikleotitten
meydana gelen endojen kodlanmayan kiiclik RNA’lardir. miRNA’lar, mRNA’larin 3’
transle edilmemis bolgelerine (3°’UTR) baglanarak gen ifadesi destabilize eder ya da
baskilarlar. Bu sekilde post-transkripsiyonel olarak diizenlenme cesitli fizyolojik
stireclerin diizenlenmesine ve patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(Gao vd., 2020).

Tanimlanmigs miRNA’lar transkripsiyon durumlarina gore intragenik ve intergenik
olarak smiflandirilirlar. Intergenik miRNA’lar bir genden bagimsiz olarak transkribe
edilir ve kendi promotorlar1 tarafindan diizenlenirler. Intragenik miRNA’lar ise
cogunlukla protein kodlayan bir genin intronlarindan transkribe edilirler. Ancak
ekzonlardan transkribe edilen intragenik miRNA’lar da bulunur ve giiniimiizde

tanimlanan miRNA’larin ¢ogu intragenik formdadir (O'Brien vd., 2018).

2.5.1. miRNA Biyogenezi

Hayvanlarda, miRNA biyogenezi primer miRNA (pri-miRNA) transkriptinin RNAz
I araciligiyla olusturulmasiyla baslar. Pri-miRNA, niikleus i¢inde Drosha ve DGCRS8
enzimleriyle bir oncti forma doniistiiriiliir ve pre-miRNA olusur. Daha sonra Pre-
miRNA’lar sitoplazmaya eksportin-5 aracili olarak tasmnir. Sitoplazmada Pre-
miRNA’lar, Dicer tarafindan islenerek olgun miRNA'lar (mature miRNA) haline
getirilir. Daha sonra efektor RNA kaynakli susturma kompleksini (RISC) tiretmek i¢in
Argonaute (AGO2) proteinine yiiklenirler (Wahid vd., 2010). Cogu durumda RISC,
elF4F kompleksine miidahale ederek translasyonel inhibisyonu indiiklemek i¢in hedef
mRNA'lara baglanir. Ardindan GW182, PAN2/3 ve CCR4-NOT kompleksi RISC ile
birlikte deadenilasyonu baslatir ve mRNA decapping edilir. Boylece kesilen mRNA,
XRNL1 yoluyla 5 '-3' bozunmaya ugrayabilir (O'Brien vd., 2018).

2.5.2. miR-33a

miRNA'larin fizyolojik ve patolojik durumlarda bir¢cok islevi vardir ve baz
miRNA'larin lipit homeostazi {izerinde 6nemli bir etkisi oldugu gosterilmistir (Ono
vd., 2015). Insanlarda SREBP-1 geninin intron 17'sinde bulunan miR-33b ve
kromozom 22'deki SREBP-2 geninin intron 16'sinda bulunan miR-33a olmak tizere iKi

miR-33 geni bulunmaktadir (Davalos vd., 2011). Bununla birlikte miR-33a, prostat,
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safra kesesi, melanoma, osteosarkoma ve meme kanseri dahil olmak iizere ¢esitli
kanserlerde, down-stream genlerini dogrudan hedefleyerek bir tiimor baskilayici
miRNA olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte miR-33a'nin  ¢esitli insan
kanserlerinde antikanser rolii oynadigini ve miR-33a'nin yiiksek ekspresyonunun
kanser hiicresi proliferasyonu, invazyonu, migrasyonu engelleyebilecegini ve ilag
direncini diizenleyebilecegini gostermistir (Gao vd., 2020; Jiang vd., 2019).

RCC’de ise hastalardan alinan doku ornekleriyle ve hiicre hatlariyla gergeklestirilen
bir ¢alismada miR-33a seviyesinin normal bobrek dokularina ve hiicre hatlarina oranla
RCC dokularinda ve hiicre hatlarinda azaldig1 ve bu durumun koétii prognozla iliskili
oldugu belirlenmistir (Jiang vd., 2019)

Drosophila melanogaster’den insana kadar yiiksek oranda korunmus intronik miR-33,
kolesterol alimini veya sentezini kontrol eden genleri diizenlemektedir (Davalos vd.,
2011). SREBP'ler, kolesterol, trigliseritler, fosfolipitler ve yag asitlerinin sentezinde
veya hiicresel aliminda rol oynayan otuzdan fazla genin ekspresyonunu
diizenlemektedirler. Ayrica bu biyomolekiilleri sentezlemek i¢in gereken NADPH
kofaktorlerini aktive etmektedirler. SREBF sinyal yolu, fagositoz ve hiicre dongiisii
ilerlemesi dahil olmak iizere cesitli hiicresel siirecleri diizenlemektedir. Saglikli
dokularda, SREBF-2'nin transkripsiyonel aktivasyonu, miR-33a'y1 diizenler ve sonug
olarak kolesterol de dahil olmak {izere hiicresel lipit metabolizmasini arttirir.
Caligmalar kolesteroliin apoptozda rol oynadigini, SREBP/miR-33’nin ise hiicre
biiylimesine ve hiicre dongiisii ilerlemesine katildigin1 géstermistir. Bu nedenle, miR-
33a seviyelerinin diizensizligi, kolesterol seviyelerini etkileyerek tiimor olusumuna
katkida bulunabilir. Bu durumda tiimorler, miR-33a seviyeleri veya iligkili

mekanizmalar diizeltilerek tedavi edilebilir (Gao vd., 2020).

2.6. Otofaji

Otofaji, tiim Okaryotlarda yiiksek oranda korunan hiicresel bir degredasyon ve geri
doniisiim siirecidir. Memeli hiicrelerinde mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili
otofaji (CMA) olmak iizere ii¢ temel otofaji tiirii vardir (Sekil 2.16). Ug otofaji tipi
farkli yollar izlese de her birinde hedef molekiil bozunur ve geri doniisiim icin

lizozoma teslim edilir (Parzych ve Klionsky, 2014).
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Sekil 2. 16. Memelilerde goriilen otofaji tipleri (Parzych ve Klionsky, 2014).

2.6.1. Makrootofaji

Makrootofaji, agregasyon halindeki proteinlerin veya hasar goérmiis hiicre igi
organellerin degredasyonu i¢in lizozomlarla kaynasan ¢ift zar yapili bir otofagozom
icine kapsiillendigi selektif olmayan bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Qian ve Yang,
2016). Makrootofaji lizozomun sinirli zarindan uzakta meydana gelmesi ve hedef
kargoyu lizozoma tasiyan sitozolik vesikiillerin olugsmasi nedeniyle mikrootofaji ve
CMA’dan ayrilir. Makrotofajiyi diger hiicre i¢i vesikiil aracili proseslerden ayiran en
onemli Ozellik, otofagozom olarak adlandirilan vesikiillerin de novo olarak
olugsmasidir. Yani otofagozomlar 6nceden varolan bir organelden ya da membran
tomurcuklanmasindan olusmazlar. Memelilerde otofagozom olusumu sitoplazmada
birden fazla herhangi bir bolgede baslayabilir.

Baglama asamasmin (initiation) ardindan zar genisgleyerek primer ¢ift membranl
fagofor yapisin1 olusturur. Fagoforun olusumunda zarin kaynaginin plazma zari,
endoplazmik retikulum, golgi ve mitokondri olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha sonra
fagofor genisleyerek biikiiliir ve kiiresel bir hal alir (elongation). Kiiresel bir hal alan
fagofor, memelilerde 0,5 ila 1,5 pm arasinda degisken boyutlara sahip otofagozom
olarak adlandirilir. Otofagozom olustuktan sonra lizozomla fiizyon olarak

otolizozomlar1 olusturur. Ardindan otolizozomun asidik liimenine yerlesik hidrolazlar
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ile tasinan ylik degrede edilir ve tekrar kullanilmak iizere sitoplazmaya birakilir. Diger
bir taraftan memeli hiicrelerinde otofagozomlar erken ya da ge¢ endozomlar ile
birleserek amfizomlar1 olusturup daha sonra lizozomla fiizyon olabilirler.

Memeli hiicrelerinde otofagozom olusumu ULK1/2, Atgl3, Atgl01 (cl2orf44) ve
RB1CC1/FIP200 kompleksi tarafindan indiiklenir. Memeli hiicrelerinde ULK1/2-
ATG13-RB1CC1 kompleksi stabildir ve besin durumundan bagimsiz olarak
olusmaktadir. mTORC1 kompleksinin olusumu ise hiicre i¢cindeki besin durumuyla
iliskilidir. mTORCI, besin varliginda kompleks halinde bulunarak ULK1/2 ve
Atg13’1 fosforile eder ve etkisiz hale getirir. Buna karsilik aglik durumunda ya da
rapamisin uygulandiginda MTORCI1 indiiksiyon kompleksinden ayrilarak bu
bolgelerde defosforilasyona neden olur ve makrootofaji indiiklenir.

Daha sonra fagoforun ¢ekirdeklenmesi (nucleation) igin Atgl4, BECNI,
PIK3C3/VPS34 ve PIK3R4/p150 kompleksi yoluyla gergeklesir (Smf 3 PtdIns3K
kompleksi). PtdIns3K kompleksinin diizenlenmesi, biiyiik 6l¢lide makrootofaji i¢in
gerekli olan BECNI1 ile etkilesime giren proteinler yoluyla gerceklesir. Anti apoptotik bir
protein olab Bcl-2, BECN1'i baglayarak PIK3C3 ile etkilesimini 6nler ve makrootofaji
inhibe edilmis olur. Bir baska BECN1 baglayici protein olan KIAA0226/Rubicon,
UVRAG ile iligkili PtdIns3K komplekslerinde PIK3C3 aktivitesini inhibe etmektedir.
PtdIns3K kompleksinin iki pozitif diizenleyicisi AMBRA1 (BECNI'i dogrudan
baglayan) ve SH3GLB1/Bif-1'dir.

Fagoforun genislemesinde UBL (ubiquitin-like protein) proteinlerinin olusturdugu iki
konjugasyon sistemi bulunur. Ik sistem Atgl2-Atg5-Atgl6L1 kompleksinin
olusumunu igerir. Atgl2—AtgS konjugasyonunun ardindan Atgl6L1, Atg5'e kovalent
olmayan bir sekilde baglanir ve daha biiyiik bir kompleks olusturmak i¢in dimerize
olur ancak otofagozomun tamamlanmasinin ardindan ayrisir. Fagofor genislemesinde
yer alan ikinci UBL sistemi, LC3 sistemidir. LC3, Atg4 tarafindan islenerek LC-I
formuna getirilir. LC-1, Atg7 ile aktive edilerek Atg3’e aktarilir. Daha sonra LC-I, lipit
fosfatidiletanolamine (PE) ile konjuge edilir ve LC-I’in PE ile islenmis formu ise LC-
IT olarak adlandirilir. Fagoforun uzamasinda zar {iretimi i¢in Atg9 proteini dnemlidir.
Daha sonra olusan otofagozomlarin lizozomlar ile birlesmesi mikrotiibiil hareketlerine

baglidir (Sekil 2.17) (Parzych ve Klionsky, 2014).
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Sekil 2. 17. Makrootofajinin morfolojisi (Parzych ve Klionsky, 2014).

2.6.2. Mikrootofaji

Lizozomal membranin ¢ikintilar olusturarak ya da invajinasyon yoluyla sitoplazmik
igerigi lizozom icine almasi1 mikrootofaji olarak adlandirilir. Ardindan bir zarla ¢evrili
sekilde lizozom ig¢ine alinan igerik degrede edilir (Parzych ve Klionsky, 2014). Bu

stirec segici bir sekilde gergeklestirilmez ve saglam organeller de mikrootofaji yoluyla

degrede edilebilir.

hastaliklara, miyokardiyal bozukluklara ya da glikojen depo hastaliklarina neden

olabilir (Li vd., 2011).

Mikrootofaji

surecindeki bazi
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2.6.3. Saperon Aracili Otofaji

CMA mikrootofajiden farkli olarak kargoyu ayirmak icin membrandz yapilar olugmaz.
Diger otofaji tiplerinin aksine CMA oldukga spesifik bir siirectir. CMA substratlarinda
ortak olarak KFERQ pentapeptit hedefleme motifleri bulunur. KFERQ motifini igeren
hedef proteinler, sitozolik saperonlarin etkisiyle acilirlar ve liimen iginde
parcalandiklar1 yerde dogrudan lizozomal membran boyunca translokasyona ugrarlar.
CMA, belirli glikolitik enzimler, transkripsiyon faktorleri ve bunlarin inhibitdrleri,
kalsiyum ve lipit baglayici proteinler, proteozom alt birimleri ve vezikiiler trafikte yer
alan proteinler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli substrat proteinlerini degrede edebilir

(Parzych ve Klionsky, 2014).

2.7. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6lim mekanizmalarindan biri olan apoptoz, c¢ok hiicreli
organizmalarda rutin sekilde gerceklesen normal fizyolojik bir mekanizmadir. Cesitli
biyokimyasal olaylarla tetiklenebilen apoptoz, niiklear kondensasyon, hiicre
biizilmesi, membran yapisinin bozulmasi ve DNA’nin par¢alanmasi gibi morfolojik
ozelliklerle karakterizedir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin ekstrinsik ve intrinsik olarak iki
ana yolaga ayrilmaktadir (Sekil 2.18). Oliim reseptorii sinyali olarak adlandirilan
ekstrinsik yolak, 6liim reseptorleri ile 6liim ligandlarinin birbirine baglanmasiyla
baglar. Mitokondriyal yolak olarak adlandirilan intrinsik yolak ise biiyiime faktorii
yoksunlugu, iyonize radyasyon, anti kanser ilaglar veya oksidatif stres aracili olarak
indiiklenir. Intrinsik yolak mitokondriyal membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve
sitokrom-c salinimi ile karakterizedir (Taskiran vd., 2021). Bununla birlikte her iki
yolakta da kaspazlar apoptozun temel baslaticilar1 ve yiiriticileridir (Jan ve
Chaudhry, 2019).
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Sekil 2. 18. Apoptoz yolaklari (Jan ve Chaudhry, 2019).

4

2.7.1. Ekstrinsik Yolak

Estrinsik apoptoz yolagi TNF (tiimor nekroz faktorii), Fas-L (Fas ligand) ve TRAIL
(TNF-iliskili apoptoz indiikleyici ligand) gibi ekstraselliller ligandlar ile
hedeflenmektedir. Bu ligandlar 6liim reseptdrii olarak adlandirilan TNFR1 (tip 1 TNF
reseptorli), Fas ve TRAIL reseptorii gibi reseptorlerin ekstraselliiler domainlerine
baglanirlar. Olim reseptdrlerinin spesifik 6liim ligandlar tarafindan bu sekilde
tetiklenmesi, Oliime neden olan bir sinyal kompleksinin (DISC) olusmasiyla
sonuclanir. DISC, bir adaptdr molekiilii olarak Fas iliskili 6lim domaini igeren,
prokaspaz-8, prokaspaz-10 ve hiicresel FLICE inhibitér proteinlerinden (c-FLIP)
olugmaktadir. Daha sonra kaspaz 8'in etki alan1 DISC’te kalacak sekilde aktive olur.
Aktif kaspaz 8, kaspaz aktivasyon kaskadini baglatmak igin DISC’ten ayrilir (Jan ve
Chaudhry, 2019; Elmore, 2007).
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2.7.2. Intrinsik Yolak

Oksidatif stres, radyasyon, hipoksi, serbest radikaller, viral enfeksiyonlar ve sitotoksik
ilaglar gibi gesitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i streslerin tetikledigi apoptotik yolak intrinsik
yolak olarak tanimlanmaktadir. Intrinsik yolak mitokondriyal membrana Bax/Bak
proteinlerinin insersiyonu ile baslar ve ardindan mitokondriyal zarlar aras1 bosluktan
sitozole sitokrom ¢ salimimi gergeklesir. Sitokrom c’nin salinmasi anti-apoptotik
proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL tarafindan engellenir. Sitokrom c sitozole gegtikten
sonra apoptozom iiretmek i¢in Apaf—1 ve prokaspaz-9 ile birlesir. Apoptozom kaspaz-
9’u tetikleyen c¢ok proteinli bir komplekstir ve bu sekilde kaspaz-3 sinyalinin
tetiklenmesini saglayarak hiicrelerin programli olarak elimine edilmesini saglar. Diger
bir taraftan kaspaz-9 disinda intrinsik yolak SMAC/DIABLO, Bcl-2, Bcl-w,Nox,
Aven ve Myc proteinleri ile diizenlenenilir (Jan ve Chaudhry, 2019).

2.8. Nanoterapotiklerin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Gilinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi,
hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi ve hormon tedavisi kullanilmaktadir. Kemoterapi
ve radyoterapi yaklasimlari sitotoksisiteye neden olmasina ragmen noropatiler, kemik
iliginin baskilanmasi, gastrointestinal bozukluklar, cilt hastaliklari, sa¢ dokiilmesi ve
yorgunluk gibi ¢esitli agir yan etkilere sahip olmasi nedeniyle hastalarin yasam
kalitesini distirmekte ve yiiksek oranda niiks riski tasimaktadir. Bununla birlikte
antrasiklin ve bleomisin gibi kemoterapétiklerin ilaca 6zgii olarak kardiyotoksisite ve
pulmoner toksisite gibi yan etkileri de mevcuttur (Gavas vd., 2021; Wiesmann vd.,
2020; Krishnan ve George, 2014).

Geleneksel olarak kullanilan bir¢cok kemoterapotik zayif stabiliteye sahip olmakla
birlikte dagilimlar: geneldir yani ilaglarin sadece kii¢tik bir kismi timore ulagmaktadir.
Enjekte edilen ajanlar genellikle retikiiloendotelyal sistemin (RES) monositleri ve
makrofajlar1 tarafindan uzaklastirilmaktadir. Bir kemoterapdtik ajanin  basarilt
olabilmesi i¢in RES tarafindan uzaklastirilmaktan kurtulmasi ve damarlar yoluyla
farkli bolgelere ulastirilarak damar duvarlarin1 gegmesi ve ardindan hedefe ulasmak
icin interstisyel bosluktan ge¢mesi gerekmektedir. Bu nedenle kullanilan ajanin
yiiksek stabiliteye sahip olmamasi tedavide onemli bir sinirlayicidir (Gavas vd., 2021,
Wiesmann vd., 2020; Krishnan ve George, 2014).
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Gliniimiizde kemoterapinin en 6nemli sinirlayict faktorii olarak kendini gdsteren
kemorezistans metastazlara ve tekrarlayan timorlere neden olmaktadir. Geleneksel
kemoterapi yontemlerinin uygulandig1 hastalarda kanser hiicrelerinin DNA onarim
yetenekleri, anti apoptotik proteinleri asir1 derecede ekspresyonu, detoksifiye edici
enzimleri ve ilag atik tasiyicilarini (ABC) yliksek oranda ifade etmeleri ilaca karsi
direng olugsmasina neden olarak sagkalim oranini yiiksek oranda diistirmektedir (Gavas
vd., 2021; Wiesmann vd., 2020; Krishnan ve George, 2014).

Gelisen biyoteknolojiyle birlikte immiinoterapi gibi hedefe yonelik tedavilerin ortaya
cikist sadece primer kanserleri tedavi etmekle kalmayip uzak metastazi dnlemis ve
niiks oranini diismesine neden olarak umut verici sonuglar elde edilmesini saglamistir.
Ancak immiinoterap6tik ajanlarin da cesitli otoimmiin hastaliklara neden olmasi
onemli bir yan etki olarak kendini gostermistir. Bununla birlikte ¢esitli ¢alismalar
immiinoterapinin kati tiimdrlere karsi1 daha az etkili oldugunu gostermistir (Gavas vd.,
2021).

Tiim bu engelleyici faktorler géz Oniline alindiginda kanser tedavisinde yeni
stratejilerin  gelistirilmesi icin c¢alismalar ivme kazanmis ve nanopartikiiller
kullanilarak bu sinirlayict tedavi yanitlarinin ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir.
Nanopartikiil bazli ila¢ dagitim sistemleri, iyi farmakokinetik, hassas hedefleme,
azaltilmis yan etkiler ve diisiik ilag direnci gostermektedir. Ayrica halihazirda
kullanilmakta olan kemoterapdtik ajanlarin  yan etkilerinin  sinirlandirilmast,
ozgiilliiklerinin arttirilmasi, farmakokinetiginin ve ilag ¢oziiniirliigiiniin iyilestirilmesi
amaciyla nanopartikiillerle birlikte kombine olarak kullanildigi ¢alismalar mevcuttur
(Wiesmann vd., 2020). Bununla birlikte nanopartikiillerin ¢esitli fiziksel ve kimyasal
ozellikleri sayesinde sadece tedavide degil ayn1 zamanda teshis asamasinda da klinik
uygulamalari gelistirilmistir.

Yiiksek biyouyumluluk, oOzgiillik ve penetrasyon yetenekleri sebebiyle bazi
nanopartikiillerin kullanimi1 ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir
(Tablo 2.6).
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Tablo 2. 6. FDA tarafindan kullanimlar1 onaylanmig bazi nanoterapétikler (Gavas vd., 2021;

Wiesmann vd., 2020).

Ticari Ad1 Materyal | ilag Sirket Endikasyon Onay Yili/Yeri
Doxil® Lipozom- | Doksorubisin | Janssen Metastatik ovaryum | 1995/Amerika
PEG kanseri, metastatik

meme kanseri, Kaposi
sarkoma, multiple
myeloma
Eligard® PLGA Léoprolid Tolmar Prostat kanseri 2002/Amerika
asetat
Abraxane® | Albumin Paklitaksel Celgene Metastatik meme | 2005/Amerika
kanseri, kiiciikk hiicreli
olmayan akciger
kanseri, pankreas
kanseri
Genexol mPEG- Paklitaksel Samyang Metastatik meme | Klinik
PM® PLA Corporation | kanseri denemede,
Giliney Kore
Onivyde® Lipozom Irinotekan Merrimack Prostat kanseri 2015, Amerika
Oncaspar® Polimerik | Pegaspargase | Sigma-Tau Akut lenfoblastik | 2006/Amerika
NP 16semi
Apealea® Miseller Paklitaksel Elevar Yumurtalik, periton ve | 2018 /Avrupa
Therapeutics | fallopi tipii kanseri
Inc.
Nanotherm® | Demir Demir Oksit | MagForce Glioblastoma 2010/Amerika
Oksit NP
Auroshell® | Altin Altin Nanospectra | Farkli solid tiimérlerin | Klinik
nanoshell Bioscience lazerle 1sitilmasi denemede (Faz
N

2.8.1. Nanopartikiiller ve Sentez Yontemleri

Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO), nanopartikiilleri (NP), nano-objenin en

uzun ve en kisa eksenlerinin uzunluklarinin 6nemli 6l¢iide farkli olmadigi, nano

Olcekteki tiim dis boyutlara sahip nano-objeler olarak tanimlamaktadir. Eger boyutlar

onemli 6l¢iide farkliysa (tipik olarak ii¢ kattan fazla), nanofiberler veya nanoplatlar

gibi terimler tercih edebilmektedir.
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NP’ler kiiresel, silindirik, konik, boru seklinde, i¢i bos ¢ekirdek, spiral ya da diizensiz
sekillerde farkli boyut ve yapilarda olabilmektedirler. NP'ler 1 ila 100 nm arasinda
herhangi bir boyutta bulunabilirler. Eger NP’lerin boyutu 1 nm’den daha kiigiik olursa
siklikla atom kiimeleri terimi tercih edilmektedir. Sekil agisindan incelendiginde
NP’ler sekilsiz ya da tek veya ¢ok kristalli olabilmektedirler. Ayrica gevsek ya da yigin
seklinde bulunmaktadirlar. NP’ler tek tip veya birka¢ katmandan olusabilmektedir.
Birka¢ katmandan olusan NP’ler genellikle cesitli kiiclik molekiillerden, metal
iyonlarindan, yiizey aktif maddelerden veya polimerlerden olusan yiizey katmani;
cekirdek tabakasinda kimyasal olarak farkli bir malzemeden yapilmis kabuk katmani
ve NP nin merkezi kismini olusturan ¢ekirdek katmanindan olugmaktadirlar. Yiiksek
ylizey/hacim orani, mikron alt1 boyut ve gelismis hedefleme sistemi gibi olaganiistii
ozellikleri sayesinde bu malzemeler multidisipliner alanlarda biiylik 6nem kazanmistir
(Gavas vd., 2021).

Nanoteknolojinin temel unsurlarini olusturan nanomalzemeler boyutlarina gore dort
siifa ayrilmaktadirlar. Nanopartikiillerin, kuantum noktalarmin (quantum dots) ve
fullerenlerin iginde bulundugu sifir boyutlu nanomalzeme smifinda (0-D) yer alan
nanomalzemelerin ii¢ boyutu da nano Ol¢ek aralifinda yer almaktadir. Tek boyutlu
nanomalzemelerin (1-D) nanodlgegin disinda bir boyutu bulunurken nanotiipler,
nanofiberler, nanodrodlar, nanoteller ve nanohornlar bu siifta yer almaktadir. Nano
Olgegin disinda iki boyutu bulunan iki boyutlu nanomalzemeler (2-D) grubunda ise
nanotabakalar  (nanosheets), nanofilmler ve nanokatmanlar  (nanolayers)
bulunmaktadir. Ayrica hi¢gbir boyutu nano boyutla sinirli olmayan ve nanotel, nanotiip,
nanopartikiil dagilimlarin1 igeren 1i¢ boyutlu nanomalzemeler (3-D, bulk
nanomaterials) bulunmaktadir (Sekil 2.19). Nanomateryallerin boyutlar1 sentez

yontemleri agisindan énemlidir (Joudeh ve Linke, 2022; Gavas vd., 2021).
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Nanopartikiiller

Fullerenler

Nanohorns

Nanomateryaller

v

Nanoteller

Nanokatmanlar

v g

Nanotiipler Nanotabakalar

Sekil 2. 19. Nanomateryallerin siniflandirilmasi (Joudeh ve Linke, 2022 esinlenerek yeniden
cizilmistir).

NP’ler ¢ok farkl sekil, boyut ve yapilara sahip olduklarindan sentezlenmeleri igin ¢ok
sayida sentez yontemi gelistirilmistir ancak genel olarak sentez yontemleri reaksiyon
kosullaria gore iki ana gruba ayrilmistir. Birinci grubu olusturan asagidan yukariya
yaklagim (bottom-up approach) atomlardan kiimelere ve NP’lere kadar yap1
malzemesinin basit malzemelerden {retilmesidir. Biyosentez asagidan yukariya
yaklagim grubunda yer almaktadir. Yukaridan asagiya yaklasimda ise (top-down
approach) NP sentezi i¢in ana malzemeyi (bulk) azaltan yikici yontemler tercih
edilmektedir. Daha biiyiik molekiiller parg¢alanarak NP’lere doniistiiriilerek kiigiik
birimler olusturulmaktadir (Sekil 2.20). Reaksiyon kosullar1 ve diger sentez
parametreleri degistirilerek NP'lerin boyutu, sekli ve yiikii gibi morfolojik
parametrelerinde farkliliklar saglanabilmektedir (Gavas vd., 2021).

Q@
e — 0O

| - —= °
{ - i 0. ® o O
4 oo
Bulk Fragmentler Nanopartikiiller Kiimeler Atomlar
Yukaridan Asagiya Yaklasim Asagidan Yukariya Yaklasim

Sekil 2. 20.NP’lerin sentez yontemleri (Gavas vd., 2021).
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2.8.2. Nanopartikiillerin Hiicresel Hedefleme Mekanizmalari

Gilintimiizde kullanilmakta olan geleneksel kemoterapi yaklagimlari tiimor hiicrelerini
sinirl miktarda hedefledigi gibi saglikli doku ve organlara da zarar vermektedir. Bu
nedenle kanser nanoteknolojisinde saglikli hiicrelerin korunarak sadece timor
hiicrelerinin hedeflenmesi 6nemli bir amactir. Nanopartikiiller gibi nanoteknolojik
tiriinler bir ilag ya da gen (CRISPR gibi) tagima sistemi gelistirmek i¢in olduk¢a uygun
tiriinlerdir. NP’ler ile bir ila¢ ya da gen tasima sistemi kurularak hiicrelere aktarilmasi
ilag/gen tagima sisteminin terapotik etkisini arttirarak hedefe yonelik tedaviye olanak
sagladig1 gibi normal hiicreleri de sitotoksisiteden korumaktadir. Ayrica NP’ler timor
mikrogevresine uygun olarak tasarlanabilir boylece ¢ok sayida fizyolojik ve biyolojik
bariyerden ¢esitli molekiillerin gecisi kolaylikla saglanabilmektedir. Biyolojik
bariyerlerden NP’lerin gecisini kolaylastirmak adina yiizeyleri epitel, endotel ya da
diger hiicresel membranlarla kaplanabilecegi gibi mekanik, fizikokimyasal ve
enzimatik membranlar da kaplama elamani olarak kullanilabilmektedir. Boylece
NP’ler hiicreler tarafindan yabanci olmayan bir madde olarak algilanarak hedefe
yonelik stratejiler gelistirilmesi konusunda olanak saglamaktadir. Ancak yine de
NP’nin hiicre zarindan gegerek sitozole ulagsmasi hiicre alti hedefine ulasacagi
anlamina gelmemektedir. Bu nedenle hiicresel veya niikleer hedeflemeyi saglamak
amacityla  optimizasyonlarin  yapilmast  gerekmektedir.  Giiniimiize kadar
gerceklestirilen ¢alismalarda NP’lerin hedefe ulasmasi agisindan gesitli stratejiler
kullanilmaktadir. NP’nin hedef hiicreye ya da tiimor mikrogevresine ulasana kadar
vaskiiler sistemde (kanda) kalma yetenegi, retikiiloendotelyal sistemden ve
mononiikleer fagosit sisteminden kacis, tiimor mikrogevresinde birikme, timor
stvisina yliksek basing penetrasyonu ve sadece tlimor hiicrelerini hedef alma bu
stratejiler arasinda yer almaktadir (Joudeh ve Linke, 2022; Gavas vd., 2021)

Pasif Hedefleme

Kanser hiicreleri primer tiimor iizerinden hizla boliinerek ve kontakt inhibisyonun
bozulmasiyla birlikte iist liste yigilarak hipoksik bir ortam olusmasina neden
olmaktadirlar. Bu nedenle daha fazla besin ve oksijene ulasabilmek i¢in tiimdrigenezin
en Onemli basamaklarindan biri olan neovaskiilarizasyon ile yeni kan damarlarinin
olusmas1 gergeklesir. Hipoksi ortaminda fizyolojik olarak kan damarlarindaki endotel
tabakasi daha gecirgen hale gelmektedir ve neovaskiilarizasyon ile olusan yeni kan

damarlari normal kan damarlarina kiyasla daha gecgirgen ve genis gozeneklidir. Timor
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cevresindeki kan damarlarinin daha gegirgen ve gozenekli yapida olmasi tiimor tipine
ve mikrocevresine bagli olmakla birlikte 200 ile 2000 nm arasinda degisiklik
gostermektedir. Bu durum NP'lerin bu tiir kan damarlarindan yayilmasina ve
nihayetinde kanser hiicrelerinde toplanmasina izin vermektedir.

Normal dokularda ekstraseliiler sivinin (ECF) lenfatik damarlara drenaji siklikla
ortalama 0.1-2 um/s akis hizinda gergeklesmektedir. Tiimor olustugunda ise lenfatik
fonksiyonun bozulmasiyla birlikte lenfatik drenajda da bozulmalar meydana gelir ve
minimum diizeyde interstisyel sivi alimina sebep olmaktadir. Bu durumda timor
bolgelerinde dokular arasi fazla madde degisimi olmadigindan NP’lerin tutulumu
saglanmaktadir. Boylece NP’lerin gelismis diizeyde gecirgenlik ve tutulum etkisi
gostermesi kanser tedavisinde tiimor hiicrelerine spesifik olarak kullanilmalari
acisindan 6nemlidir ayrica bu durum gelistirilmis geg¢irgenlik ve tutma (EPR) etkisi
olarak da adlandirilmaktadir. Pasif hedeflemede oOzellikle timér mikrogevresinin
hedeflendigi yaklasimlarda NP’lerin EPR etkisi en dnemli &zelliktir. Geleneksel
olarak kullanilan kemoterapdtik ajanlarin dolasimda bu sekilde uzun siire kalmalar
miimkiin degildir. Bu sebeple ajanlar nano boyutlardaki tastyicilar ile kapsiillenerek
kullanilabilmektedir. Boylece kemoterapotik ajanlarin  farmakokinetik etkileri
arttirilabilir, tiimore spesifik olarak etki etmeleri ve yan etkilerinin azaltilmasi
saglanabilmektedir.

Kanser hiicrelerinin hizla boliinmesiyle birlikte metabolik 6zelliklerinde de degisimler
meydana gelmektedir. Ozellikle hiicre boliinmesi i¢in ana enerji kaynagi olarak
nitelendirilen glikolizdeki artis tiimor mikrogevresini asidik hale getirmektedir. Timor
mikrogevresinde pH’1in diismesine duyarli NP’ler tasarlanabilmektedir (Pelicano vd.,
2006; Gavas vd., 2021). Bu sekilde kemoterapdtik bir ajanin hedef tlimér dokusuna
nanomalzemelerle kaplanarak tasinmasi ya da direkt olarak metal oksitler gibi
NP’lerin direkt kullanim1 geleneksel yontemlere oranla daha avantajli bir durumdur.
Tiimoriin - ve timodr mikrocevresinin oOzelliklerinden yararlanarak NP’lerin
kullanimiyla  kanser hiicrelerinin  hedeflenmesi  pasif hedefleme olarak
adlandirilmaktadir. Pasif hedeflemenin temelinde tiimoriin temel 6zellikleri disinda
NP’nin boyutu ve dolasim siiresi de 6nemlidir. Pasif hedeflemede spesifik bir ligand

mevcut degildir (Sekil 2.21).
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Sekil 2. 21. Nanopartikiiller ile kanser hiicrelerinin pasif olarak hedeflenmesi (Gavas vd., 2021).

FDA tarafindan kullanilmasi onaylanan ve pasif hedefleme yoOntemiyle ¢alisan
Abraxane® (Celgene, ABD) albiimin aracili olarak taksan sinifi bir bilesik olan
paklitaksel (PTX) tasinimini saglamaktadir. PTX mikrotiibiillerin ¢alisma prensibini
bozarak hiicreleri G2-M fazinda bloke eden bir bilesik olmakla birlikte hali hazirda
kemoterapide kullanilmaktadir. Ancak PTX’in ¢oziiniirliigli diisiik oldugundan ¢esitli
kimyasallar ile kombine edilerek kullanilmaktadir ve bu durum hastalar icin
norotoksisite, nefrotoksisite vb. gibi ciddi yan etkiler ortaya cikardigindan ilag
toksisitesinin diisiiriilmesi ve etkinliginin arttirilmasi i¢in alblimin gibi bir tasiyici
kullanilarak uygulanmistir. Daha once kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve
metastatik meme kanserinde kullanilan Abraxane insan kanindan izole edilen
alblimine bagli amorf PTX NP’lerini icermektedir. Albiimin insanda lipofilik
molekiillerin transferini sagladigindan bir kemoterap6tik ajanin  tagmmasini
arttirabilmektedir (Gtirses, 2013).

Giliney Kore’de ozellikle metastatik meme kanseri tedavisinde kullanimi onaylanan,
ABD’de ise pankreas kanseri i¢in faz 2 klinik ¢alismalar1 devam eden Genexol PM®,
PTX ve steril liyofilize polimerik misel igeren, spesifik olarak kanser hiicrelerini
hedefleyebilen ve nude farelerde diger NP’lere oranla daha yiiksek dozlarda tolere
edilebilen bir NP’dir. Biyolojik dagilimi yiiksek oldugundan karaciger, bobrek,
akciger ve dalak gibi dokularda ve daha belirgin olarak kanser hiicrelerinde iki ila ii¢

kat daha fazla etkinlik gostermistir.
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Pasif hedefleme stratejisi ile ¢alisan ve aktif maddesi daunorubisin olan DaunoXome®
ise lipozom kapli bir NP ile kombine sekilde kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
baskilayan bir antikanser olarak kullanilmaktadir. Ozellikle Kaposi sarkoma
tedavisinde onemli bir tedavi se¢enegidir. FDA tarafindan kullanimi 1996 yilinda
onaylanmaistir.

Aktif Hedefleme

Hedef hiicrelere spesifik olarak eksprese edilen reseptorler ya da asir1 eksprese edilen
molekiiller araciligiyla NP aracili tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kullanilan
yontem aktif hedefleme olarak adlandirilmaktadir. Aktif hedefleme olarak adlandirilan
ve hiicreye spesifik reseptorlere baglanan cesitli ligandlar (folat, transferrin vb.)
araciligiyla da gergeklestirilebilen bu strateji ligand aracili hedefleme olarak da
bilinmektedir. Aktif hedeflemenin basarisi hiicre yiizey reseptorlerinin NP’leri ligand
olarak tanimlamasina baghdir. ilk olarak hedeflemenin basarisi igin ligandlara sahip
NP’lerin daha fazla afinite gdstermesi amaciyla hedef hiicreye benzer ve yakin olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle hiicre zariyla benzer 6zellikler gosteren lipozomlar siklikla
tercih edilmektedir. Boylece NP’lerin kanser hiicrelerine baglanmasi ile ilag
penetrasyonunda artis saglanmaktadir. Tasarlanan ligandlar kiiciik molekiiller
icerebilecegi gibi protein, peptit, antikor, seker ve vitaminleri de icerebilmektedir.
Ligand aracili hedefleme galigsmalarinda siklikla epidermal biiyiime reseptorii (EGFR),
folat reseptorii, glikoproteinler ve transferrin reseptorii tercih edilmektedir.

Aktif hedeflemede reseptor-ligand etkilesimiyle birlikte NP’ler reseptdr aracili
endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinmaktadir (Sekil 2.22). Aktif hedeflemede NP’lerin
cok degerlikli yapida olmasindan faydalanilarak kanser hiicrelerine spesifik
yaklagimlar gelistirilmesi dnemli bir amagtir. Bununla birlikte NP’lerin mimarisi ve
ligand-hedef kimyasi aktif hedeflemenin etkinligini degistirmektedir. NP’lerin boyutu,
fizikokimyasal 6zellikleri, ligand yogunlugu ve uygulama yontemi gibi parametreler
sinirlayicidir. Bu nedenle siklikla kanser hiicrelerinde ifadesi asir1 derecede yiiksek
olan reseptor ya da diger molekiillerden yararlanilmaktadir. Aktif hedeflemenin kanser
hiicrelerinin metabolizmas1 géz Oniine alindiginda en iyi 6rnegi olarak transferrin
reseptorii ile gergeklestirilen caligmalar 6n plana ¢ikmaktadir. Demirin hiicre igine
tasinmasini saglayan glikoprotein yapili transferrin reseptorii, kanser hiicrelerinde asiri
derecede eksprese edilirken (6zellikle solid tiimoérlerde) saglikli hiicrelerde ¢cok daha

diistik seviyede ekspresyon profili sergilemektedir. Bu sebeple direkt olarak transferrin
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reseptoOriinii hedef alan ligandlar yerine buna uygun NP’ler tasarlanabilmektedir (Oh
ve Park, 2014; Chithrani ve Chan, 2007). Transferrin reseptorii aracili olarak aktif
hedefleme yontemi kullanilarak tasarlanan GNR-DOX-Tf-NP’lerinin (altin-nanorod-
doksorubisin-transferrin-nanopartikiilleri) akciger kanseri hiicre hatlarinda DNA
hasart ve apoptozu arttirdig1 tespit edilmistir. Gergeklestirilen bu ¢aligsmada,
transferrinin hedeflenmedigi serbest doksorubisin (DOX) ile transferrin reseptoriine
uygun olarak altin nanorodlar ile birlikte tasarlanmis GNR-DOX-Tf-NP’ler
uygulamalar1 gergeklestirilmis ve NP aracili yaklasimin kanser hiicrelerinde
sitotoksisiteye daha yiiksek oranda neden oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
ayn1 yaklagim insan koroner arter diiz kas hiicrelerine uygulandiginda serbest DOX’a
kiyasla NP bazli yaklasim daha az sitotoksisiteye neden olmustur. Yani aktif
hedefleme yontemiyle kanser hiicrelerine spesifik tedavi yaklasimlar

gelistirilebilmektedir (Amreddy vd., 2015).

Hiicresel tanima ve
reseptor aracili
endositozis

Sitoplazmada
* nanopartikiillerin
salimim

Hiicre yiizey A\
-— \
reseptorleri ‘/

I \' Nanopartikiil

Niikleus

Sekil 2. 22. Nanopartikiiller ile kanser hiicrelerinin aktif olarak hedeflenmesi (Gavas vd., 2021).

Kanser hiicrelerinde transferrin gibi ifadesi artan molekiillerin aracit olarak
kullanilmast disinda g¢evredeki hiicrelerin 6zelliklerinden yararlanilarak da aktif
hedefleme stratejileri gelistirilebilmektedir. Warburg etkisi olarak da aciklanan tiimor
dokularin saglikli hiicrelere kiyasla daha asidik olmasi1 durumu aktif hedeflemede
onemli bir rol oynamaktadir. Warburg etkisine gore saglikli hiicreler oksidatif
fosforilasyon ve sitrik asit dongiisii yoluyla enerji iiretimlerini saglarken, kanser
hiicreleri glikoliz yoluyla enerji iiretimlerini gergeklestirmektedir. Normal durumda

hiicrelerde yiiksek miktarda laktik asit birikimi hiicre 6liimiine neden olmaktadir,
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bununla birlikte kanser hiicreleri bu durumla basa ¢ikmak i¢in laktik asidi hiicre disina
atabilecekleri hiicre zarinda lokalize olan proton pompalarini daha yiiksek miktarda
eksprese etmeye baslamaktadirlar. Boylece ¢evre dokularda asidik bir ortam
olusmaktadir. Warburg etkisi goz 6niline alindiginda pH degisimlerine duyarli lipozom
NP bazh ilag salinim sistemleri tasarlanabilmektedir (Gavas vd., 2021). Bununla
birlikte ilag tasiyict sistemler 6zellikle ¢oklu ilag¢ direncine karst gelistirilen tedavi
stratejileri i¢in onemlidir. Coklu ila¢ direnci gelistirmis l6semi hiicre hatlariyla
gergeklestirilmis ve lipozomlarin tasiyict platform olarak kullanildigr bir ¢alismada
kemoterapétik bir ajan olan DOX ile birlikte P-glikoprotein inhibitdrii verapamil
lipozom aracili olarak uygulanmistir. Ayrica transferrin reseptorii araciligiyla kanser
hiicrelerine spesifik hedefleme saglanan bu ¢alismada serbest DOX’a kiyasla NP bazli
tasiyict sistem kullanildiginda ilacin sitotoksisitesinin arttig1 belirlenmistir (Milane
vd., 2011).

NP’lerin yiizeyleri lipozom disinda polietilen glikol (PEG, PEGilasyon) ile de
kaplanabilmektedir. Bu yontem hedef hiicrelere ve dokulara ila¢ ve gen iletiminin
verimliligini artirmak igin yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir. Ilaglarin sistemik
dolagim siiresini iyilestirmek ve cesitli yan etkileri azaltmak icin proteinlerin
PEGilasyonunun basarisindan yola c¢ikarak, NP’ler iizerindeki PEG kaplamalar,
ylizeyi agregasyon, opsonizasyon ve fagositozdan koruyarak sistemik dolagim siiresini
uzatmaktadir (Suk vd., 2016). Ozellikle kemoterapdtik ajanlarin olasi yan etkilerini
onlemek amaciyla klinikte kullanilan ajanlarin PEGile formlar: iiretilmistir. Meme
kanseri hiicrelerinde ekspresyonu yiiksek oranda artan HER2’yi (EGF reseptorii-2)
hedefleyen antrasiklin smifi bir ajan olan DOX hastalarda yiiksek oranda
kardiyotoksisiteye neden olmaktadir (Linders vd., 2024; Wang vd., 2010). Bu nedenle
PEGile lipozomal DOX gelistirilmistir. HER2 hedefli lipozomal DOX, insan
kardiyomiyosit canliligini  azaltmamakta ve saglikli dokularda apoptozu
indiiklememektedir (Reynolds vd., 2012).

Pankreas kanseri hiicreleriyle gerceklestirilen baska bir ¢aligmada ise pankreas kanseri
hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilen potasyum kanal proteinleri hedeflenmis ve bu
kanallara yonelik bir poliklonal antikor, DOX ve PEGile altin NP’leri birlikte
kullanilmigtir. DOX’un nano tasiyicilar araciligryla verilmesi, ajanin %50 etki etmesi
icin gereken doz miktarinda azalma meydana getirerek yarim maksimal etkili

konsantrasyon (ECso) degerinin serbest ilaca kiyasla 30 kattan fazla diismesine neden
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olmustur. NP aracili ilag tasiyict sistemler kullanilarak kemoterapotik ajanlarin
uygulanmasi ¢oklu ilag¢ direncinin iistesinden gelebilecegi gibi yan etkileri azaltmasi
amaciyla da daha az konsantrasyonlarda ila¢ uygulamalarini miimkiin kilmaktadir
(Spadavecchia vd., 2016).

Kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere oranla ekspresyon seviyesi degisen bir diger
molekiil olan folat reseptdrii aracili olarak da hiicreye spesifik NP aracili yaklagimlar
gerceklestirilebilmektedir. Folik asit (B9 vitamini) niikleotit sentezinde 6nemli bir rol
oynamakla beraber hiicre i¢ine folat reseptorleri aracili olarak alinmaktadir. Bununla
birlikte tiimdr tipine gore farklilik gostererek folat reseptoriiniin alfa izoformu (FR-a)
solid tiimorlerde yliksek sekilde ifade edilirken, beta formu (FR-B) 16semi ve
lenfomalarda yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Kanser hiicresine ve cesidine
spesifik yaklasimlarin saglanmasi agisindan folat reseptorii gibi proteinler ile NP
aracili aktif hedefleme sistemleri saglanabilmektedir (Low ve Kularatne, 2009). Bu
stratejiye bagl olarak su anda klinik denemelerde yer alan ve ilerlemis kat1 tiimorler
tizerinde denemeleri gergeklestirilen MORADb-202 (Faz I); ilag direnci kazanmis
ovaryum, fallopi tiipii ve primer peritoneal kanserlerde IMGNS853 (Faz 1) ve
gelistirilme asamalar1 siirmekte olan etarfolatid (EC20), EC17 ve OTL38 ajanlar
bildirilmistir (Ibrahim vd., 2023; Low ve Kularatne, 2009).

2.8.3. Nanopartikiil Cesitleri

Toplumsal bir saglik problemi olarak her gecen giin insidansi artmakta olan kanserin
tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapi yontemleri, kanser hiicrelerinin ¢oklu
ila¢ direnci kazanmasi ve hastalarda goriilen ciddi yan etkiler sebebiyle tedaviyi
zorlastirmakta ve bu nedenle her y1l kanser kaynakli 6liimler artmaktadir. Kemoterapi
kanser tedavisinde en sik bagvurulan tedavi yontemi olsa da kullanilan ajanlarn timor
hiicrelerini spesifik olarak hedefleme orani oldukga diisiiktiir. Bununla birlikte tiimor
mikrogevresinin  heterojen 0Ozellik gostermesi de tedaviye verilen yaniti
degistirmektedir. Ayrica kanser hiicrelerinin ¢ok hizli sekilde mutasyon gecirerek
coklu ilag direnci gelistirmesi tedavi olanaklarini sinirlamaktadir (Sun vd., 2023).
Geleneksel tedavinin cesitli faktorlerle birlikte sinirlandirilmasi, nanoteknolojinin
gelismesiyle birlikte timor mikrogevresinin  kanser tipine spesifik olarak
tanimlanmasimi ve NP aracili ila¢ ya da gen tasiyici sistemlerin gelistirilmesini

saglamigtir. NP aracili sistemlerin gelistirilmesiyle birlikte ise hedef hiicreyi uyarici
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ve daha etkili tedavi yontemi olarak adlandirilan akilli NP’ler (smart nanoparticles)
tiretilebilmektedir (Sun vd., 2023). NP’ler normalde ¢6ziinmeyen ilaglari lokal ve uzak
timor bolgelerine daha iyi bir sekilde iletebilmektedir. Bdylece geleneksel
kemoterapiye gore daha az yan etki gozlemlenmekte ve biyouyumlulugu yiiksek,
toksisitesi ve immiinojenitesi diisiik, biyolojik olarak pargalanabilir ajanlar
tiretilebilmektedir. Ayrica NP’lerin boyut, sekil, segici baglanma kapasitesi, yliksek
permeabilite ve tutulumlan, yiizey modifikasyonu gibi 6zelliklere sahip olmalari
kanser terapisinde 6nemli bir rol oymalarina neden olmaktadir. NP’lerin bu 6zelliklere
sahip olmalar geleneksel tedavide dngoriilemeyen yan etkilerin ve islev kayiplarini
azaltmaktadir (Mundekkad ve Cho, 2022).

NP’lerin ozellikleri ligandlariyla boyut, morfoloji, zeta potansiyeli ve ylizey
islevselliklerine baglidir. NP’lerin zeta potansiyelleri dagilimlarini ve alinimlarim
etkilemektedir. Dolasim siiresi daha kisa olan negatif yiiklii katyonik pargaciklar,
timor icerisinde yeterli miktarda birikememektedir. Buna bagli olarak NP’lerin
yetenegi, tlirlerine ve kullanilan formiilasyon maddelerine bagli olarak farklilik
gostermektedir (Rizi vd., 2022). NP’ler siklikla boyutlarina ve tiimoriin patofizyolojik
karakterine gore farkli Ozelliklerde tercih edilebilmektedir. NP’ler organik ve
inorganik olarak iki gruba ayrilmakla beraber her iki grubun birlikte kullanildig:
NP’ler de mevcuttur (Hibrit NP’ler). Organik NP’ler lipozom ve dendrimer bazl
NP’leri icerirken; inorganik NP’ler metalik, metal oksit, silika, magnetik NP’leri ve
karbon nanotiipler gibi nanomateryalleri icermektedir. Ayrica kanser hiicrelerine daha
selektif sekilde yaklasabilmek i¢in her iki NP tipini de icerebilen hibrid NP’ler (lipit-
polimer, hiicre membrani-kapli NP’ler) tasarlanabilmektedir (Yao vd., 2020).
Organik Nanopartikiiller

Organik NP’ler yaklasik on yildir kullanilan ve bir¢ok tipi bulunan materyallerdir.
Klinikte nano boyutlu ilag yaklagimi olarak kullanilan ilk NP tipi organik NP’ler
sinifina giren lipozomlardir.

Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, farkli monomerlerin olusturdugu spesifik yapisal mimariye
sahip “kolloidal makromolekiiller” olarak i1yi tanimlanmistir (Gavas v.d., 2021).
Multidipliner c¢aligmalarla birlikte polimerik NP’lerin gelistirilmesi, ilag dagitim,
doku miihendisligi, as1, biyomalzeme ve tibbi cihaz iiretimi agisindan 6nemli bir

basamaktir. Polimerik NP’ler geleneksel ilaclara kiyasla yiiksek sirkiilasyon siiresi,
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stabilite, yapisal ayrisma, enkapsiilasyon hizi ve erken salinim gibi avantajlara sahiptir.
Ayrica polimerik NP’ler organik-organik ya da organik-inorganik sekillerde bir araya
getirilerek olusturulabildiginden ¢esitli avantajlara sahiptir. Siklikla emiilsiyon
polimerizasyonu, diyaliz, ¢Oziicii buharlastirilmasi ve tuzlama (salting-out)
yontemleriyle iiretilmektedirler (Sun vd., 2023). Polimerik NP’lerin sentezi tipik
olarak ¢ozeltinin ylizey gerilimini azaltmaya yardimci olan bir yiizey aktif maddenin
kullanilmasini igerir. Yiizey aktif madde daha sonra polimerin yap1 tagi olan monomer
ile kanigtirilir. Monomer daha sonra polimerize edilir ve nanopartikiiller olusturur
(Alrushaid vd., 2023).

Polimerik NP’ler, uzun siireli ilag dagitim sistemleri i¢in etkili tagiyicilar olarak kabul
edilmistir. 1990'larda polilaktik asit (PLA) ve poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA)
kullanilarak polimerik NP’lerin sentezi arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarin
sonucunda polimerik NP’lerin dolagimda uzun siire kalabildikleri tespit edilmistir. Bu
Ozellikleri sebebiyle kanser tedavisinde kullanimlari artmistir. Cok yonlii NP’ler
olarak kabul edildiklerinden, biyolojik olarak parcalanabilen ya da pargalanamayan,
sentetik veya dogal kaynaklardan iiretilmis olarak farkli varyasyonlarda
tiretilebilmektedirler. Biyobozunur 6zellige sahip olan polimerler, viicudun dogal
metabolik yollar1 tarafindan basit sekilde ayristirilip, monomerleri metabolize
edilebildikleri i¢in oldukga avantajlidirlar (Sell vd., 2023).

Polimerik NP’ler dogal veya dogal olarak tiiretilmis polimerler ve sentetik polimerler
olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.2-3B). Polimerik NP’lerin en biiyiik avantajlari
yuksek biyouyumluluk ve stabilite gostermeleri, biyolojik olarak parcalanabilir
olmalar1 ve diisik maliyetleridir. Ayrica ilag yiikli polimerik NP sistemleri
kullanilarak hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin uzun siire salinmasi

miimkiindiir. Bu durum viicuttaki istenmeyen yan etkileri en aza indirmektedir (Rizi

vd., 2022).
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Sekil 2. 23. (A) Nanosfer ve nanokapsiil polimerik NP’lerinin yapilari (Baldim vd., 2020). (B) Kanser

tedavisinde kullanilan biyolojik olarak pargalanabilen dogal ve sentetik polimerler (Rizi vd., 2022)

Cesitli ilaglar polimerik bir NP ile birlikte ya nanosfer ya da nanokapsiil olusturacak
sekilde yerlestirilerek ilag tasiyici sistemler tasarlanabilmektedir (Sekil 2.23-A). Bu
nanopartikiiller, ila¢ verilmesi sirasinda ila¢ molekiillerini koruma yetenegine sahiptir
(Alrushaid vd., 2023). Genel olarak nanosferler, ilag pargaciklarinin esit olarak
dagildig1 polimerik bir matris sisteminden olusur. Nanokapsiiller, polimerik bir zarla
cevrili bir ¢ekirdekten olusur. Polimerik membrandaki gézenekler, bu NP'lerden bir
ilacin salinmasini kontrol etmektedir. Diger bir polimerik NP grubu ise geleneksel
polimerik NP’lere gore daha yiiksek mukavemet ve elastikiyet sergileyen
nanohidrojellerdir. Ozellikle kanser tedavisi alanminda ortaya ¢ikan polimerik
NP’lerden biri olan nano hidrojeller temel olarak bir polimerik agdan olusan ¢apraz
bagli (kimyasal veya fiziksel olarak) hidrofilik NP'lerdir. Genel olarak nano hidrojeller
sadece hidrofilik ilaglar vermek i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte, piyasada bulunan
bir¢ok ilag dogast geregi hidrofobik oldugundan, hidrofobik ilaglarin hidrojellere
entegre edilmesi i¢in yeni yontemler gelistirilmistir (Dristant vd., 2023).

Polimerik NP olarak baglangicta poliakrilamid, polimetilmetakrilat (PMMA) ve
polistiren gibi biyolojik olarak parcalanamayan polimerler kullanilmistir. Ancak
zamanla sentetik polimerik NP’ler viicutta birikerek toksisite olusturmus ve
calismalar1 siirlamistir. Ardindan biyolojik olarak parcalanabilen polimerik NP’ler
tizerindeki caligmalar artis gostermistir ve giiniimiizde de siklikla biyolojik polimerik
NP’ler iizerindeki ¢alismalar devam etmektedir. Polilaktik asit, poli(amino asitler),
kitosan, aljinat ve albiimin gibi biyolojik molekiiller daha az toksisiteye neden olup,

ilag salinimini arttirarak daha yiiksek biyobozunurluk gostermektedirler. Ayrica
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polimerik NP’ler ylizey aktif polisorbatlarla kaplandiginda kan beyin bariyerinin
(BBB) endotel hiicre zar ile etkilesimlerini arttirdigi tespit edilmistir (Gavas vd.,
2021). Antikanser ilaglar, antiviral ajanlar, vitaminler, antioksidanlar, antisens
oligoniikleotitler ve plazmid DNA gibi ilaglar1 vermek igin dogal polimerler
kullanilmistir (Alrushaid vd., 2023).

Biyolojik olarak pargalanabilen bir polimer olan PLGA (poli-laktik-ko-glikolik asit),
transdermal yollardan ila¢ dagitiminda kullanilmistir. Polimerik NP'ler, beyin kanseri
teshisi i¢in daha iyi optik ve manyetik rezonans goriintiileme i¢in kullanilmistir. DOX
yiiklii proteazla aktive edilmis yakin kiziltesi floresan polimerik NP’ler, kanser i¢in
gorlintiileme ve tedavi ic¢in kullanilmistir. Bagka bir ¢alismada, 99mTc-
PLA/PVA/Atezolizumab nanopartikiillerinin biyolojik dagilimi, kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanserinin teshisinde kullanilmistir (Alrushaid vd., 2023).

Suda ¢ozlintirligi yliksek oranda olan poli(alkil sinanoakrilat) (PACA) polimerlerinin
ve birkag PACA tiirevinin (etil, n-biitil ve oktil siyanoakrilat) kullanimi FDA
tarafindan onaylanmistir. Bu polimerler, yiiksek oranda biyolojik bozunabilirlige
sahip, diisiik toksisiteli kolloidal tastyicilarin gelistirilmesi i¢in yeni ufuklar agmistir.
Ligandlarin konjuge edilmesiyle hazirlanan hedefe yonelik dagitim sistemleri, reseptor
aracilt alim yoluyla tiimorlerde artan birikim goéstermistir. DOX’un spesifik olarak
kanser hiicrelerine verilmesi i¢in folat ile kombine edilmis kitosan kapli PACA NP’leri
tretilmistir. Bu NP’ler ile gerceklestirilen ¢alismalarin sonuglari, NP’lerin folat
reseptOrlerini eksprese eden kanser hiicreleri iizerindeki terapdtik etkisinin arttigini
gostermistir. Bu polimerlerin biyogdriintiilemede, 6zellikle floresan goriintiilemede
uygulanmasi, kuantum noktalariyla birlestirilmis PEGile PACA NP’ler hazirlanarak
arastirilmistir (Kumar vd., 2019).

Poli (laktit-ko glikolit asit) (PLGA) ise ¢ok yiiksek oranda biyolojik olarak
parcalanabilirligi ve biyouyumlulugu nedeniyle ila¢ dagitiminda kullanilmak iizere
FDA tarafindan onaylanmistir. Antikanser ilaglarla birlikte oligoniikleotitlerin ve
proteinlerin verilmesi i¢in PLGA bazli dagitim sistemleri de kullanilmistir. 5-
florourasil, PTX, sisplatin, DOX ve dosetaksel gibi ¢esitli hidrofilik ve hidrofobik
antikanser ilaglari, bu polimerler kullanilarak 6zellikle kanser hiicrelerine
uygulanmistir. Ayrica, bu polimerler ilacin kanser bolgelerine hedefe yonelik olarak
verilmesi i¢in aragtirilmistir. Kanser hiicresine spesifik hedefleme i¢in 6zellikle kanser

hiicresi ylizeyinde bol miktarda eksprese edilen bazi molekiillere yonelik cesitli
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ligandlarla modifiye edilmislerdir. Ligandlarla modifiye edilmis PLGA bazli nano
tastyict sistemlerin, timor bolgelerine yiliksek dozda antikanser ajan ulastirdigi
gosterilmistir. Bir calismada aptamer konjuge PLGAb-polietilen glikol (PEG)
nanopartikiilleri sisplatin ile kombine edilmis ve prostat kanseri ksenograft fare
modellerinde in vivo olarak degerlendirilmistir. Ilac yiiklii bu nano tasyicinin serbest
ilaca benzer sekilde antikanser etki gosterdigi belirlenmistir. Boylece ajanlarin
istenmeyen yan etkileri azaltilarak hedefe spesifik tedavi yontemleri gelistirilmede
polimerik NP’lerin kullanimi tercih edilebilir (Kumar vd., 2019). Bunlarin disinda
polimerik NP’lerin  kullanildign PTX poliglumex (Xyotax), PEG-kamptotin
(Protekan), modifiye dekstran-kamptotin (DE 310), HPMA ko-polimeri-DACH-
platinat (AP5346), HPMA ko-polimeri-platinat (AP 5280), HPMA ko-polimeri-PTX
(PNU166945) ve HPMA Kko-polimeri-DOX galaktozamin (PK2) gibi ornekler
mevcuttur (Gavas vd., 2021).

Polimerik bazli nanopartikiillerin diisiik stabilite ve toplanma egilimi gibi bazi
dezavantajlar1 vardir. Bu oOzellikler, ilag dagitimi gibi bazi uygulamalarda
kullanilmalarin1 zorlastirabilir. Ek olarak, reaksiyon kosullarinin dikkatlice kontrol
edilmesi gerektiginden, polimerik bazli nanopartikiillerin sentezlenmesi zor olabilir.
Polimerik bazli NP’ler oksidasyona egilimlidir ve bu da bazi uygulamalarda
kullanimlarini sinirlayabilir. Reaksiyon kosullarinin dikkatle izlenmesi gerektiginden,
polimerik bazli nanopargaciklarin endiistriyel uygulamalar i¢in olgeklendirilmesi
zordur (Alrushaid vd., 2023).

Dendrimerler

Dendrimerler yap1 bakimindan aga¢ dallarina benzeyen, radyal olarak simetrik,
kiiresel ve kompakt nano boyutlardaki yapilardir (Sekil 2.24). i¢ ve dis olmak iizere
iki tabakadan olusmaktadirlar. Dis tabakay: ila¢ konjugasyonu ve hedeflemesi igin
kullanilan fonksiyonel gruplar olustururken, i¢ tabakada ila¢ kapsiilleme etkinligi,
toksisitesi ve kontrollii salim mekanizmalar i¢in gerekli elemanlar yer almaktadir.
Dendrimer tasarimlart farkli ozellik ve islevlere sahip olacak sekilde
saglanabilmektedir. Siklikla yinelemeli sentez yontemleriyle iiretilen dendrimerler,
sentez slirecindeki kontrol edilebilir 6zellikleri nedeniyle farmasotik olarak genis bir
uygulanabilirlik sunarlar. Yiiksek dallanma, suda ¢oziiniirliikk, i¢ kisimlarindaki

bosluklu yapt ve biyouyumluluk gibi 6zellikleri nedeniyle ideal aktif yardimci
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maddeler olan dendrimerler, ¢éziinmeyen ilaglarin ¢oziiniirliiglinii ve ilag etkinligini

artirabilir, ilag toksisitesini azaltabilirler (Sun vd., 2023).

Kompleks ila¢
Kapsiillenmis
o ~ ilag
= h
[f L
Konjuge ilag
Hedef Ligandlar
® Kiigik molekil
Aptamer
«+ Peptit
Y Antikor

Sekil 2. 24. Dendrimer yapisi (Rai vd., 2023).

Mevcut antikanser ilaglarin  ¢ogunun tiimdr hiicrelerini  spesifik olarak
hedefleyememesi ve sistemik toksisite sebebiyle dendrimerler ila¢ ve gen tasiyici
sistemler olarak kanser tedavisinde kullanilabilir. Ayn1 zamanda BBB’yi gecebilme
ozelligine de sahip olan dendrimerlerin, tiimor iligkili antijenlere 6zgii antikorlar
tarafindan spesifik olarak kanser hiicrelerine hedeflenmesi ve bodylece endositoz
yoluyla hiicre i¢ine alinmalart miimkiindiir. Dendrimerlerin yiizeyindeki ¢ok sayida
pozitif yiiklii grup, negatif yiiklii hiicre zar1 ile etkilesime girer ve 6zellikle kanser
hiicreleri i¢in sitotoksisiteye katkida bulunur. Boylece dendrimerler timdr dokusunda
intratumoral birikim saglayarak sistemik toksisitenin azalmasini saglayabilmektedir
(Crintea vd., 2023; Alrushaid vd., 2023; Rai vd., 2023).

Dendrimerler yapilar itibariyle belirte¢ olarak kullanilabilecek boyalar1 ve diger
materyalleri (genetik materyaller ya da ajanlar) kapsiilleme, komplekslestirme ya da
konjugasyon yoluyla tastyabilirler. Bu nedenle tedavinin yani1 sira teshis ya da timor
lokalizasyonu sayesinde tedaviyi izleme aracisi olarak da kullanilabilirler (Crintea vd.,

2023).
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Cok sayida dendrimer mevcuttur ve yapilarina, dallanmalarina, ¢oziintirliiklerine, ug
kisimlaria ve iretimlerine gore kategorize edilirler. Poliamidoamin (PAMAM),
poli(propilenimin) (PPI) ve poli(L-lisin) (PLL) antikanser ilag dagitimi i¢in en ¢ok
arastirilan dendrimerlerdir (Rai vd., 2023; Alrushaid vd., 2023). Antikanser ajanlarin
taginmasinda en sik kullanilan dendrimerler PAMAM ve PPI’dir. Kullanim amaglarina
gore dendrimerler islevsellestirme denilen bir islemle aktif bolgeler eklenerek
kullanilabilir. Boylece c¢ok islevli mimariye sahip yapilara doniisen dendrimerlere
yuksek biyouyumluluk, diisiik ve kanser hiicrelerine secici toksisite Ozellikleri
kazandirilmig olur. Bununla birlikte gelisen nanoteknoloji pH, sicaklik ve 151k gibi
cevresel faktorlere yanit verebilecek duyarlt NP’ler gelistirmeye odaklanmistir (Rai
vd., 2023).

Kolon kanseri hiicre hattt HT-29 ile gerceklestirilen bir ¢alismada sialyl Lewis X
antikoru ile konjuge edilmis PAMAM dendrimerler kullanilmis ve kolon kanseri
hiicreleri spesifik olarak hedeflenmistir. In vivo’da gergeklestirilen bir ¢aligmada ise
gambogik asidin (GBA) hedefe yonelik etki saglamasi i¢in kolik asit ve E vitamini ile
modifiye edilmis telodendrimer gelistirilmistir. GBA-telodendrimer formiilasyonu
kolon kanseri ksenograft hayvan modellerine enjekte edilmistir. Ardindan in vivo
goriintiileme saglanmis ve telodendrimerlerin kolon kanseri hiicrelerini spesifik olarak
hedefleyebildigini géstermistir (Rai vd., 2023).

Seker veya lipit ile kapli dendrimerler, immiinostimiilatér antikanser ilaglarindan
farkli olarak antijenisiteyi baskilayabilirler. Yani dendrimerlere yiliklenen ajanlarin kan
dolagimindaki yar1 omiirleri onemli Olgiide uzatilabilir. Kolon kanseri tedavisinde
kullanilan Capecitabine (CPB), karacigere, kemik iligine, kana ve sag hiicrelerine zarar
verebilir. Gergeklestirilen bir calismada CPB’nin antikanser aktivitesini arttirmak ve
sadece kolon kanseri hiicrelerini hedefleyerek saglikli dokular: korumak amaciyla G4
PAMAM (dordiincti nesil PAMAM) dendrimerleri kullanilmistir. Serbest ilacla
kiyaslandiginda dendrimerle konjuge edilmis CPB’nin tiimor boyutunda daha belirgin
bir azalmaya neden oldugu, karaciger ve kanda daha az yan etkiye sebebiyet verdigi
tespit edilmistir (Rai vd., 2023).

PTX, kamptotesin, 5-florourasil, metotreksat ve DOX gibi hidrofobik antikanser
ilaglarin uygulanmas1 ve ¢Oziintirliikklerinin saglanmasi icin dendrimerlerin
ozelliklerinden yararlanilabilir. Yaygin olarak kullanilan DOX, kardiyotoksisiteye
neden oldugundan PAMAM bazl ilag tasima sistemi, DOX’un toksik etkilerini
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azaltmak ve ayni zamanda etkinligini korumak i¢in tasarlanmistir. Akciger kanserinde
gerceklestirilen bir ¢alismada ilag birikimini 6nlemek amaciyla diisiik pH ortaminda
tizerinde bulunan yiikleri birakabilen DOX-dendrimer konjugatlar1 uygulanmis ve
metastatik ozelliklerin azaldigi belirlenmistir. Diger bir yandan serbest PTX’in
bobrekte sitotoksisite gosterdigi ancak G4 PAMAM ile konjuge edilen PTX’in bu
etkiyi azalttig1 tespit edilmistir. Bu durum PTX’in bobrek kanserlerinde kullanimin
miimkiin kilmaktadir. Diger bir antikanser ajan olan ve niikleik asit sentezini
engelleyen melfalan, PPI ile kapsiillendiginde fare modellerinde sadece kanser
hiicrelerinin hedeflenmesini saglamistir.

Bagka bir arastirmada, tiimor biiyiimesinin inhibisyonunu saglamak icin G4.5 PPI
dendrimerleri gelistirilmistir. Bu tip dendrimerlerle, PTX kapsiillenmis ve monoklonal
antikor mAbK1 konjuge edilmistir (mAbK1-PPI-PTX). Kanser hiicrelerinde spesifik
olarak asir1 eksprese edilirken ¢ogu normal hiicrede eksprese edilmeyen mezotelin
proteini mADbK1 ile hedeflenebilmektedir. mAbK1-PPI-PTX, serbest PTX e gore ¢ok
daha yiiksek oranda tiimdr proliferasyonunu inhibe etmistir. Diger bir dendrimer olan
PLL, DOX i¢in bir tastyic1 olarak kullanildiginda serbest DOX’a oranla prostat kanseri
hiicrelerinde daha derin penetrasyon gostermis ve tiimor proliferasyonunun
inhibisyonuna yol a¢mistir. Bdylece dendrimerler araciliiyla antikanser ilag
dagitimiin etkinligi ve verimliligi artirabilir ancak tiretimleri maliyetlidir. Bununla
birlikte dendrimerlerin insan saglig1 tizerindeki uzun vadeli etkileri belirlenmeli ve
kalite kontrol sorunlar1 giderilmelidir (Yan vd., 2021).

Polimerik Miseller

Polimer misellerin boyutlar tipik olarak 10 ila 100 nm arasinda degisebilir. Koloidal
olarak stabil olan c¢ekirdek bolge ve ¢oziilmiis hidrofilik polimer zincirlerinden olusan
dis bolge (korona veya kabuk bolgesi olarak da bilinir) olmak tizere iki ayr1 bolimden
olusurlar. Hidrofobik molekiiller i¢in tastyict sistem olarak ve doku miihendisliginde
iskele olarak kullanilabilirler (Sun vd., 2023).

Polimer miseller, hidrofobik ilaglar1 hidrofobik ¢ekirdek bolgelerinde etkili bir sekilde
kapsiilleyebilir. Boylece ila¢ yan etkilerinin ortadan kaldirilmasi, ¢dziinmeyen
ilaglarin suda ¢oziinirliigiini arttirmak, ilag salim hizinin kontrolii ve ilag
molekiillerinin belirli ortamlarda bozulmadan korunmasi saglanabilmektedir (Sun vd.,
2023). Polimerik yapidaki miseller polimer-ilag konjugatlari, kapsiillii ilag tasiyicilar

ve poli iyon kompleksi miseller olmak {izere ii¢ farkli sekilde kategorize edilmektedir.
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Polimer-ilag konjugatlar1 ve kapsiillii ilag tasiyicilar siklikla bir¢ok ilacin terapotik
dozlarda verimli bir sekilde taginimini saglamak amaciyla kullanilirken, poli iyon
kompleksi miseller ile zit yiiklii polimer/ilag kombinasyonlar1 taginabilir. Poli iyon
kompleksleri peptitler ve DNA’nin taginmasina yiikiin nétralizasyonunu saglayarak
olanak vermektedir (Mandal vd., 2017).

Tiimdr dokusunu hedeflemek i¢in dolagimda uzun siire kalabilme 6zelligi tasiyan
polimerik miseller, potansiyel bir kanser tedavisi aracidir. Misellerin yiiksek
¢Oziintirliik 6zelligi, ¢ozlinmeyen ilaglarin stabilitesini ve biyoyararlanimini artirabilir.
Bununla birlikte misellerin yapis1 pH degisimlerinden etkilendiginden ve normal doku
ile timor dokusu arasinda pH farki bulundugundan segici toksisite gostermeleri
saglanabilir. Ornegin, transferrin reseptdrii hedefli ve pH'a duyarli misel sistemi,
coklu ila¢ direncinin iistesinden gelmek, yan etkileri minimum diizeye indirmek ve
timor hedefli tedaviyi saglamak igin akilli nanopartikiiller olarak kullanilabilir.
Ayrica DOX yiiklenen ve folat ile modifiye edilmis pH'a duyarli misel kombinasyonu,
DOX’un anti kanser etkisini arttirmistir. Uygulanan bu kombinasyon DOX’un
sistemik toksisitesini azaltarak, kalp ve akciger dokularindaki yan etkileri minimuma
indirmistir (Sun vd., 2023). Benzer sekilde kati timdrlere misellerle konjuge edilerek
uygulanan epirubicin, serbest ilaca kiyasla daha az toksisite gostermistir. Yumurtalik
kanserinde polimerik misellerle konjuge edilmis Genexol ve karboplatinin de etkinligi
arti gosterirken toksisitede azalma meydana gelmistir (Jin vd., 2020).

Miseller sicaklik ve pH gibi dig uyaricilara kars1 oldukca duyarli olduklarindan kemo-
fototermal tedavi i¢in son derece uygundurlar (Sun vd., 2023). Polimerik misellerin
anti kanser ilaglarin taginimlarinin yani sira goz hastaliklarinin tedavisinde de okdiler
ilag taginim sistemi olarak kullanildiklar1 ¢alismalar mevcuttur (Mandal vd., 2017).
Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlarin (mAb) spesifik olarak hedefleme yetenekleri kanser
tedavisinde kullanimlarini olduk¢a yaygin hale getirmistir. Hali hazirda mAb’ler
kemoterapide kullanilmakla beraber NP’ler ile birlestirilerek kanser hiicrelerini
spesifik hedef hale getirmede 6nemli aracilar olarak yer almaktadir. NP’lerle birlikte
kullanilan mAb’lerin, tek basina kullanilan bir kemoterapik ajandan veya mAb’den
cok daha etkili oldugu tespit edilmistir. HER2 pozitif meme kanseri hiicrelerinde
gerceklestirilen bir antikor-ilag NP konjuge calismada, i¢ kisimda PTX ajam1 ve

modifiye yiizeyde transtuzumab kullanilmistir. Tek basina PTX ya da transtuzumab
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uygulamasina kiyasla konjuge NP daha az toksisite ve daha yiiksek anti kanser etki
gostermistir (Cheng vd., 2021; Gavas vd., 2021; Sievers ve Senter, 2013)
Ekstraselliiler Vesikiiller

Ekstraselliiler vesikiiller (EV) boyutlar1 50 ila 1000 nm arasinda degisen ¢ift katmanlh
fosfolipid yapili vesikiillerdir. EV’ler ¢esitli hiicre tipleri tarafindan siirekli olarak
salgilanirlar. Boyut, kdken ve igerik bakimimdan EV’ler eksozomlar, mikrovesikiiller
ve apoptotik cisimler olarak ii¢ gruba ayrilmaktadirlar. Eksozomlarla birlestirilen
NP'ler, koken aldiklar1 hiicrelere ¢ok benzeyen lipit ve molekiillere sahip olduklar1 i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Eksozomlar biyolojik yapilar oldugundan
bagisiklik sisteminden kolayca kagabilirler ve kanser hiicreleri i¢ine ¢ok hizli sekilde
sizabilirler. Bu nedenle hedef bolgelere sitotoksik ilaglar ve diger anti kanser ilaglar1
tasimak amaciyla dogal araglar gorevi goriirler (Tablo 2.7). Meme kanseri hiicrelerinde
gergeklestirilen bir ¢alismada DOX yiiklii eksozomlar (exoDOX) kullanilmis ve
serbest DOX’a kiyasla exoDOX’un daha sitotoksik etki yarattigi, ilacin kalpte
birikiminin 6nlendigi belirlenmistir. Diger bir calismada makrofajdan tiiretilmis bir
eksozom, aminoetilanizamid-polietilen glikol (AA-PEG) ile modifiye edilmistir.
Ardindan AA-PEG eksozomu PTX ile kombine edilmistir. Daha sonra tasarlanan
eksozom, pulmoner metastazli akciger kanseri fare modelinde iyilestirilmis terapotik
sonuglar gostermistir. Eksozomlar niikleik asitlerin tasinmasinda kullanilabilirler. Bir
calismada miR-497 tasiyan eksozomlar A549 hiicrelerine aktarilmistir. Aktarimin
gerceklestirildigi akciger kanseri hiicrelerinde proliferasyon azalmis ve iligkili

genlerin ekspresyonu baskilanmistir (Cheng vd., 2021; Gavas vd., 2021).
Tablo 2. 7. Ekstraselliiler vesikiillerin kanser tedavisinde kullanimi (Cheng vd., 2021).

Nano tasiyic Farmasotik bilesenler Hastahk Etki

AA-PEG ile Paklitaksel Akeiger kansenn  Yiiksek yiikleme kapasitesi, kanser hiicrelerinde daha iy1 birkim ve iyilestirilmis terapdtik sonuglar
modifiye sergiledi.

eksozom

Eksozom Doksorubusin Osteosarkoma  Serbest DOX’a kiyasla miyokard hiicrelere sitotoksisite azaluken anti-timér etkisi arttinldi.
Eksozom miR-497 Akciger kansenn  Tiimdr biiyiimesi ve iliskili genlerin ekspresyonu baskilandi.

Mikrovesikiil Terapotik mRNA/protein Schwannoma Suicide terapdtik mRNA / protem yiiklii mikrovezikiiller, 6n ilaci akfif forma déniistiirdii ve kanser
hiicresi liimiine yol agti.

Ekstraselliiler miR-101 Osteosarkoma ~ miR-101 yiiklii ekstraselliller vesikiil almdiktan sonra osteosarkom hiicre invazyonu ve migrasyonu
vesikiil baskilandi.
Eksozom Interferon-y fiizyon protein ~ Prostat kanseri ~ Ekzozomal as1, prostat kanserinden tiiretilen ekzozomlara karsi bagisiklik tepkisini indiikledi ve

tiimér bityiimesini inhibe etti

Sentetik NP'lerle karsilagtirildiginda, eksozom NP'ler dogal biyouyumluluga, daha

yiiksek kimyasal stabiliteye ve hiicreler arasi iletisimi yonetme yetenegine sahiptir.
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Ayrica EV’ler radyoterapi ve immiinoterapide de kullanilabilir. Bir¢ok avantaja
ragmen, anti kanser tedavisi i¢in EV'lerin uygulanmasini sinirlayan seri liretimde
zorluklar olmasi ve diger NP’lere oranla ajanlarin nispeten daha diisiik miktarda
yuklenebilmesi gibi faktorler bulunmaktadir (Ma vd., 2021; Cheng vd., 2021).
Lipozomlar

Giliniimiizde en basarili ila¢ tasima sistemi olarak kabul edilen lipozomlar, klinik
uygulamalar i¢in onay alan ilk nano 6lgekli ilaglardir. Lipit dis tabaka ve ilac1 hapseden
bir ¢ekirdekten olusan lipozomlar hidrofobik veya hidrofilik 6zellikler deki ilaclar1
tastyabilirler (Sekil 2.25). Lipozomlarin lipit tabakalarinin yapisi degistirilerek canli
hiicrelerin hareketlilik ve deformasyon gibi biyofiziksel 6zelliklerini taklit edilebilir.
Lipozomlarin bu 6zelliklerinden yararlanilarak ilaclarin daha etkili sekilde amacina

ulastirilmasi saglayabilir (Yao vd., 2020).

ilaglar

Hedefleme aracilar

« Antikorlar

¢ Ligand:
Transferrin, peptit

Hassasiyet:

* Sicaklik

* pH

* Enzim aktivitesi

¢ Redoks potansiyeli

Polimer kaplama ile uzun

omiirliiliik

* Polietilenglikol (PEG)

* PEG benzeri kaplama
malzemeleri

Hiicre penetre edici peptit

Sekil 2. 25. Lipozomal ilag tagima sistemi (Sell vd., 2023).

Dolasimda uzun siire kalabilme yetenekleri sayesinde anti kanser ilaglarin ve genetik
materyallerin taginmasi lipozomlarla saglanabilir. Anti kanser ilaclarin taginiminda
serbest ilaca kiyasla sistemik toksisite lipozomlar yardimiyla azaltilabilir. Bununla
birlikte ilaglarin ¢oziiniirliglinii arttirip, kapsiillenen ilacin yavas ve stirekli salinimini
saglayabilirler. Ozellikle meme ve prostat kanserlerine yonelik ¢alismalarda
lipozomlarin kullanilmast olduk¢a yaygin hale gelmistir. DOX ve PTX’in yan
etkilerini azaltmak, ila¢ direncini 6nlemek ve anti kanser etkinliklerini arttirmak
amaciyla  lipozom aracili tagima  sistemlerinin  kullanildigi  caligmalar
gerceklestirilmistir (Yao vd., 2020). Hali hazirda c¢esitli kanser tipleri iizerinde
kullanilan FDA tarafindan onayli Onivyde®, Vyxeos® ve Zolsketil® gibi lipozomal
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ilaclar bulunmaktadir. Ayrica klinik denemeleri siiren lipozomal ilaglar da mevuttur.
Ancak ¢esitli kanserlerin tedavisindeki etkinliklerine ragmen, lipozomlar da dahil
olmak tizere NP’lerin heniliz belirlenmemis bazi potansiyel toksik etkilere sahip
olabilecegi ve hiicreleri spesifik hedefleme etkinliklerinin kesin olmadigi
bilinmektedir (Fulton ve Missaoui, 2023).

Solid Lipit NP (SLN)

Solid lipit NP’lerin (SLN) boylari 1 ila 1000 nm arasinda degisebilir ancak ¢cogunlukla
150-300 nm boyutlarindadirlar. ilag tasiyici sistemler olarak kullanilabilen SLN’ler
ilag hareketliligini kisitlayarak ilacin diizenli bir sekilde salinimini saglayabilirler.
Boylece ilacin daha stabil halde olmasini sagladiklar1 gibi hidrofobik ve hidrofilik
ozelliklerdeki molekiilleri tasiyabilirler. SLN’lerin en 6nemli 6zelliklerinden biri oda
sicakliginda da viicut sicakliginda da kat1 halde bulunmalaridir. Ayrica polimerik
NP’lerin, lipozomlarin ve ¢esitli emiilgatdrlerin birlestirilerek faydali 6zelliklerinin bir
arada kullanilmasina olanak saglayabilirler (Sheoran vd., 2022). Bu nedenle kanser
tedavisinde ilag tasiyict sistem olarak kullanilabilirler. DOX ve idarubisin SLN aracili
olarak 16semi hiicrelerine ve 16semi modeli farelere uygulandiginda olumlu sonuglar
gostermistir (Gavas vd., 2021). Ayrica bagirsak, mide, meme ve prostat kanserlerinde
SLN’lerin ¢esitli kemoterapik ajanlar i¢in tasiyict olarak kullanildigi uygulamalar
gergeklestirilmistir. Bununla birlikte beyine ilag taginmasi, gen terapileri ve asilarda
adjuvan olarak kullanimlar1 da mevcuttur (Sheoran vd., 2022).

Nanoemiilsiyonlar

Nanoemiilsiyonlar, sulu ortamda 10-1000 nm arasinda degisen bir yag damlaciginin
heterojen karisimlarina sahip kolloidal NP'lerdir. Dis yiizeylerinde yiizey aktif madde
ve i¢ kisimda lipit molekiilleriyle birlikte tasinacak ila¢ bir arada bulunmaktadir. D1s
tabakadaki kapsiilleme nedeniyle tasinan ilacin bozulmaya karsi korunmasi ve
plazmadaki yar1 dmriiniin uzatilmasi saglanmaktadir. Nanoemiilsiyonlar genis yiizey
alam, ylizeysel yiik, dolasimda yiiksek yar1 Omiir, spesifik hedefleme ve
formiilasyonun goriintiilleme kapasitesi sayesinde kanser arastirmalarinda tercih
edilmektedir (Sanchez-Lopez vd, 2019). Nanoemdilsiyonlar biiytikliikleri ve ytikleri
sebebiyle bariyerlerden gegme avantajina sahip olduklarindan dokularda kolayca
birikebilirler. Bu nedenle cilt gibi gecirgenligi zor olan biyolojik bariyerlere karsi
terapétik tastyict olarak kullanilabilirler. Ozellikle melanomada hem lokal (topikal ve

dermal) hem de sistemik (transdermal) olarak ilaglarin verilmesi nanoemiilsiyonlar ile
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saglanabilir (Duarte vd., 2023). Nanoemiilsiyonlar diger NP’lerden farkli olarak optik
berraklik, stabilite ve biyolojik olarak parcalanabilirlik gibi daha gelismis 6zelliklere
sahiptir. Ancak nanoemiilsiyonlarin klinik uygulamalarinda zorluklar vardir ¢iinkii
tretimleri i¢in yiiksek sicaklik ve basing saglanmali, homojenizatorler ve
mikroakigkanlastiricilar gibi pahali cihazlar bulundurulmalidir (Gavas vd., 2021).
Nanosponglar

Nanosponglar kati, ¢capraz bagli, polimerik, nano boyutlu, gozenekli ve ag benzeri
yapilardir. Cok ¢esitli sicakliklarda ve pH seviyelerinde dnemli stabilite sergileyen
hidrofilik, hidrofobik ve 3 boyutlu ozellikler gosterirler. Yiiksek biyouyumluluk,
biyolojik olarak pargalanabilirlik ve diisiik sitotoksisite gibi 6zellikleri nedeniyle
biyomedikal uygulamalar i¢in uygundurlar. Nanosponglarin ag benzeri kolloidal
yapilart ilaclar, fitokimyasallar, ugucu yaglar, antineoplastik ajanlar, genetik
materyaller, proteinler ve peptitler dahil olmak tizere farkl bilesiklerin kapsiillenmesi
icin ideal adaylar yapar. Meme, prostat, karaciger, akciger ve servikal kanserlerin
tedavisinde siklodekstrin, DNAzyme ve etilseliiloz gibi nanosponglarin kullanildig:
calismalar mevcuttur. Bununla birlikte nanosponglarin yiizeyleri cesitli yontemlerle
islevsellestirilerek kullanim amaglar1 gesitlendirilebilir. Ornegin siklodekstrin bazli
nanosponglarin  yiizeyleri kolesterol ile islevsellestirilerek biyoyararlanimi
arttirilabilir. Diger NP’ler gibi nanosponglara da DOX gibi anti kanser ilaglar
yiiklenerek toksisite ve olas1 yan etkilerini azaltilabilir. Ayrica ¢esitli ilaglarin oral
dozlarini azaltmak amaciyla ya da cilt yoluyla uygulanan ajanlarin penetrasyonlarin
arttirarak trans-epidermal ila¢ dagitimi amaciyla kullanilabilirler. Nanosponglar
programlanabilir ve siirekli bir ilag salinimi1 gosterirler ancak tretimleri yiiksek
maliyetlidir. Ayrica iiretimleri i¢in daha ¢evre dostu yaklasimlar gelistirilmelidir
(Karthic vd., 2022; Iravani ve Varma, 2022; Gavas vd., 2021).

Inorganik Nanopartikiiller

Karbon Nanopartikiiller

Karbon NP’ler karbon nanotiipler, grafen, graphdiyne, fullerene, karbon kuantum
noktalar1 (quantum dots) ve nanodiamondlar olarak gruplandirilmaktadir (Sekil 2.26).
Karbon nanotiipler (CNT) esasen karbon atomlarindan yapilmis silindirik
molekiillerdir. CNT'ler, 1 nm kadar kii¢iik ¢aplara ve birkag um uzunluga sahip yiiksek
bir en/boy oranina sahip, acgik uclu veya kapakli olabilen kesintisiz silindir seklinde

yuvarlanan grafen tabakalardir. Tek bir grafen tabakasindan yapilan CNT'ler, tek
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duvarl bir nanotiip (single-walled nanotubes, SWNT) ile sonuglanirken, birkag grafen
tabakas1 ¢ok duvarli karbon nanotiipleri (multiwalled carbon nanotubes, MWNT)
olusturur. 1991'de Ijjima tarafindan kesfedildiklerinden beri, benzersiz fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri ve elektronik cihazlardan ve sensorlerden yiiksek mukavemetli ve
diisiik agirlikli nanokompozit malzemelere kadar ¢ok ¢esitli alanlardaki potansiyel
uygulamalar1 nedeniyle karbonun bu allotroplarina yogun ilgi olmustur. CNT’ler
¢Oziinlir degillerdir ancak organik gruplarla islevsellestirilerek  biyolojik
uygulamalarin yolu agilmistir. Yiiksek yiizey alanlarindan dolayi, ¢ok ¢esitli terapotik
molekiilleri adsorbe edebilir veya konjuge edebilirler. igne benzeri sekilleri nedeniyle,
CNT'ler hiicre zarin1 delebilir ve goriiniir hiicre hasarina neden olmadan hiicre igine
gegcebilir. Kanser gibi hastaliklarin tedavisinde CNT'ler, terapotik molekiillerin hedef
hiicreye niifuz etmesine yardimeci olabilirler. Diger NP’ler gibi CNT ler de ilag tasiyici
sistemler olarak kanser tedavisinde kullanilabilir. Bir c¢alismada folik asit
reseptorlerini yiikksek seviyede eksprese eden kanser hiicrelerinin hedeflendigi
sisplatin yerlestirilen MWNT nano tasiyici sistemlerin lipozom gibi kiiresel NP’lere
kiyasla lenf nodlarinda daha iyi tutulum gdosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle lenf

kanserlerinde CNT’lerin kullanilmas1 umut vadetmektedir (Elhissi vd., 2012).

@@@

Grafen Karbon Kuantum Noktalar1 Karbon Nanotiipler Fulleren Graphdiyne

Sekil 2. 26. Karbon nanopartikiil tipleri (A) Grafen, (B) Karbon kuantum noktalari, (C) Karbon
Nanotiipler, (D) Fulleren, (E) Graphdiyne (Tang vd., 2022).

Grafen bazli nanomalzemeler, 2004 yilinda kesfedildiklerinden beri antikanser ilag
dagitimi i¢in incelenmigstir. Grafen ve grafen oksit (GO), indirgenmis grafen oksit
(rGO) ve grafen nanoribbonlar (GNR) gibi tlirevleri, genellikle fototerapi, kemoterapi
ve goriintiileme gibi bircok stratejiyle biitiinlesmek i¢in yeni platformlar olarak
tasarlanan birgok benzersiz ve {istiin fizikokimyasal dzellige sahiptir. Iki boyutlu (2B)
yapilari, hidrofobik bazal diizlemde, hidrofobik etkilesim veya eslenik reaksiyon
yoluyla ¢esitli antikanser ajanlarin yiiklenmesini saglayan devasa bir baglanma yiizey
alam saglamaktadir. Optik 6zellikleri sebebiyle 1sikla tetiklenmeleri, kontrollii ilag
dagitim sistemi olarak kullanilmalar1 miimkiindiir. Bununla birlikte ROS olusumuna

neden olmalart hiicre 6liim yollarini tetikleyebilir (Tang vd., 2022).
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Iki boyutlu bir nanomateryal olan Graphdiyne (GDY) ise diger karbon NP’lerin aksine
diizgiin dagilmis nanoporlara, genis absorpsiyon araligina ve miikemmel
fotoelektronik 6zelliklere sahiptir. GDY yiiksek adsorpsiyon enerjisi ve giiglii elektron
yakalama 6zellikleri nedeniyle DNA, glikoz ve nem tespiti i¢in bir biyosensor gorevi
gorebilir. Simdiye kadar GDY bazli nanomalzemeler, ¢ok islevli performanslari
nedeniyle hedefe yonelik ilag dagitimi, radyasyondan korunma, biyosensing ve
biyogoriintiileme dahil olmak iizere kanser tan1 ve tedavisinde kullanilabilmektedir
(Tang vd., 2022).

Fulleren, karbon allotropu olarak kesfedilmistir (Nobel Kimya Odiilii, 1996). Fulleren,
ozel yap1 ve farkli fizyokimyasal ozellikleri nedeniyle kanser tani ve tedavisinde
yaygin olarak arastirilmaktadir. Fulleren, ici bos bir kiire, elipsoid veya tiip sekline
yuvarlanan bir grafen levha yapisindadir. Fullerenin benzersiz geometrisi ve
molekiiler topolojisi, ona genis ylizey alani, kiiglik parcacik boyutu ve yiiksek
reaktivite gibi belirgin 6zellikler kazandirir. Genis spesifik alani ve benzersiz 3B iskele
yapisi, fulleren kafesine birden fazla ilacin yiliklenmesini saglar. Kati tiimorlere
penetrasyonun miikemmel Ozellikleri ve yiiksek kimyasal reaktivite géz Oniine
alindiginda, fulleren, terapdtik molekiillerin hedefe ulastirilmasini saglamak igin
timor bolgelerinin 6zel kosullarina dayanan uyaranlara duyarli sistemler olarak da
tasarlanabilir. Ek olarak, dogal optik ve termodinamik 6zellikleri nedeniyle, fullerenin
iyl bir 1518a duyarhilagtirict ajan olarak islev gordiigii kanitlanmistir. Bu 6zelligi
nedeniyle kanser tani ve tedavisinde umut verici bir nanomalzemedir. Ozellikle,
antikanser aktivitesi ve kanser hiicreleri tizerindeki duyarlilik etkisi nedeniyle fulleren,
giiclii bir antineoplastik ajan olarak islev gorebilir. Ayrica fulleren, serbest radikalleri
temizleme kapasitesi nedeniyle antioksidan olarak kullanilabilir (Tang vd., 2022).
Ayirt edici fotofiziksel 6zellikleriyle kuantum noktalar1 (QD'ler) genellikle grup II ve
grup VI elementlerin olusturdugu molekiillerinin yliz binlerce atomundan
olugsmaktadir. Bu NP kullanilarak ila¢ istenen yerde salinirken tliimoriin
goriintiilenmesi saglanabilir. Peptitler, folat ve biiylik proteinler dahil olmak tizere
cesitli ligandlar, bir timor lokalizasyonunu aktif olarak hedeflemek i¢in QD yiizeyine
aktarilabilir. Bununla birlikte QD’ler siklikla kanser goriintiilemesinde
kullanilmaktadir (Sun vd., 2023).

Nanodiamondlar (ND) ise diizenli yapidaki karbon atomlarindan olusan ¢aplar birkag

nm’lik kiiclik elmas kristalleridir. ND’ler oldukca sert ve asinmaya direnglidirler.
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Ayrica diger karbon NP’lere kiyasla molekiillere yapigmalarini kolaylastiran piirtizlii
ylizeyleri vardir. Biyolojik sistemler tarafindan iyi tolere edilebilen o6zellikleri ve
cesitli bilesiklerle yiizey modifikasyonunun kolayligi nedeniyle ND’ler, ilag tasiyici
olarak kullanilabilecek umut verici nanomateryallerdir. ND-DOX konjugati
uygulanan karaciger kanseri fare modellerinde serbest DOX’a kiyasla ND ile konjuge
DOX daha yavas salinim gostermis ve farelerde sagkalimi 4 kat arttirmistir. Ayrica
ND-DOX, serbest DOX’un aksine bobrekler, karaciger ve dalak tizerinde toksik bir
etki gostermemistir. Ancak ND’ler agregasyon gosterebildiklerinden kullanimlari
siirhidir (Lisik ve Krokosz, 2021).

Silika Nanopartikiilleri

Kanser terapisinde mezopordz silika nanoparcaciklart (MSN), suda az ¢Ozilinen
ilaclarin tasiyicilar1 olarak biylik ilgi gormektedir. MSN'ler sadece ilag tastyici
sistemler icin degil, ayn1 zamanda kataliz, manyetizma, sensorler ve optik malzemeler
ile de kullanilabilr. MSN’ler bir terapdtik ajan ve bir manyetik ya da optik izleyiciden
olustuklarindan tani1 ve tedavi amacli da kullanilabilirler (Esfahani vd., 2022). HeLa
servikal karsinom hiicre hatlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada folik asit ile modifiye
edilmis kuantum noktalart dis katman olarak kullanilmis ve MSN’ler DOX ile
yiiklenmistir (FA-CQD-DOX-MSN). Uygulama gerceklestirildiginde HeLa hiicre
hatlarinda ila¢ salinimi pH degisimi ve glutatyon varliginda kontrollii bir sekilde
gerceklestirilip ayn1 zamanda goriintiileme de saglanabilmistir (Prasad vd., 2016).
Kamptotesin ve PTX gibi sudaki ¢oziiniirliikleri nedeniyle etkileri azalan anti kanser
ilaglar MSN aracili olarak tasindiginda ¢oziniirliiklerinde ve sitotoksisitelerinde
onemli bir fark gozlemlenmistir. Ornegin Capan-1 pankreas kanseri hiicre hattina
MSN tastyicistyla kamptotesin uygulandiginda ilacin sitotoksik etkisi yaklasik %86
artis gostermistir. Benzer sekilde HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinda MSN aracili
PTX uygulamalari ajanin sitotoksik etkisini 4,3 kat arttirmistir. Doku miihendisligi ve
kok hiicre arastirmalarimin yani sira immiinoterapi, gen terapisi ve radyoterapide de
kullanilabilen MSN’lerin solunum, dolagim, sindirim ve sinir sistemlerinde toksisiteye
neden olmasi kullanimini sinirlandirmaktadir (Esfahani vd., 2022).

Kalsiyum Fosfat Nanopartikiilleri

Kalsiyum fosfat, kemik gibi sert dokularin inorganik mineralidir ve kemik dokusu
mihendisliginde ¢ok sayida uygulamada kullanilmaktadir. Biyouyumlulugu ve

biyodegredasyonu yiiksek olan kalsiyum fosfat, NP formunda niikleik asitler, ilaglar,
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proteinler ve enzimler gibi terapotik ajanlarin timor hiicrelerine aktarilmasi icin etkili
dagitim sistemi olarak da kullanilabilirler. Kalsiyum fosfat NP’lerin kolay
hazirlanmalari, islevsellestirilebilmeleri ve pH’a bagh ¢oziiniirliik 6zellikleri
nedeniyle ilag¢ tasiyic1 sistemlerde kullanilmalari avantajlidir. Melanoma, meme,
karaciger, kolorektal, servikal ve gastrik kanserlerde antikanser bir ajan tasiyan
kalsiyum fosfat NP’leri bakir, lipid ve PEG gibi bir kaplayici kullanilarak cesitli hedef
molekiillere yonelik tedavi stratejileri gelistirilmistir. Buna ragmen NP’lerin
agregasyonu, yilizey modifikasyonu gerektirmeleri, ¢oklu ve hassas konjugasyon
yontemleri sebebiyle dezavantajlart mevcuttur (Khalifehzadeh ve Arami, 2020).
Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik NP’ler tipik olarak demir (FesOs ve Fe2Ogz), kobalt, nikel ve bazi toprak
metalleri gibi saf metallerden veya metal-polimer karisimlarindan tiretilen NP’lerdir.
Hipertermi kanser tedavisi, kontrollil ila¢ salinimi, manyetik rezonans goriintiilleme ve
biyosensing gibi bir¢ok tibbi uygulamada kullanilirlar. En 6nemli avantajlart manyetik
ozellikleri sebebiyle kontrol edilebilmeleridir. Manyetik NP’lerin kimyasal bilesimi,
boyutu, sekli, morfolojisi ve manyetik davranigi, biyomedikal uygulamalarin
belirlemede en o6nemli kriterlerdir. Biyouyumluluklarini arttirmak amaciyla bir
kaplamayla birlikte uygulanabilirler. Yiizeylerinin bu sekilde kaplanmasi fonksiyonel
ligandlarin entegrasyonuna yardimci olur. Yiizey kimyasinin degistirilmesi, manyetik
NP'lerin ¢ok islevli olmasina neden olabilir. Ayrica ilag tastyict sistemler olarak da
kullanilabilen manyetik NP’ler, gamma radyasyonu, kizilotesi 1sinlar, alfa ve beta
parcaciklar1 gibi dis uyaranlara yanit verebildiklerinden oldukg¢a avantajlidirlar.
Manyetik NP’ler, antikorlar, peptitler ve molekiil ligandlar1 gibi farkli fonksiyonel
molekiillerle etiketlenebilirler (Sekil 2.27). Boylece ¢ok degerlikli manyetik NP’ler
aracilt olarak kombine hipertermi-ilag dagitimi ve multimodal gériintiileme gibi ¢ok

islevli kanser tan1 ve tedavi yontemleri gelistirilebilir (Govindan vd., 2023; Farzin vd.,
2020).
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Kiiciik molekiil

Peptit Gamma radyasyonu
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ajanlar
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radyoniiklitler

Sekil 2. 27. Kanser tan1 ve tedavisinde kullanilan manyetik nanopartikiillerin ¢ok fonksiyonlu

ozellikleri (Farzin vd., 2020).

Saglikl1 ve kanser hiicreleri hipertermi sicaklik araliginda (42-45°C) farkli davranislar
gostermektedir. Saglikli hiicreler bu sicakliklara kisa bir siire dayanabilirken, kanser
hiicreleri apoptoza ugramaktadirlar. Bu nedenle manyetik NP’ler uygulanan bir
manyetik alan altinda sicakligin artmasin1 saglayarak kanser hiicrelerinin yok
edilmesini saglayabilirler. Bu yontem gilinlimiizde prostat, rahim, akciger ve boyun
kanserleri gibi pek c¢ok kanserin tedavisinde kullanilmaktadir. Geleneksel
kemoterapide kullanilan ajanlar kanser hiicrelerini spesifik olarak hedefleyemeyip
saglikli dokularda da tahribat olusturdugundan manyetik NP’lerin kullanimi yan
etkilerin azaltilmasina olanak saglamaktadir (Farzin vd., 2020).

Metalik ve Metal Oksit Nanopartikiiller

Altin, giimiis, demir, selenyum, paladyum, titanyum, ¢inko, bakir ve alasim seklindeki
cesitli metalik nanopartikiiller (MNP), kanser de dahil olmak {izere ¢esitli biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hedef liganda gore islevsellestirilmis
MNP’ler, geleneksel kemoterapinin iistesinden gelemedigi zorluklar1 ortadan
kaldirabilir. Verimli sekilde lokalize olabilmeleri, yiiksek c¢oziiniirliik, spesifik
hedefleme ve stabiliteleri nedeniyle kanser tedavisinde umut vadetmektedirler. Ayrica
anti kanser ajanlarin kapsiillenerek taginmasinda kaplama araci olarak kullanilabilirler
ve bu sekilde ajanin stabilitesinde ve terapotik etkinliginde artisa neden olurlar. In
vitro’da  MNP’lerin direkt olarak hiicrelere uygulanmalari sitotoksik bir etki

yaratmaktadir. Ancak kanser hiicrelerine spesifik olarak etki etmeleri ve saglikh
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dokuda hasara sebebiyet vermemeleri agisindan bazt MNP ’lerin kullanimlart sinirlidir.
Terapotik etkinliklerinin yani sira malign lezyonlarin goriintiilenmesi ve timore 6zgii
tiimor iligkili antijenlerin saptanmasini saglayan tam1 araglart olarak da
kullanilmaktadirlar. Akciger, meme ve yumurtalik kanseri gibi ¢esitli kanserlerin tani
ve tedavisinde MNP’lerin kullanildig1 bildirilmistir. Uretimleri kolay olan yiiksek
elektromanyetik alan ve optik 6zelliklere sahip MNP’ler, tek baslarina ya da tiimore
Ozgii antikorlar, peptitler, niikleik asitler, diger kiigiik molekiiller ve anti kanser
ajanlarla birlikte kombine olarak uygulandiklarinda eszamanli olarak tespit ve

yonetime olanak verirler (Sekil 2.28) (Roshani vd., 2023).

‘ Metalik Nanopartikiil Tipleri ‘

flag tagima
Biyosensér
DNA etiketleme (DNA labelling)
Kanser terapisi
Anti kanser Antimikrobiyal
Antimikrobiyal T Biyo-kataliz

N /
D) 00 G

N /

Antimikrobiyal . .
Kaplama 4— Tltanm — Metalik —_— Bak.n' —3 Antimikrobiyal
Optik sensbrler oksit SO L (oksit)
Demir
Cinko (Manyetik NP)
/ oksit \‘
. Anti kanser
Anti kanser Molekiiler gériintiileme
Antimikrobiyal Kozmetik ve gida paketleme Kanser terapisi
Yara 1yilesmesi Dezenfektan
Gériintiileme Anti kanser
Antiviral Antimikrobiyal

Sekil 2. 28. Metalik nanopartikiil tipleri ve uygulamalart (Roshani vd., 2023).

Guimiis NP’ler (Ag NP) antimikrobiyal, antienflamatuar, antianjiyojenik ve anti kanser
etkiler gostermektedir (Roshani vd., 2023). Bir antikanser ajan olan Epirubicin kapl
Ag NP’ler karaciger kanseri hiicre hattina uygulandiginda disiik dozajda biiyiik bir
antikanser 6zellik gostermistir (Ding vd., 2019).

Altin NP'ler (Au NP) kanser kok hiicrelerini tanimlamak i¢in kullanilirlar. Boylece
hedefe yonelik kanser kok hiicre tedavisi gelistirmek icin degerli bir arag haline

gelmiglerdir. Au NP’ler bilgisayarli tomografi (BT) goriintiileri iizerinde giiglii bir
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kontrast etki gosterdiginden kanserin erken teshisini saglar. Ayrica Au NP ve Ag
NP’ler yiiksek sicakliklarda ¢ok yiiksek oksidasyon direncine sahiptirler ve
elektromanyetik dalgalar1 verimli bir sekilde 1s1ya doniistiirerek kanser hiicrelerinin
termal ablasyonu i¢in kullanilabilecek MNP’ler olarak tanimlanmislardir. Bu nedenle
Ozellikle Au NP’ler kanser hiicrelerine fototermal tedavi saglamak igin
kullanilabilecek bir fototermal etkiye sahiptirler (Roshani vd., 2023).

Selenyum NP’ler (Se NP) ise daha yiiksek biyouyumluluklar1 ve biyoaktiviteleri ve
organik ya da inorganik Se bilesiklerinden daha diisiik toksisiteleri nedeniyle terapotik
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Antikanser, antidiyabetik ve antimikrobiyal aktiviteye
sahiptirler. Kanser hiicrelerinde Se NP'ler selenoproteinleri aktive ederler ve hiicre
oliimiine neden olurlar. Bununla birlikte ROS stresini, kromozomal varyasyonlari ve
DNA hasarini 6nleyerek saglikl hiicreleri korurlar (Roshani vd., 2023).

Paladyum NP’ler (Pd NP) diisiik sitotoksisite, antimikrobiyal ve antitimor 6zelliklere
sahip olduklarindan gen ya da ilag tasiyicilari, ilag aktivatorleri ve biyosensorler
gelistirmek i¢in kullanilabilirler (Roshani vd., 2023). Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalar
Pd NP’lerin fototermal ve fotodinamik tedaviler yoluyla kanserde terapotik
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Pd NP’ler yakin kizilotesi spektroskopide
(NIR) emilir, bu 6zellikleri nedeniyle NIR lazer 1sinlamasi altinda 1s1 tireterek oldukca
spesifik sekilde kanser terapilerinde kullanilabilirler. Bir fare modelinde prostat
kanseri tiimoriinii tedavi etmek i¢in Pd NP ile grafen oksit (GO-Pd NP) kullanilmustir.
GO-PdNP intratiiméral olarak uygulandiginda yiiksek fototermal etki sebebiyle ROS
olusumu goézlemlenmistir (Gutiérrez vd., 2023).

Titanyum dioksit NP’ler (TiO2 NP), stabil, dayanikli, fotodinamik ve sonodinamik
ozellikler gosteren NP’lerdir. Biyolojik dokularla uyumluluk gosteren TiO2 NP’ler
antimikrobiyal ve anti kanser Ozelliklere sahiptir. Ayrica antikorlar ve polimerlerle
birlikte kombine olarak kullanilabilirler. Anti kanser bir ajanla kombine sekilde
uygulandiklarinda kanser hiicrelerinde ROS olusumuna bagli DNA hasar1 olusturarak
apoptoza neden olurlar (Cesmeli ve Biray-Avci, 2018; Roshani vd., 2023).

Timor hiicrelerinin bakir homeostazina duyarli olmasi sebebiyle bakir NP (Cu NP)
uygulamalar1 ise asirt ROS birikimine, proteazomal kompleksin islevini yerine
getirememesine ve anjiyogenezin inhibisyonuna neden olarak hiicrelerde 6liime neden
olmaktadir. Ayrica Cu NP’nin antimikrobiyal etki gosterdigi de tespit edilmistir
(Aishajiang vd., 2023; Roshani vd., 2023).
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2.8.4. Cinko Oksit Nanopartikiilleri

Cinko oksit nanopartikiilleri (ZnO NP) boyutlar1 100 nm’den daha kiiglik olan
nanopartikiillerdir. ZnO NP’ler uygun maliyetli ve g¢evre dostu olarak kimyasal
yontemlerle hazirlanabilirler ancak kati ya da gaz gibi farkli yontemlerle de
sentezlenebilirler.

ZnO NP’ler ultraviyole (UV) 1smlarmi kolayca absorblayabildiginden kozmetik
sektorii (6zellikle glines kremlerinde), elektronik cihazlar ve biyomedikal uygulamalar
gibi genis bir kullanim yelpazesine sahiptir. Yiiksek biyouyumluluk gosteren ZnO
NP’lerin ve hacimli formlar1 FDA tarafindan giivenli kabul edilmistir. Viicutta
demirden sonra en bol bulunan eser element Zn, immiin sistemde 6nemli rol oynar ve
hiicrede molekiiler bilesenleri stabilize ederek hiicre ve organ biitiinliigiiniin
korunmasina yardimer olur. Lipit, karbonhidrat, protein, niikleik asitlerin sentezi ve
parcalanmasinda gorev alan 300’den fazla enzimin yapisina katilan Zn, tiim bu
hiicresel aktivitelerde kofaktdr gorevi gordiigiinden biyolojik olarak kolayca
parcalanabilir.

Zn, p53 ve kaspazlar gibi hiicre dongiisiiniin ve apoptozun kontroliinii saglayan protein
ve enzimlerin yapisina katilmaktadir (Bisht ve Rayamajhi, 2016). Zn eksikligine bagli
olarak bu proteinlerin ¢alismasi engellenebilir ve bdylece maligniteler ortaya ¢ikabilir
(Eron vd., 2018; Loh, 2010). Yani Zn hiicreleri kansere karsi korumayla ilgili
stireglerde yer almaktadir (Bisht ve Rayamajhi, 2016).

Diisiik Zn konsantrasyonu kanserin baslamasina ve ilerlemesine yol agabilirken,
yiiksek ZnO konsantrasyonu homeostazin ve plazma zarinin Zn tagima sisteminin
bozunmasina neden olarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu nedenle son yillarda
anti kanser 6zelliginden de yararlanilan ZnO NP’ler, in vitro’da diger nanopartikiillere
kiyasla kanserli hiicrelere kars1 secici sitotoksisite gosterme 6zelligine sahiptir. Ayrica
secici sitotoksisitenin arttirilmasi i¢in diger NP tiplerinde oldugu gibi yiizey
modifikasyonlar1 gercgeklestirilebilir. Ekstraselliiler olarak ZnO NP biyouyumluluk
gosterirken, hiicre i¢ine yiiksek miktarda alindiginda Zn aracili dengesiz protein
aktivitesi ve oksidatif stres gelismektedir. Boylece gelisen hiicresel sitotoksisite
hiicrelerin 6liimiine sebep olmaktadir (Bisht ve Rayamajhi, 2016).

Ozellikle kanser hiicrelerinde ZnO NP’nin secici sitotoksisite gdstermesinin yari
iletken dogada olmasindan kaynaklandigi tahmin edilse de heniiz tam mekanizmasi

acikliga  kavusturulamamistir.  Diger  bir  taraftan  kanser  hiicrelerinin
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metabolizmalarinin saglikli hiicrelere kiyasla daha hizli olmasi, daha fazla ROS
tiretmelerine neden olmaktadir. ZnO NP uygulandiginda olusan redoks reaksiyon
sistemiyle birlikte hiicrelerde daha fazla ROS olusacaktir. Saglikli hiicreler bu durumu
cesitli mekanizmalar ile tolere edebilirken, normalden daha yiiksek oranda ROS
birikimi kanser hiicrelerinde oksidatif strese neden olabilir ve boylece hiicre 6liimii
gerceklesebilir (Bisht ve Rayamajhi, 2016). Bununla birlikte T hiicreleriyle
gerceklestirilen bir in vitro ¢alismada, ZnO NP’nin saglikli hiicrelere kiyasla kanser
hiicrelerinde 28-35 kat daha fazla secici toksisite gosterdigi belirlenmistir (Hanley vd.,
2008).

Daha once de bahsedildigi gibi ekstraselliiler alanda ZnO NP cok az sitotoksisite
gostermektedir. Ozellikle in vitro ortamda ekstraselliiler alanda ¢dziiniir ZnO NP nin
hiicreler i¢in kullanilan besiyerlerindeki fosfat ile birlikte amorf ¢inko-karbonat fosfat
cokeltileri olusturdugu tespit edilmistir. Olusan bu ekstraselliiler ¢okeltiler hiicreleri
Zn’nin sitotoksisitesinden korumaktadir. Bununla birlikte ZnO NP hiicre igine
alindiginda sitotoksisite olusturmasi (Sekil 2.29-B), endositozla alinan ZnO NP’lerin
sitoplazmada ¢oziinmiis Zn?" iyonlarma doniismesi (Sekil 2.29-A) ve ardindan Zn
aracilt protein aktivitesi dengesizligi, ROS olusumunun indiiklenmesi ve DNA

hasarina bagli hiicre 6liimii olarak {i¢ temel mekanizmayla agiklanmaktadir.
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Sekil 2. 29. ZnO NP etki mekanizmalar1 (A) Zn2+ iyonlarinin sitotoksisite gostermesi (B) ZnO
NP’nin ROS aracili sitotoksisite gdstermesi (Singh, 2019).

Hiicre i¢cine endozom ya da reseptdr aracili olarak (LDL reseptorleri) alinan ZnO
NP’lerin ¢ozlinme hiz1 pH azaldike¢a artar. Erken endozomun pH’1 6,3’tiir ve ¢oziiniir
Zn?* iyonlarinin salinmasini destekler niteliktedir. Ge¢ endozomda ise pH 5,5’¢

diiserken, lizozomda 4,7’ye diiser. Bu asamada ZnO NP’ler daha hizli ¢6ziinmeye
baslar. Boylece pH’1 7 olan kanda ZnO NP c¢6ziinmez ancak hiicre i¢inde pH
diiseceginden ¢oziinmeye baslar. Béylece Zn?* iyonlarinin hiicre iginde artisiyla Zn
bagimli protein aktivitesi dengesizligi ortaya ¢ikar ve bu durum hiicresel

sitotoksisiteye neden olur (Sekil 2.30) (Singh, 2019; Bisht ve Rayamajhi, 2016).
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Sekil 2. 30. ZnO NP’nin sitotoksisite mekanizmasi (Bisht ve Rayamajhi, 2016).

Diger bir taraftan ¢dziiniir Zn?" iyonlarindaki artis ayrica ROS olusumuna neden
olarak oksidatif stres aracili sitotoksisiteye yol agar. ZnO NP’ler tarafindan ROS
olusumu iki farkli sekilde indiiklenebilir. Ilki hiicrelerin NP’lere kars1 olusturdugu
proinflamatuar tepkiden kaynaklanmaktadir. Ikincisi ise ZnO NP’leri ROS iireten bir
redoks reaksiyon sistemi haline getiren karakteristik ylizey 0Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Boylece ZnO NP’ler yiiksek ROS seviyeleri ve oksidatif stres
aracilt olarak hiicrelerde lipit, protein ve DNA’da hasara sebep olmaktadir. Hiicrede
yiiksek ROS seviyeleri, lipitlerde peroksidasyonla membran biitlinliigliniin
bozulmasiyla ve proteinlerde denatiirasyonla nekroza sebep olurken DNA’da tek

zincir kiriklarina neden olarak apoptoza sebep olur.

Bir ROS tipi olan OH" radikali DNA’da 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-Okso-dG)
DNA eklentisinin olusumu yoluyla DNA'da tek sarmalli kirilmaya neden olmaktadir.
Bu DNA kiriklar1 ve olusan capraz baglar intrinsik apoptozun aktiflesmesine neden
olarak hiicreyi apoptoza siiriikler. Bu nedenle ZnO NP’nin sitotoksik yanit olusturarak
hiicreyi 6liime siiriiklemesinde temel mekanizmanin apoptoz oldugu diisiiniilmektedir
(Bisht ve Rayamajhi, 2016). Ancak bazi kaynaklarda ZnO NP’nin hiicreleri temel
olarak nekroz ve apoptoz yoluyla 6liime siiriikledigi belirtilmistir. Bununla birlikte

100



bazi durumlarda otofaji ve mitofajinin meydana geldigi de gosterilmistir (Wei vd.,
2017; Shen vd., 2019; Wiesmann vd., 2020).

Bazi calismalar ZnO NP uygulamalarinin mitokondriyal disfonksiyona neden
oldugunu gostermistir. ZnO NP’ler mitokondriyal DNA kopya sayisinin degigsmesine
ve mitokondriyal yogunlugun azalmasina neden olarak mitokondriyal biyogenezin
degismesini saglarlar. I¢ mitokondriyal zarda bulunan, fosfatidilkolin sentezinde gérev
alan ve mitokondriyal flizyonu diizenleyen fosfatidilserin dekarboksilaz (PSD1)
enzimi, ZnO NP etkisiyle sitozole salinmaktadir. Mitokondriyal biyogenezin
degisiminin yan1 sira mitokondriyal membran potansiyelinde degisimlerle birlikte
apoptozun ve kaspazlarin indiiksiyonu yoluyla ZnO NP etki edebilir (Tablo 2.8)

(Patron-Romero vd., 2022).
Tablo 2. 8. ZnO NP’nin mitokondriyal yolaklara etkisi (Patron-Romero vd., 2022).

Mitokondriyal Yolak ZnO NP Etkisi
1 Mitokondriyal DNA replikasyonu ve transkripsiton
Mitokondriyal sistemi
biyogenez 1 PSD1’in mitokondriyal onarimi

1 PGC-1 tarafindan mitokondriyal biyogenez
1 Mitofaji
1 p53, BAX, BAK, SMAC ve sitokrom-C seviyelerinin

Apoptozun indiiksiyonu | apoptozu indiiklemesi

1 DNA fragmentasyonu ve sitoplazmik rediiksiyon

1 Anti-BCL2

1 Aktive edilmis kaspaz-9'a doniistiirmek i¢in pro-
Kaspazlarin kaspaz-9 ve pro-kaspaz-3
indiiksiyonu 1 Apaf-1

1 Apoptozom

1 Mitokondriyal membran potansiyeli
Mitokondriyal 1 ATP sentaz
membran potansiyeli | 1 ROS
1 Pro-apoptotik proteinlerin taginmasiyla mitokondriyal

por anomalileri
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ZnO NP'ler tek baslarina kullanilabilecegi gibi ilag, gen ve protein tastyict sistemleri
olarak kullanilabilirler. pH degisimlerine duyarli olmalar1 timdr hedefli
uygulamalarda tasiyici sistem olarak kullanimlarmi avantajli kilmaktadir. Tasiyici
sistemler disinda tan1 agsamasinda da uygun fizikokimyasal 6zellikleri sebebiyle ZnO
NP’ler kullanilabilir. ZnO NP ile gelistirilen biyosensor caligmalari erken evre
karaciger kanseri teshisi ve rahim agzi kanserinin en 6énemli sebeplerinden biri olan
HPV-16 (insan papilloma viriisii tip 16) gibi viral onkogenlerin tespiti i¢in
uygulanmustir.

flag tasiyici sistemler i¢in ZnO NP; iiretiminin diisiik maliyeti, 6zellestirilebilir yapis1,
yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesi, programli ilag salinimi kabiliyeti, hedefe yonelik
olmasi ve diisiik toksisitesi sebebiyle tercih edilmektedir (Tablo 2.9). ZnO NP’ler ile
olusturulan nanotiip, nanorod ya da porlu kafes yapilar1 tasinan ilacin verimli bir
sekilde verilmesini saglamaktadir. Ayrica yiizey kisminda gerceklestirilen

modifikasyonlarla hiicreye spesifik yaklagimlar gelistirilebilir (Anjum vd., 2021).
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Tablo 2. 9. Cesitli ZnO NP formiilasyonlarinin hedefe yonelik ilag tagima sistemlerindeki rolii (Anjum

vd., 2021 ve ATCC).

ZnO NP Boyut Yiiklenen ila¢ Hiicre Hatt1
Formiilasyonu (Hastalik, Organizma)
90 nm Taksifolin MCF-7 (Meme kanseri, insan)
Biyoaktif yiiklii ZnO Naringenin-Quercetin- | A-431  (Skuomoz hiicreli
NP’ler - Kurkumin karsinoma, Insan)
26 nm Kurkumin MCF-7
47,4 nm DOX MCF-7
160 nm DOX MBA-MB-231 (Uglii negatif
meme kanseri, Insan)
55 nm DOX MCEF-7
HT-29 (Kolon kanseri, Insan)
2-4nm DOX 3
Geleneksel ilag yiikli | 125 nm Paklitaksel MCF-7
ZnO NP MDA-MB-231
100-120 Anthraquinone HT-29
nm
50 nm Ruthenium HelL a (Serviks kanseri, Insan)
291-325 Paklitaksel S-180 (Sarkoma, Fare)
nm
28-63 - MCF-7
nm
21-39 Quertecin MCF-7
nm
PANC-1 (Pankreas kanseri,
ZnO Nanokompozit [nsan)
CaOV-3 (Ovaryum kanseri,
10.2 nm Hyaluronan Insan)
COLO205 (Kolon kanseri,
Insan)
HL-60 (Akut promiyelositik
16semi, insan)
35 nm Kurkumin AGS (Mide kanseri, Insan)
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Biyoaktif ve anti kanser etkileri olan molekiillerin diisiik biyoyararlanimlarin1 nlemek
amaciyla taksifolin gibi ajanlar, biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerle
kaplanmis ZnO NP ile tasiyici sistem haline getirilmistir. Meme kanseri hiicre hatti
MCEF-7 ile gerceklestirilen ¢alismalarda taksifolin yiikli ZnO NP uygulamalari
hiicreleri apoptoza siiriiklemistir. Diger bir taraftan PEG ve B-siklodekstrin ile yiizey
modifikasyonlart gergeklestirilmis ZnO NP’ler hidrofobik yapili kurkumin ile
yuklenerek MCF-7 hiicrelerine uygulanmistir. Yapilan analizler ZnO NP ile
kapsiillenmis ilacin saliniminin arttigini ve hiicrelerde daha biiytik bir apoptotik etkiye
neden oldugunu gostermistir (Anjum vd., 2021).

Geleneksel kemoterapide kullanilan DOX ve PTX gibi anti kanser ilaglarin saglikli
hiicrelere zarar vermesini 6nlemek ve kanser hiicrelerine spesifik tedavi uygulamak
amaciyla diger NP’ler gibi ZnO NP’ler de kullanilmaktadir. Hem tan1 saglayan hem
de tedavi edici ajanlarin tek bir NP’de toplanmasi (teranostik yaklagim)
nanoteknolojinin gelisimiyle birlikte 6n plana ¢ikmuistir. Teranostik ajanlarin en
etkililerinden biri olarak ZnO NP’ler, ¢esitli belirte¢ ve geleneksel anti kanser ajanlarla
bir araya getirilerek kullanilabilmektedir. Ornegin MDA-MB-231 iiglii negatif meme
kanseri hiicre hatlartyla gerceklestirilen bir ¢alismada, folik asitle iglevsellestirilmis
PEG kapli DOX vyiiklii ZnO nanotabakalari (FA-PEG-DOX-ZnO) sentezlenerek
uygulanmistir. Sentezlenen bu NP’nin kemo-fototermal tedavide kullanilabilecegi,
kanser hiicrelerine spesifik olarak DOX ve 1s1 taginimi sagladigi belirlenmistir (Vimala
vd., 2017; Anjum vd., 2021).

Ayrica herhangi bir ilag tasiyic sistem ya da yilizey modifikasyonu olmadan da ZnO
NP uygulamalar1 kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiye sebep olabilir. Noroblastoma,
bas-boyun, serviks, akciger, karaciger ve tiroid kanserlerinde ZnO NP’lerin ROS
olusumuna ve DNA hasarina neden oldugu, mitokondriyal membran potansiyelini
degistirdigi, hiicre siklusunda ilerlemeyi diizenledigi ve apoptoz ve nekrozu
indiikledigi kanitlanmistir (Wiesmann vd., 2020).

Tiim bu bilgiler 1s181inda ZnO NP’lerin gesitli kanser tipleri i¢in yenilik¢i anti kanser
ajanlar olarak kullanilabilecegi ve bdylece ¢oklu ilag direnci gibi engellerin iistesinden
gelinebilecegi diistiniilmektedir. Ancak ZnO NP’lerin in vitro ve in vivo analiz

yontemleriyle insan sagligina etkisinin uzun vadeli olarak incelenmesi gerekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kullamilan Cihazlarin Listesi

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Ekler boliimiinde EK A’da yer almaktadir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Donanimlarin Listesi
Calismada hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlarin listesi Ekler boliimiinde EK B’de

yer almaktadir.

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde EK C’de yer almaktadir.

3.1.4. Kullamlan Tamponlarin Icerigi

Calismada kullanilan tamponlarin igerigi Ekler boliimiinde EK D’ de yer almaktadir.

3.1.5. Kullamlan Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

Calismada kullanilan hiicre hatlarina iliskin 6zellikler tabloda yer almaktadir (Tablo
3.1).

Tablo 3. 1. Kullanilan RCC ve HEK-293 hiicre hatlarna iligkin karakteristik 6zellikler (ATCC, CLS).

A-498 HTB-44™ Bobrek, Kadn/52 Primer ~66.8
ccRCC

Caki-1 HTB-46™ Bobrek, Erkelk/49 Metastatik ~39
ccRCC

HEK-293 | CRL-1573™ Babrek Embriyo - ~33
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3.1.6. Kullanilan Antikor, miRNA ve Plazmidler
Calismada kullanilan antikor, miRNA ve plazmidlere iligkin bilgiler Ekler boliimiinde
EK B ve C’de yer almaktadir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

ccRCC hiicre hatlart olan Caki-1 (ATCC®, HTB-46™) ve A-498 (ATCC®, HTB-
44™) {le kontrol grubu olarak kullanilan HEK-293 (ATCC®, CRL-1573™) hiicre
hatlar1 %10 FBS %]1 Penisilin/streptomisin igeren besiyerlerinde 37°C ve %5 CO2
kosullar1 altinda t25 hiicre kiiltiirii kaplarinda kiiltiire edilmistir. Caki-1 hiicre hatt1 i¢in
DMEM besiyeri kullanilirken, A-498 ve HEK-293 hiicre hatlar1 igin EMEM besiyeri
kullanilmuastir.

Hiicrelerin yogunlugu hiicre kiiltiirii kaplarinin yiizeylerinde %70 ila 80 durumuna
geldikten sonra pasaj islemi gergeklestirilmistir. Pasaj sonrasinda hiicreler yeni t25
hiicre kaplarina ana stoklar olarak ekilirken diger bir yandan deneyler i¢in uygun
sayilarda diger hiicre kiiltiirii kaplarina ekimler gerceklestirilmistir.

Hiicrelerin A¢ilmasi ve Dondurulmasi

Hiicreler temin edildikten sonra heniiz pasaj numaralar kiigiikken dondurularak -80°C
ve sivi azotta stoklanmistir. Hiicreler bulunduklari t25 hiicre kiiltiirii kaplarinda
konfluent hale geldiginde iizerlerindeki medya uzaklastirilarak 1 ml 1X PBS ile
yikanmigtir. Daha sonra tripsinlenerek kaldirilan hiicrelerin lizerine tripsin aktivitesini
inhibe etmek i¢in besiyeri eklenerek 2500 rpm x 4 dakika santrifiijlenmistir. Ardindan
slipernatant uzaklagtirilarak hiicre yogunluguna gore hiicre dondurma medyast
eklenerek siispansiyon kriyo tiiplere aktarilmistir. Stoklar -80°C’de ve sivi azot
igerisinde saklanmustir.

Herhangi bir kontaminasyon durumunda, hiicre morfolojilerinde problemler
yasandiginda veya hiicre pasaj numaralari biiyiidiigiinde hiicreler -80°C ya da siv1
azottan alinarak elde eriyik hale getirilmis ve 1 ml taze besiyeri eklenerek 15 ml’lik
falkona alinmistir. Ardindan santrifiijlenerek siipernatant atilmis ve pellet tizerine 1 ml
taze besiyeri eklenerek nazikce pipetaj yapilmistir. Daha sonra igerisinde 2 ml taze
besiyeri bulunan t25 hiicre kiiltiirii kaplarina hiicre siispansiyonu alinarak 37°C ve %5

CO:2 kosullar altinda inkiibe edilmistir.
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Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin yogunlugu %70-80 durumuna gelince iizerlerindeki medya uzaklagtirilmis
ve 1 ml 1X PBS ile hiicreler yikanmistir. Daha sonra 500 pl tripsin/EDTA soliisyonu
eklenerek hiicreler yaklasik 4 dakika 37°C ve %5 CO2 kosullar1 altinda inkiibe
edilmistir. Ardindan hiicrelerin adeziv 06zelliklerini kaybettikleri 151k mikroskobu
altinda dogrulandiktan sonra tripsinin aktivitesini inhibe ederek hiicrelerde hasar
olusmasini 6nlemek i¢in 1:1 oranda FBS igeren besiyeri eklenmistir. 15 ml’lik falkona
hiicre silispansiyonu toplanmistir. Ardindan hiicreler 2500 rpm x 4 dakika olacak
sekilde santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirilmis ve pellet tlizerine 1 ml taze
besiyeri eklenerek nazikge pipetaj yapilmistir. Daha sonra Neubauer hemositometresi
tizerine 10 pl hiicre siispansiyonu eklenerek hiicre sayimi gerceklestirilmistir.
Hemositometreye gore belirlenen alanda sayilan hiicre sayis1 10* ile garpilarak 1 ml’de
bulunan hiicre sayis1 hesaplanmistir. Daha sonra gerceklestirilecek deney tipine gore
uygun hiicre sayisi ve hiicre kiiltiirii kaplarina ekim gergeklestirilmistir.

Hiicrelere STATS5, GFP-LC3, miR-33a Mimik ve Anti-miR-33a Transfeksiyonu
Tripsinlenerek kaldirilan hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiiri kaplarina ekilmistir.
Hiicreler yaklasik %70 yogunluga ulastiklarinda tizerlerindeki medya atilarak 1X PBS
ile yikanmis ve 2 ml taze medya eklenmistir. Bu islemi takiben transfeksiyon karigimi
hazirlanmigtir. miR-33a transfeksiyonlari i¢in kuyu basina 100 pl FBS ve antibiyotik
icermeyen besiyeri ve miRNA oraninin 3 kati olacak sekilde 3 pl (3:1) transfeksiyon
ajan1 eklenmistir. Daha sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilen karisim igine
mimik uygulamasi i¢in 20 uM’lik ana stok miR-33a mimik’ten 5 nM eklenmistir.
Anti-miR-33a uygulamasi iginse 20 uM’lik ana stoktan 50 nM olacak sekilde
eklenmistir. Transfeksiyon karisimlar1 oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.
Gegen siirenin ardindan taze medya iizerine damla damla olacak sekilde transfeksiyon
karigimi eklenmis ve hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir.

Transfeksiyonu saglanacak plazmitler (STAT5B ya da GFP-LC3) iginse kuyu basina
100 pl olacak sekilde besiyeri eklenerek 1000 ng plazmit 6rnegine tekabiil eden
hacimde plazmit eklenmistir. Diger bir taraftan 100 pul FBS ve antibiyotik icermeyen
medya ile 1000 ng plazmit Ornegine gore 3:1 oranda 3 pl transfeksiyon ajani
eklenmistir. Ayri1 ayr1 hazirlanan karigimlar 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra karistirilarak 20 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra transfeksiyon

karisimi hiicrelere damla damla uygulanmigtir ve hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir.
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Transfeksiyon siiresinin ardindan STATSB plazmidi transfekte edilen hiicrelerin
medyalar1 degistirilerek plazmidin memeli hiicrelerinde selektif belirteci olan
higromisin  minimum konsantrasyonda (50 pg/ml) uygulanmaya baslanmistir.
Higromisin uygulama konsantrasyonu arttirilarak hiicreler selektif olarak secilmis ve

stabil hiicre hatlar1 olugturulmustur (STATS5+ hiicreler).

3.2.2. ZnO NP’nin Hiicre Canlihigi, Hiicre Proliferasyonu ve Hiicre Dongiisii

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

ZnO NP Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Hiicrelere Uygulanmasi

NP’ler boyut bakimindan ele alindiginda bobreklerdeki glomeriiler kilcal duvarlardan
gecisin saglanmasi i¢in 10 ila 100 nm boyutlarinda olmalari ideal kabul edilmektedir.
Bazi ¢aligmalarda 10 nm’den kiiciik NP’lerin tiimorlerde daha iyi biriktigi ve daha
derine niifuz edebildigi belirlenmistir. Ayrica NP boyutu ne kadar kiiciikse, kan
dolasiminda o kadar uzun siire kalabilecegi bilinmektedir. 10 nm'den kiigiik boyutlu
NP’ler, diflizyon yoluyla sitoplazmada sitotoksisite gostebilir ve niikleusa girerek
DNA’da hasar olusturabilir. Ancak 10 nm’den kii¢iik NP’lerin saglikli hiicre ve
dokularda tahribat olusturarak sistemik toksisiteye sebep olabilecegi gosterilmistir
(Bisht ve Rayamajhi, 2016). Bu nedenle ¢alismada boyutlar1 50 nm’den kiigiik ZnO
NP kullanilmaktadir.

Transfeksiyon gergeklestirilmeyen kontrol grubu ve STATS+ hiicrelere belirlenen
konsantrasyonlarda (15 ve 25 pg/ml) ZnO NP uygulamalari gergeklestirilmistir. Ana
stok olarak FBS ve antibiyotik icermeyen medya ile hazirlanan 1 mg/ml ZnO NP
sollisyonu uygulama oncesinde sonike edilerek nanopartikiillerin homojenizasyonu
saglanmistir (Khan vd., 2020; Reshma vd Monahan, 2017). Daha sonra taze medya
icine, hesaplanan miktarlarda ZnO NP soliisyonu alinarak pipetaj yapilmis ve
hiicrelere 24 saat boyunca uygulanmistir.

MTT Hiicre Canlilik Testi

Hiicreler 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
ekilmistir. 24 saat sonra hiicrelerin saglikli bir sekilde adeziv 6zellik kazanmalarinin
ardindan 5-100 pg/ml araliginda ZnO NP uygulanmistir. Hiicrelere 24 saat ZnO NP
ile muamele edildikten sonra MTT tetrazolium tuzu 10 upl/kuyu olacak sekilde
eklenmis ve 4 saat 37°C ve %5 CO:2 kosullar1 altinda inkiibe edilmistir. Ardindan
hiicrelerin iizerindeki medya dikkatlice uzaklastirilarak 100 pl/kuyu DMSO
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eklenmistir. Bu sekilde 5 dakika karanlikta bekletildikten sonra mikroplaka
okuyucuda, ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’de absorbans 6l¢limii yapilmuistir.
Hiicre Sagkalim Testi

Zamana bagl olarak ZnO NP uygulamalarinin hiicre proliferasyon oranina etkisinin
incelenmesi i¢in hiicre sagkalim testi uygulanmistir. Kontrol ve STAT5+ hiicreler
2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekilmistir.
Daha sonra 15 ve 25 pg/ml ZnO NP 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Her 24
saatte bir hiicrelerin {izerindeki medya uzaklastirilmis ve tripsinlenerek kaldirilan
hiicreler 2500 rpm x 4 dakika olacak sekilde santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1X PBS ile homojenize edilerek %0,4 (w/v) tripan
mavisi ile boyanmis ve hemositometrede sayilmaistir.

Koloni Formasyon Testi

ZnO NP’nin RCC hiicrelerinde uzun siireli etkisini gozlemlemek amaciyla koloni
formasyon testi gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma 2x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen hiicrelere ZnO NP uygulanmis ve 24 saat sonra bu
besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri eklenmistir. Hiicrelerin boliinme siireleri goz
Ontine alinarak kontrol grubu yaklasik %80 konfluent hale gelince (yaklasik 14 giin)
deney sonlandirilmistir. Hiicreler 1X PBS ile yikanmis ardindan -80°C %100 metanol
ile fikse edilmistir. Ardindan %0,1 kristal viyole eklenerek koloniler boyanmustir.
Daha sonra goriintiileme gerceklestirilmistir. Koloni olarak degerlendirilebilmesi i¢in
minimum 50 hiicre sinir olarak belirlenmistir.

PI Boyama ve Akis Sitometrisi ile Hiicre Dongiisii Analizi

Kontrol ve STAT5+ hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 5x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildikten sonra 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalar1 24 saat boyunca
gerceklestirilmistir. Ardindan tripsinlenerek kaldirilmis hiicreler 500 pl soguk %70
etanol ile 1-2 giin +4°C’de fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan santrifiijlenen
hiicrelerin {izerinden fiksatif uzaklastirilmistir. Daha sonra 460 pl 1X PBS, 30 pl
propidium iodide (PI, 4 mg/ml) ve 10 pl RNaz A (20 mg/ml) ile hiicreler homojenize
edilerek 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan ornekler akis sitometrisinde analiz edilmistir. Hiicre popiilasyonunda side ve
forward scatter kullamilarak hiicre biiyiikliigii tespit edilmistir. Daha sonra 10* hiicre

poplilasyonu uygun sekilde secilerek gate alinmis ve boylece hiicre debrisleri elimine
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edilmistir. Ardindan ZnO NP uygulamalarinin ardindan sub Gl1, G1, S ve G2/M
fazlarindaki hiicre sayilarinin analizi saglanmistir.

Reaktif Oksijen Uriinii (ROS) Olusumunun DCFH-DA Boyama ve Akis
Sitometrisi Analizi

Kontrol ve STATS5+ hiicre hatlar1 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 2x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Ertesi gin 15 pg/ml ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarinda ZnO NP uygulanarak hiicreler 24 saat 37°C ve %5 CO2
ortaminda inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin lizerindeki
medya uzaklastirilarak 1X PBS ile hiicreler yikanmistir. Ardindan hiicreler dikloro-
dihidrofloresein diasetat (DCFH-DA) (0.5 uM) ile boyanarak 30 dakika 37°C’de
inkiibe edilmistir. Ardindan hiicrelerdeki ROS miktarinin analizi i¢in floresans
mikroskop ile goriintilleme saglanmistir (Ex./Em.: 495 nm/529 nm). Daha sonra
boyanan hiicreler tripsinlenerek kaldirilmis ve 1X PBS ile homojenize edilerek akis
sitometrisinde analiz edilmistir.

Floresan Mikroskobi Analizi

Kontrol ve STAT5+ hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 2x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildikten sonra ZnO NP uygulamalari 24 saat boyunca
gerceklestirilmistir. Daha sonra asagida belirtilen sekilde floresan boyalar uygulanmis
ve uygun filtreler kullanilarak floresan mikroskopta goriintiileme saglanmaistir.
Propidium fodide

1 ml besiyeri i¢ine 1 mg/ml PI boyasi eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan gériintiilleme saglanmistir (Ex. 493 nm/Em. 636 nm).
DiOCs

4 nM 3,3'-Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DiOCe) uygulanan hiicreler 37°C’de 15
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan gériintiileme saglanmugtir
(Ex. 482 nm/Em. 504 nm).

DAPI

5 uM 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) uygulanan hiicreler 37°C’de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan goriintiileme saglanmistir (Ex. 358
nm/Em. 461 nm).

Mitotracker
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Mitotracker® Red CMXRos (Invitrogen) 100 nM olacak sekilde hiicrelere
uygulanarak 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan

goriintiileme saglanmistir (Ex: 579 nm/Em: 599 nm).

3.2.3. ZnO NP’nin Hiicre Oliimiine Etkisinin Belirlenmesi

Annexin V-PI Boyama

Kontrol ve STATS5+ hiicre hatlart 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve belirlenen konsantrasyonlarda ZnO NP
uygulanmistir. 24 saat sonra hiicreler tripsinlenerek kaldirilmistir. Siipernatant
uzaklastirilarak bir kez 1X PBS ile yikanan hiicreler eBioscience Annexin V-FITC
Apoptosis  Kit (Invitrogen) iireticinin talimatina gore kullanilarak hiicreler
boyanmustir. Daha sonra akis sitometrisinde 10* hiicre popiilasyonunda analiz
gerceklestirilerek canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre sayisi

belirlenmistir.
3.2.4. ZnO NP’nin Renal Hiicreli Karsinoma Hiicre Hatlarinda Protein
Ekspresyonuna Etkisinin Belirlenmesi

Calismaya yonelik olusturulan deney gruplari Tablo 3.2’de verilmistir (Tablo 3.2).
Tablo 3. 2. Calismaya Yo6nelik Olusturulan Deney Grubu

Deney Grubu

Kontrol

Normal ZnO NP
miR-33a

miR-33a+Zn0O NP

Kontrol

STATS+ ZnO NP
miR-33a

miR-33a+Zn0O NP

Protein izolasyonu

60 cm?’lik hiicre kiiltiirii kaplarma ekilen 10° hiicre yaklasik %80 yogunluga ulastiktan
sonra 24 saat boyunca ZnO NP uygulamas1 gerceklestirilmistir. Ardindan ZnO NP
uygulanan hiicrelerin iist medyalar1 mikrofiij tiiplerinde toplanarak santrifiijlenmis,

kontrol gruplarinin ise iist medyalar1 uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicreler soguk 1X
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PBS ile yikanarak kaziyicr ile kazinmistir. Hiicreler +4°C 16000 rpm x 2 dakika
seklinde santrifiijlenerek toplanmistir. Ardindan pellet hacmine gore hiicre 6ziitleme
tamponu (CLB) ile ¢6zlilmiistiir. Daha sonra oda sicakliginda 20 dakika ¢alkalayicida
inkiibe edilmistir. Ardindan +4°C 16000 rpm x 20 dakika santrifiijlenerek slipernatant
temiz bir mikrofiij tiipiine alinmustir. izole edilen proteinler -20°C’de saklanmustir.
Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi ve Hazirlanmasi

Izole edilen proteinlerin konsantrasyonlarmin belirlenmesi icin standart egri
olusturmak i¢in BSA (Bovine Serum Albumin) 1,5 ug-7,5 pg araliginda kullanilmstir.
Artan oranda BSA iki tekrarli sekilde 96 kuyucuklu kaplara eklenmistir. Protein
ornekleri ise 1’er pl iki tekrarli bicimde eklenmistir. Ardindan Bradford soliisyonu 200
ul/kuyu eklenerek ornekler karanlikta 5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra iMark mikroplaka okuyucuda 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri
oOlgiilerek her bir protein drnegi icin degerlerin ortalamalari alinarak BSA standardinda
protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Konsantrasyonlari belirlenen protein 6érnekleri 5:1 oraninda 5X Laemmli tamponu ile
bir araya getirilerek spinlenmis ve homojenize edilmistir. Daha sonra isitict blok
yardimiyla 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western
Blotting

Protein Orneklerinin SDS-PAGE Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Analizi gergeklestirilecek proteinin biiyiikliigiine (kDa) bagli olarak belirlenen jel
ylizdesine gore BioRad dikey elektroforez sistemleri kullanilarak ayirma (alt) jeli
dokiilmiustiir. Jel icerikleri EK C Tablo 7.3.2°de yer almaktadir. Jellerin diizgiin sekilde
polimerlesmesi i¢in izopropanol eklenmistir. Polimerize olan jellerin {izerindeki
izopropanolil uzaklastirmak amaciyla distile su ile yikama gergeklestirilmis ve filtre
kagitlartyla distile su da uzaklastirilmistir. Daha sonra st jel dokiilerek taraklar
yerlestirilmistir. Ust jel polimerize olduktan sonra jeller kasete takilarak soguk 1X
yiirlitme tamponu eklenmistir. Ardindan taraklar ¢ikarilarak PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder ve protein drnekleri sirasiyla yiiklenmistir (Tablo 12). Ornekler 80-100
V’de yiiriitiilmiistiir.

Proteinlerin Jelden Membrana Transferi ve Bloklama

Yiriitme isleminin ardindan camlar ayrilarak iist jel kesilmis, alt jel ise distile suya

alimmistir. Islak transfer sistemi i¢in transfer kasetleri, siingerler ve filtre kagitlart
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soguk 1X transfer tamponuna alinmistir. Daha sonra poliviniliden difloriir (PVDF)
membranlar 30 saniye saf metanolde aktive edilmis ve transfer tamponuna alinmistir.
Akim yoni goz Oniine alinarak transfer kasetinin siyah yiiziinden baslayarak sirasiyla
stinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve slinger aralarinda hava baloncugu
kalmayacak bicimde yerlestirilmistir. Transfer kaseti dikkatlice kapatilarak soguk 1X
transfer soliisyonu bulunan tanka alinmistir. Akim 300 A olacak sekilde protein
blytikliigli géz oniline alinarak transfer islemi gerceklestirilmistir.

Transfer islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue soliisyonuna
aliirken, membran %35 yagsiz siit soliisyonunda 1 saat boyunca oda sicakliginda
calkalayicida inkiibe edilmistir.

Proteinlerin Primer ve Sekonder Antikorlarla Isaretlenmesi

Bloklama islemini takiben membranlar gece boyu +4°C’de silindir dondiiriiciide, %5
yagsiz siit ve ilgili antikorla 1:1000 oraninda hazirlanmig primer antikorlarda inkiibe
edilmistir. Daha sonra membranlar TBS-Tween ile 3’er kez 10’ar dakika yikanmis ve
1:3000 oraninda hazirlanmis sekonder antikorlara alinmistir. Sekonder antikorlarla
oda sicakliginda 4 saat ya da 4°C’de gece boyu silindir dondiiriiclide inkiibasyonun
ardindan membranlar TBS-Tween ile 3’er kez 10’ar dakika ve TBS ile 1 kez 5 dakika
yikanarak goriintileme asamasina gegilmistir. Primer ve sekonder antikorlar
hazirlandiktan sonra -20°C’de saklanmistir ve kullanilan antikorlara ait bilgiler EK C
Tablo 7.3.3’te yer almaktadir.

Protein Bant Profillerinin Kemiliiminesans Goriintiilenmesi

Goriintiileme i¢in iceriklert EK D’de yer alan miktarlarda kemiliiminesans membran
goriintiileme ¢ozeltileri hazirlanmistir. A ve B ¢ozeltileri karanlikta karistirilmis ve
membranlar ¢ozeltiye alinarak 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra kemilliminesans
cihazi (BioRad) ve ImagelJ yazilimi ile bant profilleri gozlemlenmistir.
Membranlarin Striplenmesi

Goriintiilemesi  saglanan membranlardan antikorlarin uzaklastirilmast ve aym
membranda farkli bir proteine ait bant profillerinin gézlemlenebilmesi amaciyla mild
strip soliisyonu kullanilmistir. Membranlar oda sicakliginda calkalayicida ikiser kez
10’ar dakika mild strip soliisyonu ile, ikiser kez 10’ar dakika 1X PBS ile, ikiser kez
10’ar dakika TBS ile ve bir kez 5 dakika TBS ile inkiibe edilmistir. Ardindan 1 saat
boyunca %5 yagsiz siit soliisyonu ile bloklama ger¢eklestirilmis ve primer antikorla

muamele edilmistir.
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3.2.5. ZnO NP’nin Yag Asit Metabolizmasina Etkisinin incelenmesi

BODIPY™ 493/503 Boyama ve Floresan Goriintiileme

ZnO NP’nin nétral lipit damlaciklarina etkisinin belirlenmesi amaciyla kontrol ve
STATS5+ hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma 1x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmistir. Daha sonra 24 saat boyunca ZnO NP uygulamalari
gerceklestirilmistir. Ardindan hiicrelerin lizerindeki medya uzaklastirilmis ve soguk 1
ml %4 paraformaldehit eklenerek 30 dakika karanlikta oda sicakliginda fikse
edilmistir. Fiksatif uzaklastirilarak 500 pl %0,1 Triton-X100 eklenerek 10 dakika
inkiibasyonla permeabilizasyon saglanmistir. Ardindan Triton-X100 uzaklastirilmis
ve 1X PBS i¢inde homojenize edilen 2 uM BODIPY 15 dakika boyunca oda
sicakliginda uygulanmistir. Ardindan floresan mikroskopta goriintiilleme saglanmistir
(Ex. 510 nm/Em. 665 nm).

miRNA izolasyonu ve Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

miRNA izolasyonu

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 10° olacak sekilde ekilen RCC hiicrelerine 24 saat
stireyle miR-33a mimik ve anti-miR-33a uygulamalar1 gergeklestirilmistir.
Transfeksiyon siiresinin ardindan tripsinlenerek kaldirilan hiicreler mikrofiij tiipiine
toplanarak santrifiijlenmis ve 1X PBS i¢inde homojenize edilmistir. Daha sonra
miRNeasy Mini Kit kullanilarak {ireticinin talimatina gore QIAzol lizis soliisyonu
eklenerk pipetaj yapilmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
Kloroform eklenmis ve 15 saniye giiclii sekilde invert edilerek 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon saglanmistir. Sonra +4°C’de 12000 x g’de 15 dakika santrifiij
edilen drneklerde {ist faz yeni bir koleksiyon tiipiine alimmistir. Uzerine saf etanol
eklenerek pipetaj yapilmis ve Ornek spin kolona almmistir. Daha sonra oda
sicakliginda 8000 x g’de 15 saniye santriflij gerceklestirilmis ve alt faz atilmistir. Daha
sonra kolon lizerine RWT tamponu eklenerek 8000 x g’de 15 saniye santrifiijlenmistir.
Koleksiyon tiipiine gecen alt faz uzaklastirilmis ve kolona RPE soliisyonu eklenmistir.
8000 x g’de 15 saniye santrifiijlendikten sonra bu basamak tekrarlanmis ancak ikinci
santrifiij 2 dakika yapilmistir. Ardindan kolon temiz bir mikrofiij tlipiine alinarak
tizerine RNaz icermeyen saf su eklenmistir. Hemen ardindan nanodrop
spektrofotometre ile konsantrasyonlar1 belirlenen miRNA Ornekleri cDNA’ya

¢evrilmis ve miRNA stoklar1 -80°C’de saklanmustir.

115



miRNA’lardan cDNA Eldesi

miRNA o6rnekleri mMIRCURY LNA RT Kit (Qiagen) kullanilarak iireticinin talimatina
gore cDNA’ya cevrilmistir. Talimata gére 10 pl total hacim igin; 2 ul RT Reaction
Mix, 5 ul RNaz icermeyen su, 1 pul 10X RT Enzyme Mix ve 5 ng/ul miRNA 6rnegi
eklenmistir. Ardindan olusturulan karisim termal dongiileyiciye alinarak reverse
transkripsiyon agamasi 42°C’de 1 saat ve reaksiyonun inaktivasyonu i¢in 95°C’de 5
dakika cDNA eldesi saglanmistir. Daha sonra 6rnekler -80°C’de saklanmustir.
Kantatif Ger¢cek Zamanh Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QRT-PCR)

RCC hiicrelerinde hiicre i¢ci miR-33a ekspresyon seviyelerinin analizi ve
gerceklestiriken miR-33a mimik transfeksiyonlariin basarisinin tespiti i¢in miScript
SYBR Green PCR Kiti (Qiagen) ile gqRT-PCR analizi yapilmistir. Insan kiigiik niikleer
U6 RNA’s1 bir internal kontrol olarak kullanilmistir. RNU6B ve miR-33a primerleri
icin ayr1 ayr1 10 pl 2X SYBR Green Mix, 2 pl 10X miScript Universal Primer, 2 pl
10X miScript Primer Assay, cDNA konsantrasyonuna gore cDNA 06rnegi ve total
hacmi tamamlayacak sekilde RNaz icermeyen su kullanilmistir. Daha sonra reaksiyon
karisimi her bir PCR stripine 20 pl olacak sekilde bolistiiriildii. Daha sonra CFX
Connect gRT-PCR cihazinda denatiirasyon agamasi 94°C’de 15 sn, baglanma asamasi
55°C’de 30 saniye, uzama asamasi 70°C’de 30 saniye olarak 40 dongili seklinde
reaksiyon gerceklestirildi. Ardindan AACt yontemiyle miRNA ekspresyonlarindaki
kat degisimleri hesaplandi. miR-33a ve RNUGB primer dizileri EK C Tablo 7.3.4°te

yer almaktadir.

3.2.6. ZnO NP’nin Otofajik Parametrelere Etkisinin incelenmesi

LysoTracker® Red DND-99 ile Asidik Organellerin Belirlenmesi

Kontrol ve STAT5+ hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 2x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekilmistir. Ardindan ZnO NP uygulamalar1 24 saat boyunca
gergeklestirilmistir. Bununla birlikte hiicrelere mTOR inhibitorii rapamisin pozitif
kontrol olarak 1 uM olacak sekilde 24 saat boyunca uygulanmistir (Nayman vd.,
2019). Ardindan 1 uM LysoTracker® Red DND-99 boyasi ile 15 dakika 37°C’de

inkiibe edilen hiicreler floresan mikroskopta goriintiilenmistir.
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3.2.6.2. GFP-LC3 Transfeksiyonu Sonrasi Floresan Goriintiileme ve Akis
Sitometrisi Analizi

Piirifikasyonu saglanmis GFP-LC3 plazmidi, kontrol ve STATS5+ hiicrelere
lipofectamine tiirevli transfeksiyon ajaniyla transfekte edilmistir. 48 saatin ardindan
hiicrelere 15 pg/ml ZnO NP ve 1 pM rapamisin uygulamalar1 24 saat boyunca
gerceklestirilmistir. Daha sonra hiicrelerin iizerindeki medya uzaklastirilarak floresan
mikroskobunda goriintiileme saglanmistir. Ardindan hiicreler tripsinlenerek

kaldirilmis ve akis sitometrisinde analiz ger¢eklestirilmistir.

3.2.7. STATSB ve GFP-LC3 Plazmitlerinin Eldesi

Bakteri Kiiltiirii

Ureticiden tedarigi saglanan Escherichia coli DHS50 susuna transforme edilmis
STATS5B (#167800, AddGene) ve GFP-LC3 (#11546, AddGene) plazmitleri sirasiyla
100 pg/ml amfisilin ve 50 ug/ml kanamisin i¢eren LB agarlara inokiile edilmistir.
Ardindan 24 saat 37°C’de inkiibe edilen bakterilerden koloniler segilerek ilgili
antibiyotikleri iceren 1 ml’lik LB Broth kiiltiirlere alinmistir. Bakteriler 37°C’de
calkalamal1 etiivde inkiibe edilmis, belli bir yogunluga geldikten sonra LB Broth
hacimleri kademeli olarak arttirilmistir ve bdylece ana stoklar olusturulmustur. Daha
sonra ana stoklardan alinan bakteri 6rnekleri 35 ml’lik LB Broth kiiltiirlere plazmit
izolasyonu i¢in ekilmistir. Gece boyu 37°C’de calkalamali etiivde inkiibe edilen
kiiltiirlerin OD600 degerleri nanodrop spektrofotometrede oOl¢iilmiistiir. Ardindan
izolasyon agamasina gegilmistir.

Plazmit izolasyonu

Bakteri kiiltiirleri oda sicakliginda 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmis ve list faz
atilmigtir. GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) kullanilarak talimatlara
uygun sekilde plazmitler izole edilmistir. Daha sonra izole edilen plazmitlerin
konsantrasyon (ng/ul) ve A260/280 degerleriyle safliklar1 belirlenmistir. Ardindan
plazmit 6rnekleri %1 agaroz jelde 70 V’de yiirtitiilmiistiir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizlerinde en az ii¢ bagimsiz deneyin ortalamalar1 GraphPad

Prism 8.0.1 yazilim1 araciligiyla Tukey’s multiple comparisons test ile degerlendirildi.
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Tiim test sonuglar ilgili sekillerin altinda istatistiksel anlamlilik sinirlariyla birlikte

sunulmaktadir.
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4. SONUCLAR

4.1. RCC Hiicrelerinde STATS ifadesinin Arttirilmas:

Koloni segilimi gergeklestirilen STAT5B plazmidi tasiyan E.coli bakterilerinden iki
farkli kit ile plazmit izolasyonlar1 gerceklestirilerek saflik ve konsantrasyon tayinleri
yapilmustir. izole edilen plazmit &rnekleri %1 agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.1).
8682 bp’ye sahip STATSB goriintiilenmistir.

M P P,

ZYMOPure Plasmid Miniprep GeneJET Plasmid Mini Prep Kit
Kit (#D4212) (Thermo, #K0503)

Sekil 4. 1. Farkl kitlerle izole edilmis STATSB plazmitlerinin %1 agaroz jeldeki goriintiileri. Koloni
secilimleri yapilarak LB Broth ortaminda kiiltiire edilen bakterilerden iki farkli kit kullanilarak
iireticilerin talimatlarina gére plazmit izolasyonlar1 gergeklestirilmis ve %1 agaroz jelde 6rnekler
yiiriitilmiistiir. Plazmit 6rneklerinin saflik ve konsantrasyon tayinleri gergeklestirildikten sonra
hiicrelere transfeksiyon islemi gergeklestirilmistir. (A) ZYMOPure Plasmid Miniprep Kit (#D4212)
ile (B) Thermo GeneJET Plasmid Mini Prep Kit (Thermo, #K0503) ile. M: 1 kb marker, P: Plazmit
ornegi
STATSB plazmitleri lipofektamin aracili transfeksiyon ajani kullanilarak hiicrelere
transfekte edilmistir. 48 saatlik transfeksiyon siiresinin ardindan protein izolasyonu
gerceklestirilmistir. Daha sonra %12 SDS-PAGE jele 30 pg protein lizat1 yiiklenerek
proteinler STATS antikoru ile problanmistir. Her hiicre hattinda kontrol grubuna
oranla STATS ifadesinde en az 2 kat artis gdzlemlenmistir ve B-aktin yiikleme kontrolii
olarak kullanilmistir (Sekil 4.2). Stabil hiicre hatti olusturmak amaglandigindan

STAT5B plazmidinin memelide segici belirteci olan higromisin artan oranda hiicrelere
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uygulanmistir. Boylece ilerleyen c¢alismalar igin stabil STATS5+ hiicre hatti

olusturulmustur.

A-498 Caki-1 HEK-293
K STATS+ K STATS+ K STATS+

STATS (00 kDa) | A S | | S S | e —

B-aktin (45 kDa) ~  — C—

Sekil 4. 2. RCC ve HEK-293 hiicre hatlarinda transfeksiyon sonrast STATS ekspresyonlarimin

gosterilmesi. Saflik ve konsantrasyon tayinleri gergeklestirilen STATSB plazmitlerinin transfeksiyonu
RCC ve HEK-293 hiicre hatlarina lipofektamin tiirevli transfeksiyon ajani ile 1:3 (ug/ul) oraninda 48
saat boyunca gerceklestirilmigtir. Daha sonra artan oranda Higromisin uygulamalari ile STATS5+
hiicre segilimi yapilmistir. Ardindan protein izolasyonlar1 gergeklestirilerek 30 pg’lik protein lizatlart
%12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiistiir. B-aktin ylikleme kontrolii olarak kullanilmistir. STATS5+
stabil hiicre hatlarinda diizenli olarak protein izolasyonlar1 gerceklestirilerek STATS ifadeleri kontrol

edilmistir. Bu sekil {i¢ bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).

Gergeklestirilen hiicre kiiltiirli calismalarinda kontrol ve STATS5+ RCC hiicreleri 151k
mikroskobuyla incelenmistir. STATS5+ RCC hiicrelerinde morfolojik degisimler tespit
edilmistir. STATS+ hiicrelerin kontrole kiyasla daha uzun podlar olusturdugu ve hiicre
ici vakuol yapilarinin arttig1 belirlenmistir. Ancak STATS ifadesinin artist HEK-293

hiicrelerinde kontrole kiyasla benzer bir etkiye sebep olmamistir (Sekil 4.3).
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Kontrol

STATS+

Sekil 4. 3. STATS ekspresyonlari arttirtlan RCC hiicrelerinde morfolojik degisimlerin 151k
mikroskobuyla gosterilmesi. STATS transfeksiyonunun ardindan hiicrelerin iizerindeki besiyeri
uzaklastirilarak 1X PBS eklenmis ve 151k mikroskobuyla goriintiileme saglanmistir. Kirmizi renkli

oklar ile vakuol yapilar1 gosterilmektedir. Biiyiitme 40X. Olgek ¢ubugu 200 pm.

4.2. ZnO NPinin Hiicre Dongiisii  Regiilasyonu ve Hiicre Sagkalm
Mekanizmalar1 Uzerindeki Etkisinin Anlasilmasi

4.2.1. ZnO NP Uygulamasi Hiicre Canlihigin1 Doza Bagimh Olarak Azaltmaktadir
RCC ve HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP etkisiyle hiicre canlilig1 doza bagimli olarak
azalmistir. ZnO NP’nin normal ve STATS5+ hiicre hatlarinda hiicre canlili§ina etkisinin
incelenmesi i¢in 5, 10, 15, 25, 30, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 24 saat
boyunca uygulanip MTT sagkalim testi ile analiz edilmistir. RCC hiicre hatlarinda 5
pg/ml ZnO NP hiicre canliliginda yaklasik %5 azalmaya sebep olmustur. 10 ug/ml
ZnO NP, A-498 hiicrelerinde hiicre canliliginda yaklasik %10 azalmaya neden
olurken, Caki-1 hiicrelerinde hiicre canliligi kontrol grubuyla benzer sekildedir. 24
saatlik 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi ise A-498 ve Caki-1 hiicre hattinda %20 (Sekil
4.4-A-B) ve HEK-293 hiicre hattinda %42 (Sekil 4.4-C) oranlarinda hiicre canliliginda
azalmaya sebep olmustur. Bununla birlikte 25 pg/ml ZnO NP uygulamas: hiicre
canliliginda A-498 hiicrelerinde %55, Caki-1 hiicrelerinde %25ve HEK-293
hiicrelerinde %60 oranlarinda azalmaya sebep olmustur. RCC hiicreleri kendi

aralarinda kiyaslandiginda ZnO NP’ye A-498, Caki-1’den daha duyarlidir. HEK-293
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hiicre hattt RCC hiicrelerine kiyasla ZnO NP uygulamalarina daha duyarhdir (Sekil
4.4). Daha yiiksek ZnO NP konsantrasyonlarinin hiicre canliligi lizerinde sitotoksik
etki yarattig1 gozlenmistir.

STATS5+ RCC hiicrelerinde ise 5, 10 ve 15 pg/ml ZnO NP konsantrasyonlarinda hiicre
canliligi azalmamigtir. STAT5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamast 30 pg/ml
konsantrasyonunda %30 oraninda azaltmistir. %50 hiicre Oliimiine sebep olan
konsantrasyon araliginin 40 pg/ml oraninda oldugu analiz edilmistir. STAT5+ Caki-
1 hiicreleri ZnO NP uygulamasina karsi normal Caki-1 hiicrelerine oranla daha direngli
olup 30 pg/ml konsantrasyonda ZnO NP uygulamasi %20 oraninda, %50 hiicre
oliimiine sebebp olan konsantrasyonun 100 pg/ml oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte ayn1 konsantrasyonda STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde 5 pg/ml ZnO NP
uygulamasi ile hiicre canliligi %3, 10 pg/ml ZnO NP ile %34 ve 15 ng/ml ZnO NP ile
%40 oranlarinda azalmistir. STATS5+ RCC hiicreleri, normal RCC hiicrelerine kiyasla
ZnO NP’ye kars1 daha direnclidir.

24 saat boyunca uygulanan ZnO NP konsantrasyona bagimli olarak her ii¢ hiicre
hattinda hiicre canliliginda azalmaya sebep olmustur. Ancak, A-498 ve HEK-293
hiicrelerine nazaran Caki-1 hiicrelerinin ZnO NP uygulamasina karst daha direncli
oldugu gozlenmistir. Bu kapsamda, ZnO NP’ nin hiicre canliliia ve hiicre 6liim
mekanizmalarina etkisinin molekiiler mekanizmasinin RCC hiicrelerinde arastirilmasi
tizere 15 ve 25 pg/ml konsantrasyonlar ileriki caligmalarda kullanilmak {izere

secilmistir.
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Sekil 4. 4. Normal ve STAT5+ RCC hiicrelerinde ZnO NP uygulamalarmin hiicre canlilig1 iizerine
etkisi. 10* hiicre 24 saat (5-100 pg/ml) maruz birakilmistir. ZnO NP uygulamasimin ardindan MTT
hiicre canlilik testi gergeklestirilmistir. Grafikler Ortalama + Std.Sapma’y1 gostermektedir. Istatistiksel
analiz i¢in Tukey’s multiple comparisons test uygulanmigtir. Veriler 4 tekrar igeren {i¢ ayr1 deneyin
ortalamasidir (n=3). (A) A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamalarinin hiicre
canlihig1 tizerine etkisi *p=0,0450, ***p=0,0002, ****p<0,0001. (B) Caki-1 ve STAT5+ Caki-1
hiicrelerinde ZnO NP uygulamalarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi. Kontrol Caki-1 vs. Kontrol
STATS5+ Caki-1**p=0,0026, Kontrol STAT5+ Caki-1 vs. 15 pg/ml STAT5+ Caki-1 **p=0,0055 ve
****p<0,0001. (C) HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamalarmin hiicre

canlilig1 tizerine etkisi *p=0,0177, ****p<0,0001
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4.2.2. ZnO NP Uygulamasi Hiicre Proliferasyonunu Zamana Bagh Olarak
Azaltmaktadir

ZnO NP’nin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi tripan mavisi yontemiyle her bir
hiicre hatt1 i¢in 24-72 saatlik zamana bagli bir sekilde belirlenmistir. Bununla birlikte
ZnO NP’nin RCC ve HEK-293 hiicrelerinde hiicre morfolojisi tizerindeki etkisi, 151k
mikroskobu ile zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde gézlemlenmistir.

Her hiicre hattinin proliferasyonu ZnO NP uygulamalariyla inhibe edilmistir. Kontrol
gruplar1  kendi aralarinda kiyaslandiginda STATS5+ RCC  hiicrelerinin
proliferasyonlarinin normal RCC hiicrelerine kiyasla daha yiikksek oldugu

gbzlemlenmistir.

A-498 ve STATS5+ A-498 hiicre hatlarinda 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalarinda
hiicre sayis1 kontrole oranla 24 saatte azalmistir (Sekil 4.5). ZnO NP uygulamalari,
kontrole oranla 48 ve 72. saatlerde de sitotoksik bir etki gostermis MTT sag kalim
testini dogrulayacak sekilde hiicre canliginda azalma ve ayni zamanda zamana bagl
olarak hiicre proliferasyonunda baskilanmaya sebep olmustur. A-498 ve STAT5+ A-
498 hiicre hatlar1 karsilagtirildiginda STAT5+ hiicreler, ZnO NP’den daha az
etkilenmektedir. 24. saatte A-498 hiicrelerinin proliferasyon hizi azalmis hiicre sayisi
36x10%ten 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi ile 18x10% hiicreye diisiiriiliirken; STATS5+
A-498 hiicrelerinde hiicre sayis1 44x10*ten 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi ile 24x10*
hiicreye diismiistiir. STATS ifadesinin arttirilmas1 A-498 hiicrelerinin 15 pg/ml ZnO
NP uygulamasina direng gostermesine sebep olmus, ancak bu konsantrasyonun hiicre
cogalma hizin1 baskiladigr gézlenmistir. 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi hem A-498
hem de STAT5+ A-498 hiicrelerinde sitotoksik etki gostererek hiicre sayisini azaltmis

ve hiicre ¢ogalmasini anlamli oranda baskilamistir.
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Sekil 4. 5. ZnO NP uygulamalariin A-498 ve STAT5+ A-498 hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi.
2x10° hiicre 24-72 saat ZnO NP ye (15 ve 25 pg/ml) maruz birakilmistir. Veriler, tig tekrarli yapilan
iki deneyden elde edilen Ortalama + Std.Sapma’y1 gostermektedir. Istatistiksel analiz icin Tukey’s
multiple comparisons test uygulanmistir. A-498 24 saat igin **p=0,0018 ***p<0,0002; 48 saat i¢in
*HE*p<0,0001; 72 saat icin ****p<0,0001. STATS5+ A-498 24 saat i¢in ***p=0,0001 ****p<0,0001;
48 saat i¢in **p=0,0016 ****p<0,0001; 72 saat igin ****p<0,0001 (n=3).

Uygulanan ZnO NP’ nin hiicre morfolojisine etkisi zamana bagli olarak incelenmistir.
24. saatte 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalariyla hem A-498 hem de STAT5+ A-
498 hiicreleri adeziv 0Ozelliklerini kaybetmistir (Sekil 4.6). 25 pg/ml ZnO NP
uygulamasi, 15 pg/ml ZnO NP konsantrasyonuna kiyasla bu durumun artmasina neden
olmustur. Bununla birlikte her iki konsantrasyonda da 24-72 saat araliklarinda
apoptotik hiicrelere rastlanmistir. Ancak 24-72 saatlik inceleme siire¢lerinde STATS5+
A-498 hiicreleri normal A-498 hiicrelerine kiyasla ZnO NP uygulamalarina direng
gostermistir. Ayrica 24 saatlik siirecin ardindan uygulanan ZnO NP, besiyeri igerisinde

aglomerasyon olusturmustur.

15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalar1 24-72 saat araliginda Caki-1 ve STAT5+ Caki-
1 hiicrelerinde kontrole oranla hiicre proliferasyonunu azaltmistir (Sekil 4.7). ZnO NP
uygulamasi 24-72. saatlerde hiicrelerde kontrole oranla sitostatik bir etki géstermis ve
ancak kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre proliferasyonunda anlamli oranda
baskilanmaya sebep olmustur. Caki-1 hiicrelerinde 24. saatte hiicre sayis1 58x10*’ten
19x10%e diismiistir. STATS+ Caki-1 hiicrelerinde ise 41 x10%ten 25x10%e
diigmiistiir. Normal Caki-1 hiicreleriyle karsilastirildiginda STATS+ Caki-1
hiicrelerinde ZnO NP, hiicre proliferasyonunu daha az baskilamistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 6. ZnO NP’nin A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerinde hiicre morfolojisine zamana bagl
olarak etkisi. (A) A-498 hiicreleri (B) STATS+ A-498 hiicreleri. Isik mikroskobu goriintiileri en az {i¢
biyolojik tekrarin temsili figiirleridir. Goriintiiler bagimsiz {i¢ biyolojik tekrarin temsili figiirleridir.

24 saat

72 saat

48 saat

24 saat

48 saat

72 saat

Goriintiiler bagimsiz ii¢ biyolojik tekrarin temsili figiirleridir. Biiyiitme 20X. Olgek cubugu 200 um
(n=3).
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A-498 ve Caki-1 hiicreleri kiyaslandiginda ZnO NP uygulamalarina karsi A-498
hiicreleri daha duyarlidir ve bu nedenle A-498 hiicrelerinde hiicre proliferasyon hizi
Caki-1 hiicrelerine kiyasla daha fazla azalmistir. RCC hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre

proliferasyonunu baskilamadaki etkisi 24-72 saatler arasinda devam etmistir.
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Sekil 4. 7. ZnO NP uygulamalarinin Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicre proliferasyonu tizerindeki
etkisi. 2x10° hiicre 24-72 saat ZnO NP’ye (15 ve 25 pg/ml) maruz birakilmistir. Veriler, ii¢ tekrarlt
yapilan iki deneyden elde edilen Ortalama + Std.Sapma’y1 gostermektedir. Istatistiksel analiz icin

Tukey’s multiple comparisons test uygulanmistir. Caki-1 24 saat 15 pg/ml ZnO NP i¢in **p=0,003 ve
25 pg/ml ZnO NP i¢in **p=0,0014; 48 ve 72 saat i¢in ****p<0,0001. STAT5+ Caki-1 24 saat i¢in
*p=0,0145; 48 saat i¢in **p=0,003; 72 saat i¢in ****p<0,0001 (n=3).

Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP’nin zamana bagli olarak etkisi hiicre
morfolojisi agisindan incelendiginde Caki-1 hiicrelerinde 15 ve 25 pg/ml ZnO NP
uygulamalariyla 24.-72. saatlerde hiicrelerin adeziv 06zellikleri kaybolmustur ve
incelemelerde apoptotik hiicrelere rastlanmistir. STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ise 15
pg/ml ZnO NP uygulamasi normal hiicrelere kiyasla 24-72 saat aralifinda hiicre
morfolojisinde anlamli bir degisime sebep olmamustir. 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi
STAT5+ Caki-1 hiicrelerde adeziv 6zelligin kaybina sebep olmus ve bu durum 48-72.
saatlerde artis gostermistir. Ancak Caki-1 hiicrelerine kiyasla STATS5+ Caki-1
hiicrelerinde 24-72. saatlerde hiicre proliferasyon hizi fazlayken ZnO NP’ye kars
duyarlilik daha azdir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. ZnO NP’nin Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde hiicre morfolojisine zamana bagh
olarak etkisi. (A) Caki-1 hiicreleri (B) STAT5+ Caki-1 hiicreleri. Isik mikroskobu goriintiileri en az ii¢
biyolojik tekrarin temsili figiirleridir. Goriintiiler bagimsiz ii¢ biyolojik tekrarin temsili figiirleridir.
Biiyiitme 20X. Olgek cubugu 200 um (n=3).
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HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerine 24-72 saat araliginda 15 ve 25 pg/ml ZnO
NP uygulamasi incelendiginde 15 pg/ml ZnO NP konsantrasyonu 24. saatte HEK-293
hiicrelerinde hiicre say1sinin 22x10%ten 14x10*’e diismesine neden olmustur. Bununla
birlikte STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde 24. saatte 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi
hiicre sayisinin 46x10%’ten 27x10%e diismesine sebep olmustur. 24. saatte normal ve
STAT5+ HEK-293 kontrol gruplart karsilastirildiginda ise ayni sayida hiicre
ekilmesine ragmen STATS5+ HEK-293 hiicrelerinin sayica daha fazla oldugu yani
proliferasyon hizlarinin arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte 48 ve 72. saatlerde hem
HEK-293 hem de STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde her iki ZnO NP konsantrasyonu da
kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicre proliferasyon hizini baskilayarak sitostatik
etki gostermistir (Sekil 4.9). Hem normal hem de STATS5+ RCC hiicreleri ve HEK-
293 karsilastirildiginda, HEK-293 hiicreleri ZnO NP’ye kars1 daha duyarlhidir.
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Sekil 4. 9. ZnO NP uygulamalariin HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkisi. 2x10° hiicre 24-72 saat ZnO NP’ye (15 ve 25 pg/ml) maruz birakilmustir. Veriler, ii¢ tekrarli
yapilan iki deneyden elde edilen Ortalama + Std.Sapma’y1 gostermektedir. Istatistiksel analiz i¢in

Tukey’s multiple comparisons test uygulanmigtir. HEK-293 48 saat i¢in ****p<0,0001; 72 saat i¢in
*p=0,0207 ****p p<0,0001. STAT5+ HEK-293 24 saat i¢in *p=0,0303 ***p=0,0007; 48 saat i¢cin
**p=0,0022 ***p=0,0001; 72 saat i¢in ***p=0,0003 ****p<0,0001 (n=3).

HEK-293 ve STATS5+ hiicrelerine zamana bagli olarak ZnO NP’nin etkisi hiicre
morfolojisi agisindan incelendiginde her iki hiicre hattinda da adeziv Ozellikler
azalmistir. Bununla birlikte 24. saatte HEK-293 hiicreleri 15 pg/ml ZnO NP
uygulamasiyla adeziv hiicreler de bulunurken, 25 pg/ml ZnO NP uygulamasiyla bu
karakterdeki hiicre sayist kontrole oranla azalmistir. Diger bir taraftan 24. saatte 25
png/ml ZnO NP uygulamasi normal HEK-293 hiicrelerine kiyasla, STAT5+ HEK-293
hiicrelerinde adeziv karakterin kaybi acisindan daha az etkilidir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. ZnO NP’nin HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde hiicre morfolojisine zamana
bagl olarak etkisi. (A) HEK-293 hiicreleri (B) STATS5+ HEK-293 hiicreleri. Isik mikroskobu
goriintiileri en az ii¢ biyolojik tekrarin temsili figiirleridir. Goriintiiler bagimsiz ii¢ biyolojik tekrarin

temsili figiirleridir. Biiyiitme 20X. Olcek cubugu 200 um (n=3).

130



4.2.2. RCC Hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi sonrasi Hiicre Dongiisii G2/M

Fazinda tutulu kalmistir

ZnO NP’nin hiicre dongiisii regiilasyonu iizerindeki etkisini arastirmak icin PI ile
boyanan hiicreler akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Her bir hiicre hatt1 6 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii kaplarina 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Ardindan
hiicrelere 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmis ve 10* hiicre i¢in analiz
gergeklestirilmistir. A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi hiicrelerin G2/M fazinda
tutulu kalmasina neden olmustur (Sekil 4.11). G2/M asamasindaki hiicre popiilasyonu
kontrol grubunda %14.6 iken, 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi sonrasi bu oran % 27 ye
yiikselmigtir. STAT5+ A-498 hiicrelerinde G2/M fazindaki hiicre sayist yaklasik
olarak %15 artis gostermistir.
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Sekil 4. 11. A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasimin hiicre dongiisii faz dagilimi iizerine etkisinin

analizi. 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasini takiben kontrol ve STAT5+ hiicreler analiz edilmistir.
PI ile boyanan hiicreler akis sitometrisinde 10* hiicre olacak sekilde analiz edilmistir. Verilen sekiller
en az li¢ bagimsiz deneyin temsili goriintiistidiir. (n=3). Histogram analizinde hiicre dongiisii fazlari

ylizde (%) olarak belirlenmistir.
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Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerine 24 saat ZnO NP uygulamasinin ardindan PI
boyama ile 10* hiicre analiz edilmistir. ZnO NP uygulamasi hiicrelerin G2/M fazinda
tutulu kalmasina neden olmustur (Sekil 4.12). G2/M fazinda hiicre popiilasyonu
kontrol grubunda %12,9 iken, 15 ug/ml ZnO NP uygulamasi sonrasi bu oran % 22,6
ya yiikselmistir. STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde G2/M fazindaki hiicre sayisi1 yaklasik

olarak %16,7 iken, ZnO NP uygulamalariyla artis gostererek %24,4’¢ yiikselmistir
(Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12. Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasinin hiicre dongiisti faz dagilimu tizerine etkisinin

analizi. 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasini takiben kontrol ve STAT5+ hiicreler analiz edilmistir.
PI ile boyanan hiicreler akis sitometrisinde 10* hiicre olacak sekilde analiz edilmistir. Verilen sekiller
en az ii¢ bagimsiz deneyin temsili goriintiisiidiir. (n=3). Histogram analizinde hiicre dongiisii fazlar

ylizde (%) olarak belirlenmistir.
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HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre dongiisii fazlarina

etkisi incelendiginde, anlamli bir farkin olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 13. HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasinin hiicre dongiisii faz dagilimi {izerine
etkisinin analizi. 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasini takiben kontrol ve STAT5+ hiicreler analiz
edilmistir. PI ile boyanan hiicreler akis sitometrisinde 10* hiicre olacak sekilde analiz edilmistir.
Verilen sekiller en az li¢ bagimsiz deneyin temsili goriintiisiidiir. (n=3). Histogram analizinde hiicre

dongiisii fazlari yiizde (%) olarak belirlenmistir.
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4.2.3. ZnO NP, RCC Hiicrelerinde Koloni Olusum Kabiliyetini Azaltmaktadir

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen RCC ve
HEK-293 hiicrelerine 24 saat boyunca 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulanmustir.
Yaklagik 14 giin sonra hiicreler kristal viyole ile boyanmis ve hiicrelerin koloni
olusturma potansiyelleri incelenmistir. Koloniler 151k mikroskobu ile incelenmis ve
hiicrelerin koloni olarak degerlendirilebilmesi i¢in 50 hiicre sinir olarak belirlenmistir.
Bu deney ile birlikte ZnO NP’nin etkisinin yan1 sira STATS5 ifadesi arttiginda koloni
capt ve sayisinin nasil etkilendigi incelenmistir. Tiim hiicre hatlarinda her iki
konsantrasyondaki ZnO NP uygulamas: koloni olusumunu baskilamistir. RCC
hiicrelerinde STATS ifadesindeki artis koloni ¢aplarinda artisa neden olmustur.
Konsantrasyona bagimli olarak ZnO NP koloni olusum potansiyelini A-498
hiicrelerinde baskilamistir. STATS5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP nin uzun siireli
etkisinin normal A-498 hiicrelerine kiyasla daha fazla gézlenmistir (Sekil 4.14-A).
Caki-1 hiicrelerinde STATS ifadesi koloni sayisinda anlamli bir artisa neden olmustur.
Hiicre sagkalim deneylerine istinaden, ZnO NP uzun siireli etkisi koloni sayilarinin
azalmasi olarak yorumlanmustir. Ozellikle 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi normal Caki-
1 hiicre koloni olusumunu kayda deger dl¢lide baskilamistir (Sekil 4.14-B).

HEK-293 hiicrelerinde STATS ifadesindeki artis koloni sayilarina ek olarak koloni
caplarinin artisi ile sonuglanmistir. ZnO NP uygulamalar1 artan konsantrasyonlarda

koloni olusumu anlaml 6lglide baskilamistir (Sekil 4.14-C).
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Sekil 4. 14. ZnO NP uygulamasinin normal ve STAT5+ RCC ve HEK-293 hiicrelerinde koloni
olusturma kabiliyeti iizerine etkisinin analizi. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplaria 5x10°2 hiicre olacak
sekilde ekilen hiicrelere 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasi gergeklestirilmistir. Yaklasik 14 giinliik
inkiibasyonun ardindan hiicreler kristal viyole ile boyanmigtir (A) A-498 ve STAT5+ A-498 (B) Caki-

1 ve STAT5+ Caki-1 (C) HEK-293 ve STAT5+ HEK-293.
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4.2.4. ZnO NP Uygulamasi1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli (MMP) Kaybina
Neden Olmustur

Zn0O NP’nin MMP kayb1 iizerindeki etkisini anlamak i¢in hiicreler 24 saat boyunca 15
ve 25 pg/ml ZnO NP’ye maruz birakilmistir. Ardindan 15 dakika boyunca DiOCs ile
boyanarak floresan mikroskobunda gozlemlenmistir. Tiim hiicre hatlarinda ZnO NP
uygulamalart MMP kaybina neden olmustur. 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi 15 pg/ml
ZnO NP’ye kiyasla MMP kaybinda artisa sebep olmustur. Ayrica ZnO NP
uygulamalariyla hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini kaybettigi 40X goriintiilerde daha
ayrintilt gésterilmistir.

Kontrol grubu ve ZnO NP uygulanan hiicreler Mitotracker® Red CMXRos ile
boyanarak mitokondriyal fonksiyondaki degisim goézlemlenmistir. Kontrol grubuna
kiyasla ZnO NP uygulanan hiicrelerde konsantrasyona bagimli olarak mitokondriyal
fonksiyon azalmstir.

ZnO NP’nin hiicre Oliimiine etkisini gorsellestirmek amaciyla PI  boyama
gerceklestirilmistir. ZnO NP uygulanan hiicrelerde kirmizi renkli PI 1s1masinda artis
meydana gelmis ve bu durum tiim hiicre hatlarinda konsantrasyona bagimli olarak
artmistir.

Diger bir taraftan ZnO NP uygulamasinin DNA hasar1 olusumuna etkisini incelemek
icin DAPI boyamasi gergeklestirilmistir. Uygulanan ZnO NP konsantrasyonundaki
artisa bagl olarak DNA hasar1 olusumu artmistir.

A-498 ve STATS5+ A-498 hiicreleri karsilagtirildiginda 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi
A-498 hiicrelerinde STATS5+ grubuna kiyasla daha fazla MMP kaybina neden
olmustur. Bununla birlikte PI boyamaya gore STATS+ hiicreler, normal hiicrelere
kiyasla ZnO NP’ye daha direnglidir. DNA hasar1 agisindan incelendiginde 15 pg/ml
ZnO NP uygulamas1 A-498 hiicrelerinde DNA hasarina neden olarak DAPI 1g1masinin
artigina neden olmustur. Bununla birlikte 25 pg/ml ZnO NP uygulamast DNA hasarini
arttirmistir. STATS5+ A-498 hiicrelerinde ise A-498’e kiyasla DNA hasarina bagh
DAPI 1s1mas1 daha azdir. Ayrica mitokondriyal fonksiyon incelendiginde STATS5+ A-
498 hiicreleri A-498 hiicre hattina kiyasla 15 pg/ml ZnO NP uygulamasina benzer bir
yanit olusturmustur. Bununla birlikte 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi A-498
hiicrelerine kiyasla STATS5+ A-498 hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyonda daha az
azalmaya sebep olmustur (Sekil 4.15).
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Isik PI DiOCy )API Mitotracker
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15 pg/ml ZnO NP

25 pg/ml ZnO NP

STAT5+ A-498

Isik Pl DIOC, DAPI Mitotracker

Kontrol ﬂ

15 pg/ml ZnO NP

25 pg/ml ZnO NP

Sekil 4. 15. A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre 6liim mekanizmalar1 tizerindeki
etkisi. (A) A-498 hiicreleri (B) STAT5+ A-498 hiicreleri. MMP kaybi1 DiOC6 ve Mitotracker
boyamalari ile belirlenmistir (20X-40X). Olii hiicreleri gdstermek icin PI boyama yapilmistir (20X).
DNA fraksiyonlari DAPI boyamasi ile belirlenmistir (20X-40X). Mitokondriyal fonksiyon
Mitotracker® Red CMXRos ile belirlenmistir (20X-40X). Verilen mikroskop goriintiileri en az {i¢
tekrarli deneylerin temsili goriintiileridir (n=3). Ol¢ek cubugu: 200 pm.

Benzer sekilde Caki-1 ve STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde de 15 pg/ml ZnO NP
uygulamas1 Caki-1 hiicrelerinde STATS5+ grubuna kiyasla daha fazla MMP kaybina
neden olmustur. Olii hiicrelerin gdsterilmesini amaglayan PI boyama ile de normal
Caki-1 hiicrelerinin STAT5+ gruba kiyasla ZnO NP uygulamalarindan daha fazla
etkilendigi gosterilmistir. ZnO NP uygulamalariyla her iki grupta da DNA hasari

meydana gelmis ancak normal Caki-1 hiicreleri ZnO NP’ye daha duyarli cevap
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olusturmustur. Mitokondriyal fonksiyon agisindan incelendiginde ise 25 pg/ml ZnO
NP uygulamasinda dahi STATS5+ Caki-1 hiicreleri mitokondriyal fonksiyon kaybina
ugramamistir. Diger bir taraftan gerceklestirilen 151k mikroskobu goriintiilemelerinde
her iki konsantrasyondaki ZnO NP uygulamasinda da membran yapisi bozulmus

apoptotik hiicreler gézlemlendigi gibi morfolojileri normal hiicreler de belirlenmistir
(Sekil 4.16).

Caki-1

[>]

Isik DiOC, DAPI Mitotracker

s %
, ®
-

. =

15 pg/ml ZnO NP Kontrol

25 pg/ml ZnO NP

STAT5+ Caki-1

Isik DiOC, )API Mitotracker

Kontrol H

15 pg/ml ZnO NP

25 pg/ml ZnO NP

Sekil 4. 16. Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre 6liim mekanizmalari
iizerindeki etkisi. (A) Caki-1 hiicreleri (B) STATS5+ Caki-1 hiicreleri. MMP kayb1 DiOC6 ve
Mitotracker boyamalar ile belirlenmistir (20X-40X). Olii hiicreleri gdstermek i¢in PI boyama
yapilmistir (20X). DNA fraksiyonlart DAPI boyamasi ile belirlenmistir (20X-40X). Mitokondriyal
fonksiyon Mitotracker® Red CMXRos ile belirlenmistir (20X-40X). Verilen mikroskop goriintiileri

en az ii¢ tekrarli deneylerin temsili goriintiileridir (n=3). Olgek ¢ubugu: 200 pm.
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RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda A-498 ve STAT5+ A-498 hiicreleri,
Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicre hatlarindan her iki konsantrasyondaki ZnO NP
uygulamalarina kars1 daha fazla duyarlilik gostermistir.

HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicre hatlarinda ise 15 ve 25 pg/ml ZnO NP
uygulamalari 151k mikroskobu goriintiilerinde gosterildigi gibi hiicre morfolojilerinde
degisime sebep olmustur. STATS5+ HEK-293 hiicreleri normal HEK-293 hiicrelerine
kiyasla 15 pg/ml ZnO NP uygulamasina daha direnglidir. PI boyamasi
gergeklestirildiginde de benzer sekilde HEK-293 hiicrelerinde PI 1s1mas1 STATS+
HEK-293 hiicrelerine gore daha fazladir. DiIOC6 ile MMP ve DAPI ile DNA hasar1
analiz edildiginde HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicreleri arasinda anlaml1 bir fark
gozlemlenememistir. Bununla birlikte ZnO NP uygulamalartyla HEK-293 hiicreleri
STATS5+ hiicrelere oranla mitokondriyal fonksiyon kaybina daha az ugramistir (Sekil
4.17).
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Sekil 4. 17. HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre 6liim mekanizmalari
izerindeki etkisi. (A) HEK-293 hiicreleri (B) STATS5+ HEK-293 hiicreleri. MMP kayb1 DiOC6 ve
Mitotracker boyamalari ile belirlenmistir (20X-40X). Olii hiicreleri gdstermek icin PI bo yama
yapilmustir (20X). DNA fraksiyonlart DAPI boyamasi ile belirlenmistir (20X-40X). Mitokondriyal
fonksiyon Mitotracker® Red CMXRos ile belirlenmistir (20X-40X). Verilen mikroskop goriintiileri

en az {i¢ tekrarhi deneylerin temsili goriintiileridir (n=3). Olgek ¢ubugu: 200 pm.
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4.3. ZnO NP’nin Yag Asidi Metabolizmasinin Uzerindeki Etkisinin Anlasilmasi

4.3.1. STATS ifadesinin Artist ve ZnO NP Uygulamas1 RCC Hiicrelerinde Lipit

Birikimini Modiile Etmistir.

Notral lipit damlaciklarin birikimi BODIPY boyama ile degerlendirilmistir. A-498
hiicrelerinde kontrol grubu ile 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi karsilastirildiginda notral
lipit damlaciklarinin boyutlarinda anlamli bir fark gozlemlenememistir. STATS+ A-
498 hiicrelerinde ise 15 pg/ml ZnO NP nétral lipit damlaciklarinin boyutlarinda
azalmaya sebep olmustur. A-498 ve STATS5+ A-498 hiicrelerinin kontrol gruplari
kiyaslandiginda STATS ifadesindeki artigin hiicre ici lipit birikiminde artisa neden
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18).

A-498 STATS+ A-498

Kontrol 15 pg/ml ZnO NP Kontrol 15 pg/ml ZnO NP

BODIPY

DAPI

Merge

Sekil 4. 18. A-498 hiicre hattinda STATS modiilasyonu ve ZnO NP’nin nétral lipit tanecikleri birikimi
tizerine etkisi. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma 1x10° hiicre ekilmistir. 24 saat boyunca 15 pg/ml
ZnO NP uygulanmasinin ardindan nétral lipit taneciklerinin birikimini gozlemlemek igin BODIPY
boyamasi1 yapilmistir. Nukleuslar DAPI boyama ile gosterilmistir. Goriintiiler bagimsiz iki deneyin

temsili figiirleridir. Biiyiitme 40X. Olgek cubugu 200 pm (n=2).

ZnO NP uygulamasiyla birlikte Caki-1 hiicrelerinde noétral lipit taneciklerinin
boyutlarinda azalma meydana gelmistir. Caki-1 kontrol ve STAT5+ Caki-1 kontrol
gruplar kiyaslandiginda STATS ifadesindeki artis lipit taneciklerinin boyutlarinda
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biliylimeye sebep olmustur. Bununla birlikte STATS5+ Caki-1 hiicrelerine 15 pg/ml
ZnO NP uygulanmasi nétral lipit taneciklerinin boyutlarinda kiiciilmeye neden

olmustur (Sekil 4.19).

Caki-1 STATS+ Caki-1

15 pg/ml ZnO NP

Kontrol 15 pg/ml ZnO NP Kontrol

BODIPY

DAPI

Merge

Sekil 4. 19. Caki-1 hiicre hattinda STAT5 modiilasyonu ve ZnO NP’nin nétral lipit tanecikleri
birikimi iizerine etkisi. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma 1x10° hiicre ekilmistir. 24 saat boyunca
15 pg/ml ZnO NP uygulanmasinin ardindan nétral lipit taneciklerinin birikimini gézlemlemek i¢in
BODIPY boyamast yapilmistir. Nukleuslar DAPI boyama ile gosterilmistir. Goriintiiler bagimsiz iki
deneyin temsili figiirleridir. Biiyiitme 40X. Ol¢ek ¢ubugu 200 um (n=2).

Her iki RCC hiicresinde de STATS5+ ifadesindeki artis hiicre i¢i notral lipit
taneciklerinin boyutlarinda artisa sebep olmustur. Bununla birlikte her iki hiicre
hattinda da 24 saatlik 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi lipit birikiminde azalmayla
sonug¢lanmistir.

HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ise 15 pg/ml ZnO NP uygulamas: lipit
damlaciklarinin birikiminde anlaml bir degisiklige sebep olmamistir. Ancak normal
ve STATS5+ HEK-293 hiicrelerinin kontrol gruplarina kiyaslandiginda STATS
ifadesindeki artig lipit damlaciklarinin boyutlarinda artisa neden olmustur (Sekil 4.20).
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Sekil 4. 20. HEK-293 hiicre hattinda STAT5 modiilasyonu ve ZnO NP’nin nétral lipit tanecikleri
birikimi {izerine etkisi. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma 1x10° hiicre ekilmistir. 24 saat boyunca
15 pg/ml ZnO NP uygulanmasinin ardindan nétral lipit taneciklerinin birikimini gozlemlemek i¢in
BODIPY boyamast yapilmistir. Nukleuslar DAPI boyama ile gosterilmistir. Goriintiiler bagimsiz iki
deneyin temsili figiirleridir. Biiyiitme 40X. Olg¢ek ¢ubugu 200 um (n=2).

4.3.2. RCC Hiicrelerinde miR-33a'nin Hiicre I¢i Ekspresyon Seviyelerinin Tespiti

RCC hiicrelerinde yag asit metabolizmasim1 miR-33a aracili olarak incelemek
amaglandigindan  hiicrelere mimik ve anti mimik miR-33a uygulamalar
gerceklestirilmis ve 24 saatlik transfeksiyon siiresinin artindan miRNA izolasyonlari
saglanmistir. Bunu takiben izole edilen miRNA’lardan cDNA eldesi saglanmis ve
gRT-PCR ile analiz saglanmistir. Tiim sonuglar RNUG6 seviyelerine gore normalize
edilmistir.

A-498 hiicrelerinde hiicre i¢i miR-33a ifadesi Caki-1 hiicrelerine oranla daha azdir.
miR-33a mimik uygulamasiyla birlikte her iki hiicre hattinda da miR-33a ifadesinde
kontrole oranla anlamli bir artis gerceklestigi gosterilmistir. Bununla birlikte hem
gerceklestirilen transfeskiyon igleminin basarisinit dogrulamak hem de miR-33a mimik
uygulamasinin kontroliinii saglamak amaciyla uygulanan anti-miR-33a ile birlikte her
iki RCC hiicre hattinda da kontrole ve miR-33a mimik transfeksiyonuna oranla miR-
33a ifadesi azalmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 21. RCC hiicrelerinde miR-33a ifadelerinin tespiti. Hiicrelere miR-33a ve anti-miR-33a
transfeksiyonlar1 24 saat siireyle gergeklestirilmistir. Ardindan miRNA izolasyonlar1 ve cDNA eldesi
saglanmigtir. MiR-33a’nin ekspresyon seviyeleri QRT-PCR ile analiz edilmistir. Her hiicre hatt1 i¢in
sonuglar RNUG6’ya gore normalize edilerek sunulmustur. Grafik Ortalama + Std.Sapma’y1

gostermektedir. Istatistiksel analiz i¢in Tukey’s multiple comparisons test uygulanmistir.

HH*%kp<0,0001.

4.3.3. ZnO NP, Yag Asidi Sentaz Metabolizmasiin Diizenlenmesi Uzerinde Cesitli
Etkilere Neden Olmustur

ZnO NP’nin yag asit metabolizmasi etkisi miR-33a aracili olarak tiim hiicre hatlarinda
incelenmistir. Normal ve STATS+ hiicrelerde bir grubuna 15 pg/ml ZnO NP
uygulamasi gergeklestirilirken diger grubuna miR-33a mimik transfeksiyonu
lipofektamin aracili transfeksiyon ajani ile gerceklestirilmistir. Bir gruba ise miR-33a
ve ZnO NP uygulamalar birlikte uygulanmistir. Daha sonra uygulamalarin
gergeklestirildigi hiicrelerden protein izolasyonlart gerceklestirilerek 30 pg protein
lizati %10 SDS-PAGE jele yiiklenmistir. Ardindan proteinler yag asit
metabolizmasinda gorevli FASN, ACC, Lipin-1 ve SREBF2 antikorlar1 ile
problanarak ifadeleri tespit edilmistir. Tiim sonuglar f-aktine goére normalize edilerek
sunulmustur.

A-498 ve STATS5+ A-498 hiicrelerinde tek bagina ZnO NP uygulamasi kontrole oranla
ACC, SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerinde artisa sebep olmustur. miR-33a uygulamasi ise
tek basina FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerini kontrole oranla arttirmistir.
Bununla birlikte miR-33a ve ZnO NP’nin birlikte uygulanmasi ifadesi arastirilan tiim

proteinlerde tek bagina miR-33a uygulamasina kiyasla azalmaya sebep olmustur.
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A-498 ve STAT5+ A-498 hiicre hatlarinin kontrol gruplar1 karsilastirildiginda STATS
ifadesindeki artisin incelenen tiim protein ifadelerinde artisa sebep oldugu tespit
edilmistir. STATS5+ A-498 hiicrelerine tek basina ZnO NP uygulamasi, normal A-498
hiicrelerine ZnO NP uygulamasina kiyasla FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1
ifadelerinde artigsa sebep olmustur.

Tek basina miR-33a mimik uygulamasi STATS5+ A-498 hiicrelerinde kontrole oranla
FASN ifadesinde anlamli bir de§isim meydana getirmemistir. Tek bagina miR-33a
mimik uygulamasiyla ACC ifadesi STATS5+ hiicrelerde kontrole oranla anlamli bir
degisime sebep olmazken, normal A-498 miR-33a mimik edilmis hiicrelere kiyasla
artis gostermistir. SREBF2 ifadesi agisindan karsilastirildiginda tek basina miR-33a
uygulamasi STATS5+ A-498 hiicrelerinde kontrole ve normal A-498 hiicrelerine oranla
anlaml1 bir degisime neden olmamustir. Lipin-1 ifadesi ise STAT5+ A-498 hiicrelerine
miR-33a mimik transfeksiyonu ile kontrole kiyasla artis gosterirken, normal A-498
hiicrelerine gore ifadesi azalmgtir.

miR-33a ve ZnO NP uygulamalar birlikte gerceklestirildiginde ise STATS5+ A-498
hiicrelerinde kontrole kiyasla FASN, SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerinde artis, ACC
ifadesinde ise azalma gozlemlenmistir. Bununla birlikte miR-33a ve ZnO NP’nin
birlikte uygulanmasi, STAT5+ A-498 hiicrelerinde normal A-498 hiicrelerine kiyasla
FASN, SREBF2 ve Lipin-1 ekspresyonularinda artigsa neden olurken ACC ifadesinde

azalmaya neden olmustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22. ZnO NP’nin yag asit sentezi ile ilgili enzimlerin ekspresyonlarina etkisi. A-498 ve
STAT5+ A-498 hiicre hatlarma 5 nM miR-33a mimik uygulamasi lipofektamin tiirevli transfeksiyon
ajani ile 1:3 (ug/ul) oraninda 24 saat boyunca gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicrelere 24 saat
boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlari gergeklestirilerek 30 pg’lik
protein lizatlar1 %12°1lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis ve FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1
antikorlari ile problanmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Bu sekil ii¢ bagimsiz

deneyin temsili bir gorlintiidiir (n=3).

Caki-1 hiicrelerinde ise 24 saatlik ZnO NP uygulamasi ile FASN, ACC, SREBF2 ve
Lipin-1 ekspresyonlari kontrole oranla artmistir.

Tek basina miR-33a mimik transfeksiyonu, Caki-1 hiicre hattinda kontrol grubuna
oranla FASN ve Lipin-1 ekspresyonlarinda artisa, ACC ekspresyonunda ise azalmaya
sebep olmustur. SREBF2 ifadesinde ise kontrole oranla anlamli bir degisiklik
olmamustir.

miR-33a ve ZnO NP birlikte uygulandiginda ise kontrol grubuna oranla FASN, ACC,
SREBF2 ve Lipin-1 ekspresyonlarinda artis meydana gelmistir. Tek bagina miR-33a
uygulamasina goére miR-33a+ZnO NP uygulamas1 FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1
ifadelerini arttirmistir. Tek basina ZnO NP uygulamasina gore ise FASN ve SREBF2
ifadeleri artarken Lipin-1 ekspresyonu azalmistir.

Diger bir taraftan STATS5+ hiicrelerinde ZnO NP uygulamalar1 kontrole oranla Lipin-
1 ekspresyonunun azalmasina sebep olurken incelenen diger yag asit metabolizmasi
proteinlerinin ekspresyonlarinda anlamli bir degisime sebep olmamugtir.

STATS5+ Caki-1 hiicrelerine tek basina miR-33a uygulamasiyla kontrole oranla ACC
ve SREBF2 ifadelerinin artmasini saglarken, Lipin-1 ifadesinde azalmaya neden

olmustur. Normal Caki-1 hiicreleriyle kiyaslandiginda STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde

146



tek bagina miR-33a mimik transfeksiyonuyla ACC ve SREBF2 ekspresyonlari artmus,
Lipin-1 ifadesi azalmistir.

Tek basmna miR-33a mimik uygulamasina kiyasla miR-33a ve ZnO NP bir arada
uygulandiginda STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla FASN ve Lipin-
1 ekspresyonlar1 azalirken, ACC ifadesi artis gdstermistir.

Tek basina ZnO NP uygulamasia oranla miR-33a+ZnO NP uygulamasi STATS5+
Caki-1 hiicrelerinde FASN ifadesinin azalmasina ve ACC ekspresyonunun artmasina
sebep olmustur.

miR-33a ve ZnO NP’nin bir arada uygulanmas1 STATS5 ifadesinin artisiyla birlikte
normal Caki-1 hiicrelerine kiyasla FASN ve Lipin-1 ifadelerinin daha az olmasina,
ACC ve SREBF2’nin ise ekspresyonlarinin artisina neden olmustur.

Ayrica Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinin kontrol gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde SREBF2, FASN ve Lipin-1 ifadeleri
artig gostermistir (Sekil 4.23).

Caki-1 STATS+ Caki-1
K ZnO0  miR-33a MR-33 g ZnO  miR33a miR-33a
ZnO nO
FASN (273 kDa) ——— ‘ “ —
[ — — . em— . — — |
ACC (280 kDa)
o — — ? | — ‘___ e — P
SREBF2 (124 kDa) | . T S w———— —
Lipin-1 (130 kDa) ‘ - —— — ~ p—
Baktin (45 kDa) | T — G — —— — — —

Sekil 4. 23. ZnO NP’nin yag asit sentezi ile ilgili enzimlerin ekspresyonlarina etkisi. Caki-1 ve
STATS5+ Caki-1 hiicre hatlarina 5 nM miR-33a mimik uygulamast lipofektamin tiirevli transfeksiyon
ajant ile 1:3 (ng/ul) oraninda 24 saat boyunca gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicrelere 24 saat
boyunca 15 pug/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlar1 gerceklestirilerek 30 pg’lik
protein lizatlar1 %12°lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis ve FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1
antikorlari ile problanmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Bu sekil i¢ bagimsiz

deneyin temsili bir gorintiidiir (n=3).

HEK-293 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla ZnO NP uygulamasiyla birlikte ACC
ekspresyonu artis gostermistir. Diger yag asidi metabolizmasiyla iligkili protein

ifadelerinde kontole gore anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
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Tek basina miR-33a uygulamasi ele alindiginda kontrole oranla SREBF2 ve Lipin-1
ekspresyonu azalmistir.

miR-33a ve ZnO NP uygulamalar birlikte gergeklestirildiginde kontrole oranla FASN
ekspresyonu azalirken, ACC ve SREBF2 ekspresyonlarinda artis meydana gelmistir.
Tek bagina miR-33a mimik uygulamasiyla karsilastirildiginda miR-33a+ZnO NP
uygulamasit ACC, SREBF2 ve Lipin-1 ekspresyonlarinin artmasina neden olmustur.
Tek basina ZnO NP uygulamasiyla karsilagtirildiginda ise miR-33a ve ZnO NP’nin
birlikte uygulanmasi FASN ve SREBF2 ekspresyonlarinda azalmaya sebep olmustur.
STAT5+ HEK-293 hiicreleri ele alindiginda kontrol grubuna oranla ZnO NP’ye maruz
birakilan hiicrelerde FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerinde artis meydana
gelmistir.

STAT5+ HEK-293 hiicrelerine miR-33a mimik transfeksiyonu gerceklestirilmesi
kontdrle oranla ACC protein seviyelerinde azalmaya neden olmustur. miR-33a ve ZnO
NP’nin bir arada kullanilmasi ise STATS5+ HEK-293 hiicrelerinin kontrol guruba
kiyasla FASN ve SREBF2 ekspresyonlarinda artis meydana getirmistir. Diger bir
taraftan ACC ve Lipin-1 ifadeleri azalmistir.

STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde miR-33a+ZnO NP uygulamasi, miR-33a’nin tek
basmma mimik edilmesine oranla FASN ve SREBF2 seviyelerinde artisa neden
olmustur. Ayrica tek bagina ZnO NP uygulamasi STATS5+ grupta miR-33a+ZnO NP
uygulamasina kiyasla ACC ifadesinde artis meydana getirmistir. SREBF2 ifadesi ise
ZnO NP uygulamasiyla karsilastirildiginda miR-33a+ZnO NP uygulanan grupta artis
gostermistir.

STAT5+ HEK-293 ve normal HEK-239 hiicrelerinin  kontrol  gruplari
karsilastirildiginda STATS ifadesindeki artigla birlikte FASN ve SREBF2 ifadeleri
azalirken ACC ifadesi artmistir.

ZnO NP uygulamasi STAT5+ hiicrelerde normal HEK-293 hiicre hattina kiyasla
FASN ve SREBF2 ekspresyonlarinda azalisa neden olurken, aCC ve Lipin-1 ifadeleri
artig gostermistir.

Bununla birlikte miR-33a mimik uygulamasi STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde normal
hiicrelere kiyasla FASN ekspresyonunda azalmaya ve SREBF2’de artisa neden

olmustur.
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miR-33a mimik ve ZnO NP uygulamalarinin birlikte gergeklestirilmesi STATS+
HEK-293 hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla ACC ve Lipin-1 ifadesini azaltirken,
SREBF2 ifadesini arttirmistir (Sekil 4.24).

RCC hiicrelerinde STATS ifadesindeki artis FASN, SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerini

arttirirken, HEK-293 hiicre hattinda azalmaya neden olmustur.

HEK-293 STATS+ HEK-293

K ZnO  miR33a MiR33 g ZnO  miR-33a MiR-33a
ZnO ZnO

FASN (273 kDa) |WSSSSESS SEESSSSS  SU_—_—— — — | — |

T— . — . w— Ry S —
ACC (280 kDa) 2
T W — — —— VN, O _——

SREBF2 (124 kDa) .' R -’-,’

B-aktin (45 kDa) |™EG_—_-—— ST —— — — —

Sekil 4. 24. ZnO NP’nin yag asit sentezi ile ilgili enzimlerin ekspresyonlarina etkisi. HEK-293 ve
STAT5+ HEK-293 hiicre hatlarina 5 nM miR-33a mimik uygulamasi lipofektamin tiirevli
transfeksiyon ajani ile 1:3 (ug/ul) oraninda 24 saat boyunca gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicrelere
24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlar1 gergeklestirilerek 30
ug’lik protein lizatlart %12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis ve FASN, ACC, SREBF2 ve Lipin-1
antikorlari ile problanmustir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Bu sekil ii¢ bagimsiz

deneyin temsili bir gorlintiidiir (n=3).

4.4. ZnO NP Uygulamas1 RCC Hiicrelerinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS)

Olusumunu indiiklemistir

Hiicre 6liimii ile iliskili olan ROS {iretimi, 15 pg/ml ZnO NP uygulamasin takiben
DCFH-DA boyamasi ile belirlenmistir. Kontrole oranla artan yesil 1s1ma orani, ZnO
NP’nin  A-498 hiicrelerinde ROS olusumunda artisa sebep oldugunu gdostermistir
(Sekil 4.25). STAT5+ A-498 hiicrelerinde hem normal A-498 hiicrelerine hem de
STATS5+ kontrole oranla 15 pg/ml ZnO NP uygulamasit ROS firetimini daha fazla
indiiklemistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. A-498 hiicre hattinda STATS modiilasyonu ve ZnO NP’nin ROS firetimi iizerine etkisi. 24
saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmasinin ardindan ROS birikimini gozlemlemek i¢in 15 dakika
boyunca DCFH-DA boyamasi yapilmis ve floresan goriintiileme gerceklestirilmistir. Ardindan
hiicreler tripsinlenerek kaldirilmis ve akis sitometrisiyle 104 hiicre analiz edilmistir. (A) Floresan
mikroskop goriintiileri. Goriintiiler bagimsiz iki deneyin temsili figiirleridir. Biiyiitme 20X. Olcek
cubugu 200 um (B-C) Akis sitometrisi analizleri. Siyah renkli grafikler ZnO NP uygulanmamis
gruplardir. (D) ROS iiretimlerinin yiizde (%) olarak histogram grafikte gosterilmesi. (n=2).

Caki-1 ve STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde 15 upg/ml ZnO NP uygulamasiyla ROS
tiretiminde artis meydana gelmistir. STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde normal Caki-1
hiicrelere kiyasla 15 pg/ml ZnO NP ROS olusumuna daha az katkida bulunmustur
(Sekil 4.26). Diger bir taraftan RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda 15
pug/ml ZnO NP uygulamasi A-498 hiicrelerinde daha fazla ROS olusumuna sebep
olurken, STAT5+ A-498 hiicrelerinde STATS5+ Caki-1 hiicrelerine kiyasla ZnO NP
ROS olusumunu daha yiiksek derecede indiiklemistir.
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Sekil 4. 26. Caki-1 hiicre hattinda STATS modiilasyonu ve ZnO NP’nin ROS iiretimi {izerine etkisi.

24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmasinin ardindan ROS birikimini gézlemlemek igin 15

dakika boyunca DCFH-DA boyamasi yapilmis ve floresan goriintiileme gerceklestirilmistir. Ardindan

hiicreler tripsinlenerek kaldirilmig ve akis sitometrisiyle 104 hiicre analiz edilmistir. (A) Floresan

mikroskop goriintiileri. Goriintiiler bagimsiz iki deneyin temsili figiirleridir. Biiyiitme 20X. Olgek

cubugu 200 um (B-C) Akis sitometrisi analizleri. Siyah renkli grafikler ZnO NP uygulanmamis

gruplardir. (D) ROS iiretimlerinin yilizde (%) olarak histogram grafikte gosterilmesi. (n=2).

HEK-293 hiicre hattinda 24 saatlik 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi ROS olusumuna
sebep olmustur. STATS+ HEK-293 hiicrelerinde ise ZnO NP’ye maruz birakilan

hiicreler, STATS + kontrole kiyasla daha fazla ROS iiretimi gergeklestirmistir ve bu
durum STATS5+ A-498 ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.27).
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Sekil 4. 27. HEK-293 hiicre hattinda STAT5 modiilasyonu ve ZnO NP’nin ROS iiretimi iizerine
etkisi. 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmasinin ardindan ROS birikimini gdzlemlemek i¢in
15 dakika boyunca DCFH-DA boyamasi yapilmis ve floresan goriintiileme gergeklestirilmistir.
Ardindan hiicreler tripsinlenerek kaldirilmis ve akis sitometrisiyle 104 hiicre analiz edilmistir. (A)
Floresan mikroskop goriintiileri. Goriintiiler bagimsiz iki deneyin temsili figiirleridir. Biiylitme 20X.
Olgek gubugu 200 pm (B-C) Akis sitometrisi analizleri. Siyah renkli grafikler ZnO NP uygulanmamis
gruplardir. (D) ROS iiretimlerinin ylizde (%) olarak histogram grafikte gosterilmesi. (n=2).

4.5. ZnO NP Uygulamasimin RCC Hiicrelerine Apoptotik Etkisinin Arastirilmasi

4.5.1. Annexin V/PI Boyama ile Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

ZnO NP’nin apoptoz iizerindeki etkisini gozlemlemek i¢cin Annexin V/PI boyamasi
gerceklestirilmistir. RCC ve HEK-293 hiicrelerine 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP
uygulanmis ve daha sonra hiicreler boyanarak 10* hiicre kuadrant grafik ile analiz
edilmistir. Grafikte sol list kadran nekrotik hiicreleri, sag iist ve alt kadranlar sirasiyla
gec ve erken apoptotik hiicreleri gostermektedir. Sol alt kadranda ise canli hiicreler yer
almaktadir.

24 saatlik ZnO NP uygulamasinin ardindan A-498 hiicrelerinde hiicre popiilasyonunun
%3,1°1 erken apoptotikken, %12’si gec¢ apoptotik durumdadir. Nekrotik hiicreler ise
%15 oraninda saptanmistir. STATS5+ A-498 hiicrelerde ise ZnO NP uygulamastyla
hiicre popiilasyonunun %0,8’i ge¢ apoptotik, %0,3’ii erken apoptotik ve %1,2’si
nekrotik durumdadir (Sekil 4.28).
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Sekil 4. 28. A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasinin hiicre 6liimii iizerindeki
etkisinin analizi. 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasini takiben kontrol ve STATS5+ hiicreler
Annexin V-PI boyamasi gergeklestirilmis ve akis sitometrisinde 104 hiicre olacak sekilde analiz

edilmistir. Histogram analizinde hiicre 6liim orani yiizde (%) olarak belirlenmistir (n=3).

24 saatlik ZnO NP uygulamasinin ardindan Caki-1 hiicrelerinde hiicre
popiilasyonunun 9%0,3’ii erken apoptotikken, %5,5’1 ge¢ apoptotik durumdadir.
Nekrotik hiicreler ise %13,7 oraninda saptanmistir. STATS5+ Caki-1 hiicrelerde ise
ZnO NP uygulamasiyla hiicre popiilasyonunun %9,4’ii ge¢ apoptotik, %0,3’i erken
apoptotik ve %14,1’i nekrotik durumdadir (Sekil 4.29).
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Sekil 4. 29. Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasinin hiicre 6liimii izerindeki
etkisinin analizi. 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasini takiben kontrol ve STAT5+ hiicreler
Annexin V-PI boyamasi gerceklestirilmis ve akis sitometrisinde 104 hiicre olacak sekilde analiz

edilmistir. Histogram analizinde hiicre 6liim orani yiizde (%) olarak belirlenmistir (n=3).

24 saatlik ZnO NP uygulamasinin ardindan HEK-293 hiicrelerinde hiicre
popiilasyonunun %3,9’u erken apoptotikken, %0,9’u ge¢ apoptotik durumdadir.
Nekrotik hiicreler ise %0,9 oraninda saptanmistir. STATS+ HEK-293 hiicrelerde ise
ZnO NP uygulamasiyla hiicre popiilasyonunun %0,6’s1 ge¢ apoptotik, %2,4°i erken
apoptotik ve %1,9’u nekrotik durumdadir. HEK-293 hiicreleri ile STAT5+ HEK-293
hiicreleri kiyaslandiginda uygulanan ZnO NP’ye karst STATS+ hiicrelerin daha
direncli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4. 30. HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasinin hiicre 6limii
tizerindeki etkisinin analizi. 24 saat boyunca ZnO NP uygulamasini takiben kontrol ve STATS5+
hiicreler Annexin V-PI boyamasi gerceklestirilmis ve akis sitometrisinde 104 hiicre olacak sekilde

analiz edilmistir. Histogram analizinde hiicre 6liim oran1 yiizde (%) olarak belirlenmistir (n=3).

4.5.2. ZnO NP Uygulamasinin Apoptotik Protein ifadelerine Etkisi

ZnO NP’nin apoptotik proteinler iizerindeki etkisini immiinoblotlama araciligiyla
incelenmistir. Tiim normal ve STAT5+ hiicre hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO
NP uygulanmis ve daha sonra protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan SDS-
PAGE jele yiiklenen 30 pg’lik protein 6rnekleri kesilmis kaspaz-8 ve kesilmis kaspaz-
3 antikorlar1 ile problanarak ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

A-498 hiicrelerine ZnO NP uygulamas1 kesilmis kaspaz ifadesinde kontrole gore
anlamli bir degisime neden olmazken, kesilmis kaspaz 3 ifadesi kontrole oranla artis
gostermistir. STATS5+ A-498 hiicrelerinde ise kaspaz 3 ve kaspaz 8’in kesilmis

formlarinin ekspresyonlarinda kontrole oranla anlamli bir degisim meydana

gelmemistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4. 31. ZnO NP’nin apoptotik proteinlerin ekspresyonlarina etkisi. A-498 ve STATS+ A-498
hiicre hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlari
gergeklestirilerek 30 pg’lik protein lizatlart %12°lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis ve C-Caspase-3 ve
C-Caspase-8 antikorlari ile problanmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Bu sekil ti¢

bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).

Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasiyla kesilmis kaspaz 3 ve

kesilmis kaspaz 8 ifadelerinde kontrole oranla anlamli bir artis meydana gelmistir

(Sekil 4.32).
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Sekil 4. 32. ZnO NP’nin apoptotik proteinlerin ekspresyonlarina etkisi. Caki-1 ve STAT5+ Caki-1
hiicre hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlari
gergeklestirilerek 30 pg’lik protein lizatlart %12°lik SDS-PAGE jelde yiiriitillerek C-Caspase-3 ve C-
Caspase-8 antikorlari ile problanmaistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Bu sekil {i¢

bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).

HEK-293 hiicrelerinde kontrole oranla ZnO NP uygulamasi kesilmis kaspaz 8
ifadesinde kontrole oranla artis meydana getirmistir. Kesilmis kaspaz 3 ifadesinde ise
ZnO NP uygulamasiyla kontrole oranla anlamli bir fark gézlemlenmemistir. STATS+
HEK-293 hiicrelerinde ise ZnO NP uygulamasi kontrole oranla kesilmis kaspaz 3 ve
kesilmis kaspaz 8 ifadesini arttirmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4. 33. ZnO NP’nin apoptotik proteinlerin ekspresyonlarina etkisi. HEK-293 ve STAT5+ HEK-
293 hiicre hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlar1
gerceklestirilerek 30 pg’lik protein lizatlar1 %12°lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiistiir. Ardindan
proteinler C-Caspase-3 ve C-Caspase-8 antikorlar1 ile problanmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak

kullanilmistir. Bu sekil {i¢ bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).

4.4. ZnO NP’nin RCC Hiicrelerinde Otofajik Parametrelere Etkisi

4.4.1. ZnO NP Uygulamasi1 RCC Hiicrelerinde Asidik Vakuollerin Artisina Neden
Olmaktadir

Tiim hiicre hatlar1 i¢in 24 saatlik 15 pg/ml ZnO NP uygulamasinin otolizozomlarin
say1 ve etkinliklerinin saptanmasi araciligiyla otofajiye etkisi LysoTracker ® Red
DND-99 boyama ile saglanmistir. ZnO NP’nin lizozom etkinligine etkisini saptanmak
ve sonuglari karsilastirmali olarak sunmak i¢in pozitif kontrol olarak bir gruba 24 saat
boyunca 1 pM Rapamisin uygulanmistir. Daha sonra hiicreler Lysotracker ile 15
dakika inkiibe edilmis ve floresan goriintiileme gerceklestirilmistir. Ayrica hiicrelerin
niikleuslar1t DAPI boyama ile gosterilmistir.

A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP ve Rapamisin uygulamalar1 kontrole
oranla asidik vakuollerin boyutlarinda artisa benzer oranlarda neden olmustur.
Bununla birlikte A-498 ve STAT5+ A-498 hiicreleri arasinda ZnO NP
uygulamalariyla asidik vakuollerin biiyiikliikleri a¢isindan anlamli bir fark

gozlemlenememistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4. 34. ZnO NP’nin (A) A-498 ve (B) STAT5+ A-498 hiicrelerinde asidik vakuol olusumuna
etkisi. Nukleuslar DAPI boyama ile gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak hiicrelere 1 uM Rapamisin
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uygulanmustir. Verilen mikroskop goriintiileri en az {i¢ tekrarli deneylerin temsili goriintiileridir (n=3).

Biiyiitme 40X. Olgek gubugu: 200 um.
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Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde kontrole oranla ZnO NP uygulamalar1 asidik
vakuol sayisinda artisa neden olurken, vakuollerin biiyiikliikleri bakimindan anlaml
bir fark gézlemlenmemistir. STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla
ZnO NP uygulamalariyla olusan asidik vakuoller daha az sayidadir (Sekil 4.35).

RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda ZnO NP uygulamalariyla A-498
hiicrelerindeki asidik vakuollerin boyutlar1 biiyiime gosterirken, Caki-1 hiicrelerinde
sayica artis meydana gelmistir. Bununla birlikte normal ve STATS5+ RCC hiicreleri
icin Rapamisin ile ZnO NP uygulamalar1 asidik vakuol olusumu bakimindan benzer
etkiye sebep olmustur.

HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasiyla asidik vakuollerin biiyiikliikleri ve
sayilar1 kontrole oranla artmistir. Rapamisin uygulamasiyla ise asidik vakuoller sayica
artmastir.

STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ise Rapamisin uygulamasi asidik vakuollerde sayica
artisa neden olurken, ZnO NP uygulamasi kontrole oranla asidik vakuol

biiytiikliiklerinde artisa neden olmustur. (Sekil 4.36).
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Sekil 4. 35. ZnO NP’nin Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde asidik vakuol olusumuna etkisi.
Nukleuslar DAPI boyama ile gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak hiicrelere 1 uM Rapamisin
uygulanmustir. Verilen mikroskop goriintiileri en az ii¢ tekrarli deneylerin temsili goriintiileridir (n=3).

Biiyiitme 40X. Olgek gubugu: 200 um.
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Sekil 4. 36. ZnO NP’nin HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde asidik vakuol olusumuna
etkisi. Nukleuslar DAPI boyama ile gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak hiicrelere 1 uM Rapamisin
uygulanmistir. Verilen mikroskop goriintiileri en az {i¢ tekrarli deneylerin temsili goriintiileridir (n=3).

Biiyiitme 40X. Olgek cubugu: 200 pm.
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4.4.2. ZnO NP Uygulamasinin RCC Hiicrelerinde Otofaji Proteinlerine Etkisi

Normal ve STATS+ hiicre hatlarinda ZnO NP’nin otofaji iliskili proteinler {izerindeki
etkisi immiinoblotlama ile analiz edilmistir. Hiicrelere 24 saat boyunca 15 ug/ml ZnO
NP uygulanarak protein izolasyonu gerceklestirimistir. izole edilen proteinler SDS-
PAGE jele yiiklenen 30 pg olacak sekilde yiiklenmistir. Ardindan protein 6rnekleri
Atg5, Beclin-1 ve LC3 A/B antikorlar1 ile problanarak ifadeleri incelenmistir.

A-498 hiicrelerine ZnO NP uygulmasi kontrole oranla Beclin-1 ifadesinde anlamli bir
degisim meydana getirmemistir. Bununla birlikte ZnO NP uygulamasiyla Atg5 ve LC3
A/B ifadesi kontrole oranla artis gdstermistir. Diger bir taraftan kontrole gore, ZnO
NP uygulamastyla otofagozom iliskili protein LC3 A/B’nin kesilmis 14 kDa’lik formu
gbzlemlenmistir (Sekil 4.37).

STATS+ A-498 hiicrelerinde ise ZnO NP uygulamasiyla kontrole oranla Beclin-1,
Atg5 ve LC3 A/B ifadelerinde anlamli bir degisim meydana gelmemistir (Sekil 4.37).

A-498

Normal STATS+

K  ZnO K ZnO
Beclin-1 (60 kDa) |45 0 T+ e
Atg5 (55 kDa) e —— —

LC3 A/B (16kDa)—> — A —

LC3 A/B (14 kDa)—p>

B-aktin (45 kDa) e . TEEEE e

Sekil 4. 37. ZnO NP’nin otofajik proteinlerin ekspresyonlarina etkisi. A-498 ve STATS5+ A-498 hiicre
hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlar1
gergeklestirilerek 30 pg’lik protein lizatlart %12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis ve Beclin-1, Atg5
ve LC3 A/B antikorlari ile problanmistir. Bu sekil {i¢ bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).
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Caki-1 hiicre hattinda kontrol grubuna oranla ZnO NP uygulamasiyla Beclin-1, Atg5
ve LC3 A/B ifadeleri artmigtir (Sekil 4.38).

STAT5+ Caki-1 hiicreleri incelendiginde ZnO NP uygulamasiyla kontrol grubuna
oranla Beclin-1, Atg5 ve LC3 A/B ifadelerinde artis meydana gelmistir (Sekil 4.38).

Caki-1

Normal STATS+
K ZnO K ZnO
Beclin-1 (60 kDa) | ~ 0 || o

AtgS (55kDa) | e a ||
LC3 A/B (14 KkDa)—p i 55| [

B-aktin (45 kDa) |. .I i

Sekil 4. 38. ZnO NP’nin otofajik proteinlerin ekspresyonlarma etkisi. Caki-1 ve STAT5+ Caki-1

hiicre hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlari
gergeklestirilerek 30 ug’lik protein lizatlart %12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitilmiis ve Beclin-1, Atgh
ve LC3 A/B antikorlari ile problanmistir. Bu sekil ii¢ bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).

HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasiyla Beclin-1, Atg5 ve LC3 A/B ifadeleri
anlamli bir sekilde artig goOstermistir. Bununla birlikte kontrole goére ZnO NP
uygulamasiyla LC3 A/B proteininin kesilmis formu da gozlemlenmistir (Sekil 4.39).

STATS+ HEK-293 hiicrelerinde ise ZnO NP uygulamasiyla kontrole oranla Beclin-1
ve Atg5 ifadesinde anlamli bir degisim meydana gelmezken, LC3 A/B ifadesi
artmistir. Ayrica STATS+ HEK-293 hiicrelerine ZnO NP uygulamasi kontrole oranla

LC3 A/B proteininin kesilmis formunun ekspresyonunun artmasina neden olmustur

(Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. ZnO NP’nin otofajik proteinlerin ekspresyonlarina etkisi. HEK-293 ve STAT5+ HEK-293
hiicre hatlarina 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanmistir. Ardindan protein izolasyonlari
gergeklestirilerek 30 ug’lik protein lizatlart %12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis ve Beclin-1, Atgh

ve LC3 A/B antikorlari ile problanmustir. Bu sekil ii¢ bagimsiz deneyin temsili bir goriintiidiir (n=3).

4.4.3. ZnO NP Uygulamasi RCC Hiicrelerinde LC3 A/B ifadesinde Artisa Neden
Olmustur

Normal ve STATS5+ hiicrelere yesil floresan isaretli GFP-LC3 plazmitleri lipofektamin
aracili olarak 48 saatlik siire ile transfekte edilmistir. Daha sonra hiicrelere 15 pg/ml
ZnO NP ve 1 uM Rapamisin uygulanmistir. 24 saat sonra hiicrelerin lizerindeki medya
uzaklastirilarak 1X PBS eklenmis ve floresan goriintiileme saglanmistir. Daha sonra
tripsinlenerek kaldirilan hiicreler akis sitometrisinde analiz edilmistir.

A-498 ve STATS5+ A-498 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla 15 pg/ml ZnO NP ve 1
uM Rapamisin uygulamalariyla LC3 ifadesinde artis meydana gelmistir. Hem A-498
hem de STAT5+ A-498 hiicrelerinde 1 uM Rapamisin uygulamasina oranla 15 pg/ml
ZnO NP uygulamasinda LC3 ifadesi daha fazla artmistir (Sekil 4.40-4.41).
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Sekil 4. 40. ZnO NP uygulamasinin GFP-LC3 plazmidi aktarilan A-498 ve STAT5+ A-498
hiicrelerine etkisi. 1zole edilen GFP-LC3 plazmitleri A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerine
lipofektamin tiirevli transfeksiyon ajant ile 1:3 (nug/pl) oraninda 48 saat boyunca transfekte edilmistir.
Hiicrelere 48 saat sonra 15 pg/ml ZnO NP ve 1 uM Rapamisin uygulanarak 24 saat inkiibe edilmis ve
floresan goriintiileme gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicreler tripsinlenerek kaldirilmis ve akis
sitometrisinde 104 hiicre analiz edilmistir. Rapamisin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gériintiiler

gerceklestirilen iki deneyin temsili goriintiileridir (n=2). Bilyiitme 20X-40X. Olgek gubugu: 200 um.
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Sekil 4. 41. ZnO NP uygulamasinin GFP-LC3 plazmidi aktarilan A-498 ve STAT5+ A-498
hiicrelerine etkisinin akig sitometrisi analiziyle gosterilmesi . Lipofektamin aracili GFP-LC3
transfeksiyonlar1 gergeklestirilen A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerine 48 saatlik transfeksiyon
stiresinin ardindan 15 pg/ml ZnO NP ve 1 uM Rapamisin 24 saat boyunca uygulanmistir. Daha sonra
floresan goriintiileme gergeklestirilmis ve hiicreler tripsinlenerek kaldirilmistir. Akis sitometrisinde

104 hiicre FL1-A filtresi kullanilarak analiz edilmis ve ardindan histogram grafik olusturulmustur

(n=2).

Caki-1 ve STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla 15 ug/ml ZnO NP ve
1 uM Rapamisin uygulamalariyla LC3 ifadesinde artis meydana gelmistir. 1 uM
Rapamisin uygulamasi Caki-1 hiicrelerinde STATS+ Caki-1 hiicrelerine oranla LC3
ifadesinde daha fazla artis saglamistir (Sekil 4.42-4.43).
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Sekil 4. 42. ZnO NP uygulamasinin GFP-LC3 plazmidi aktarilan A-498 ve STAT5+ A-498
hiicrelerine etkisi. izole edilen GFP-LC3 plazmitleri A-498 ve STAT5+ A-498 hiicrelerine

lipofektamin tiirevli transfeksiyon ajani ile 1:3 (ug/ul) oraninda 48 saat boyunca transfekte edilmistir.

Hiicrelere 48 saat sonra 15 pg/ml ZnO NP ve 1 uM Rapamisin uygulanarak 24 saat inkiibe edilmis ve

floresan goriintiileme gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicreler tripsinlenerek kaldirilmis ve akis

sitometrisinde 104 hiicre analiz edilmistir. Rapamisin pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Goriintiiler

gerceklestirilen iki deneyin temsili gériintiileridir (n=2). Biiyiitme 20X-40X. Olcek cubugu: 200 um.
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Sekil 4. 43. ZnO NP uygulamasinin GFP-LC3 plazmidi aktarilan Caki-1 ve STAT5+ Caki-1
hiicrelerine etkisinin akis sitometrisi analiziyle gosterilmesi Lipofektamin aracilt GFP-LC3
transfeksiyonlar1 gergeklestirilen Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerine 48 saatlik transfeksiyon
stiresinin ardindan 15 pg/ml ZnO NP ve 1 uM Rapamisin 24 saat boyunca uygulanmistir. Daha sonra
floresan goriintiileme gergeklestilmis ve hiicreler tripsinlenerek kaldirilmistir. Akig sitometrisinde 104

hiicre FL1-A filtresi kullanilarak analiz edilmis ve ardindan histogram grafik olusturulmustur (n=2).

RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda ZnO NP uygulamasi1 A-498
hiicrelerinde LC3 ifadesini Caki-1 hiicrelerine oranla daha ¢ok arttirmistir.

HEK-293 hiicrelerinde kontrol grubuna oranla ZnO NP ve Rapamisin uygulamalariyla
LC3 ifadesinde artis meydana gelmistir. Bununla birlikte ZnO NP uygulamasiyla
meydana gelen LC3 ifadesindeki artis Rapamisine oranla daha fazladir.

STATS+ HEK-293 hiicrelerinde ise kontrole oranla 24 saatlik ZnO NP ve Rapamisin
uygulamasi1 LC3 ifadesinde artisa neden olmustur. ZnO NP uygulamas: Rapamisin
uygulamasina ve STATS5+ kontrole oranla LC3 ifadesindeki artisi daha fazla
indiiklemistir. Diger bir taraftan STATS5+ HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP
uygulamalariyla meydana gelen LC3 ifadesindeki artis normal HEK-293 hiicrelerine
oranla daha fazladir (Sekil 4.44-4.45).
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Sekil 4. 44. ZnO NP uygulamasimin GFP-LC3 plazmidi aktarilan HEK-293 ve STAT5+ HEK-293
hiicrelerine etkisi. Izole edilen GFP-LC3 plazmitleri HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerine
lipofektamin tiirevli transfeksiyon ajani ile 1:3 (ug/ul) oraninda 48 saat boyunca transfekte edilmistir.
Hiicrelere 48 saat sonra 15 pg/ml ZnO NP ve 1 uM Rapamisin uygulanarak 24 saat inkiibe edilmis ve
floresan goriintiileme gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicreler tripsinlenerek kaldirilmig ve akis
sitometrisinde 104 hiicre analiz edilmistir. Rapamisin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Goriintiiler

gerceklestirilen iki deneyin temsili goriintiileridir (n=2). Biiyiitme 20X-40X. Olgek cubugu: 200 pm.
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Sekil 4. 45. ZnO NP uygulamasiin GFP-LC3 plazmidi aktarilan HEK-293 ve STAT5+ HEK-293
hiicrelerine etkisinin akig sitometrisi analiziyle gosterilmesi Lipofektamin aracili GFP-LC3
transfeksiyonlar1 gerceklestirilen HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerine 48 saatlik transfeksiyon
stiresinin ardindan 15 pg/ml ZnO NP ve 1 uM Rapamisin 24 saat boyunca uygulanmistir. Daha sonra
floresan goriintiileme gergeklestirilmis ve hiicreler tripsinlenerek kaldirilmistir. Akis sitometrisinde

104 hiicre FL1-A filtresi kullanilarak analiz edilmis ve ardindan histogram grafik olusturulmustur

(n=2).
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5. TARTISMA

Renal tiibiiler epitel hiicrelerinden koken alarak gelisen ve biiyiik bir heterojen kanser
grubunu kapsayan RCC, bobrekte tespit edilen kanserlerin yaklasik %90’
olusturmaktadir. Koken aldiklar1 nefron bolgesine gore siniflandirilan gesitli alt tiplere
sahip RCC’nin, sagkalim orani en diisiik ve insidansi (%85) en yiiksek tipi ccRCC’dir
(Hsieh vd., 2017). ccRCC’nin tanimlanmis en iyi risk faktorlerinden biri olan obezite,
yag dokusunun artisiyla karakterizedir. Yag dokusundaki artisla beraber lipit
metabolizmasimin regiilasyonundaki degisimlerin yam1 sira adipositlerin salgi
aktiviteleri de artis gostermektedir. Boylece dokularda biiyiime faktorleri ve sitokin
salgilar1 artmaktadir. Salgi aktivitesindeki bu artis, tiimér mikrogevresinin
olusumunda 6nemlidir (Rasha vd., 2019).

STATS5B, normal fizyolojik kosullardaki rolii T hiicresi gelisimini modiile etmek,
hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi hiicresel proseslerde sorumlu genlerin regiile
edilmesini saglamaktadir. STATS5’in normal fizyolojik rollerinin yani sira, islev kayb1
ya da cogunlukla yapisal bir aktivasyonla tiimdr sagkalimini, proliferasyonunu,
metastazini ve antikanser tedavilere karsi direng gelisimini arttirdigi meme, kolorektal,
akciger, prostat, karaciger ve hematolojik kanserlerde tespit edilmistir (Smith vd.,
2019; Halim vd., 2020). RCC’de ise STATSb ekspresyonunun mRNA diizeyinde,
RCC hastalarindan alinan malignant ve saglikli doku 6rnekleri karsilastirildiginda
anlaml bir farka sahip olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica RCC’li hastalarda STATSb
ekspresyonlari analiz edildiginde STAT5b ifadesi diistik/orta durumda olan hastalarda
diisiik sagkalim go6zlemlenmistir (Zhou wvd., 2020). Ancak RCC hiicreleriyle
gerceklestirilen diger bir ¢alismada STATS’in ¢esitli yolaklar aracili olarak hiicre
proliferasyonunu destekledigi belirlenmistir (Pak vd., 2019). Bu durum STATS5’in
RCC’de islevinin heniiz tam olarak belirlenemedigini ve daha fazla ¢alisma
gerektirdigini gostermektedir. Bu nedenle gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda RCC
hiicre hatlar1 olan A-498 ve Caki-1 ile embriyonik HEK-293 hiicre hatlarinda STAT5B
plazmidinin lipofektamin tiirevli transfeksiyon ajani kullanilarak transfeksiyonu
yoluyla hiicrelerde STATS ifadesi en az 2 kat arttirnllmigtir. Daha sonra kullanilan
STATS5B plazmidinin memelide selektif belirteci olan higromisin konsantrasyonu
kademeli sekilde arttirilmis ve hiicreler STATSB yi siirekli olarak yiiksek ifade edecek
stabil STATS5+ duruma getirilmistir. Antibiyotik uygulamasinin yani sira STATS5+

171



hiicrelerin STATS ifadeleri her dort pasajda bir immiinoblotlama yoluyla kontrol
edilmistir.

Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda normal RCC hiicrelerine kiyasla STATS5+ RCC
hiicrelerinde morfolojik o6zelliklerde farkliliklar tespit edilmistir. STATS+ hiicre
hatlarinin daha uzun podlar olusturdugu ve hiicre ig¢indeki vakuol yapilarinin arttigi
belirlenmis ve 151k mikroskobuyla analiz edilerek sonuglar kisminda sunulmustur.
EMT siireci hiicresel polaritenin bozulmasini, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesini
ve hiicre—matris yapismasindaki degisiklikleri icerdiginden (Roche, 2018) STATS5+
hiicrelerdeki uzun pod yapilar1 STATS’in EMT ile iliskili genlerin ifadesinde
degisimler meydana getirmesiyle iligkilendirilmektedir. Prostat kanseri hiicreleriyle
gerceklestirilen bir ¢alismada Jak2-STATS5a/b sinyalindeki artisin EMT’yi ve kok
hiicre benzeri yapiy1 indiikledigi belirlenmistir. Calismada STATS ifadesindeki artisla
birlikte E-kaderin ifadesi azalirken N-kaderin, vimentin ve Twistl ifadeleri artig
gostermistir (Talati vd., 2015). Ancak sadece 151k mikroskobunda gergeklestirilen
goriintiileme yontemi yeterli olmayacagindan RCC hiicrelerinde STATS ifadesinin
EMT ile iliskisi, transkripsiyonel ve translasyonel yontemler kullanilarak ileri
analizlere tabi tutulmalidir.

Tez ¢alismasinda kullanilan A-498 ve Caki-1 hiicreleri, RCC’nin ¢ccRCC alt tipine
mensuptur. Bununla birlikte ccRCC hiicreleri seffaf/berrak bir sitoplazmik igerige
sahip olmalariyla karakterizedir. STATS ifadesinin bu hiicrelerde arttirilmasiyla
birlikte uzayan pod yapilarinin yani sira hiicre igindeki sitoplazmik igerigin
berrakliginin azaldig1 ve vakuol/graniil yapilarinda artis gézlemlenmistir. Renal doku
ornekleriyle gerceklestirilmis baska bir ¢alismada mTORC1 geninde meydana gelen
genin aktivasyonunu arttirict bir mutasyonun RCC dokularina ait hiicrelerde
eozinofilik ve vakuollii bir sitoplazma olusumuna sebep oldugu belirtilmistir (Kapur
vd., 2021). Literatiirde STATS ifadesindeki artisin kanser hiicrelerinde sitoplazmik
vakuol artisiyla iligkisine dair kapsamli bir ¢aligma bulunmamakla birlikte, mTORC1
ile STATS arasinda bir baglanti bulunabilecegi gosterilmistir (Fallone vd., 2023).
STATS ifadesindeki artisin sitoplazmada meydana getirdigi morfolojik degisimin
daha detayli incelenmesi gerekmektedir.

STATS’in ifadesinin arttirilmasiyla embriyonik bobrek hiicre hatt1 olan HEK-293’te
benzer sekilde hiicre i¢i vakuollerde artis gézlemlenmemistir. Daha 6nce saglikli sigan

bobrek dokulartyla gergeklestirilen bir in vivo ¢alismada genetik ya da farmakolojik
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yolla STATS ifadesinin azaltilmasi, hiicrelerde senesensi azaltmigtir (Shi vd., 2019).
Bu nedenle STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde normal HEK-293 hiicrelerine kiyasla
vakuol sayisinda artis olmadigi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte saglikli
hiicrelerde normal kosullarda STATS5a/b sinyalinin olduk¢a kontrol altinda tutuldugu
belirtilmistir (Weber vd., 2015).

Literatirde STATS5’in dokuya spesifik olarak onkogen veya tiimér baskilayici
davranabilecegi belirtilse de RCC’deki gérevi in vitro ve in vivo ortamlarda tam olarak
heniiz tanimlanmamistir. STATS’in hedef genleri arasinda hiicre proliferasyonu,
sagkalimi, anjiogenez ve invazyon ile iligkili genler yer almaktadir (Ferbeyre ve
Moriggl, 2011; Halim vd., 2020). Bununla birlikte g¢esitli kanser tiplerinde
gerceklestirilen c¢aligmalar STATS ifadesindeki artisin  hiicre sagkalimini,
proliferasyonunu ve metastazini arttirmasina, ¢oklu ilag direnci gelistirmesine ve
apoptozun baskilanmasina neden oldugunu gdstermistir (Halim vd., 2020). STATS’in
cesitli kanserlerdeki rolleri géz Oniine alindiginda bu tez ¢alismasinin bir g¢iktisi
STATS ifadesindeki modiilasyonun RCC hiicrelerinin proliferasyonuna, sagkalimina
ve hiicre 6liim yolaklariyla iligkili protein ekspresyonlarina etkisinin incelenmesidir.
Diger bir taraftan agresif RCC’nin, geleneksel kemoterapdtik ajanlara karsi direng
gelistirerek tedavi olanaklarini sinirlamast ve klinikte hasta sagkalimini azaltmasi
sebebiyle yeni nesil terapdtiklerin RCC’de incelenmesini gerektirmektedir.
Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisiyla birlikte kanser teshis ve tedavisinde bir devrim
niteligi tastyan NP’lerin direkt ya da ila¢ tastyici sistemler olarak kullanimlari
yayginlasmis ve bazi tiplerinin kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir (Gavas vd.,
2021; Wiesmann vd., 2020). Giiniimiizde lipozom, dendrimer gibi organik ya da metal
oksit NP’ler gibi inorganik NP’lerin kanser tani ve tedavisinde kullanimi cesitli
avantajli yonleri sebebiyle artmistir. Diisiik maliyetli tiretimleri ve tedavinin yani sira
tan1 yontemlerinde kullanima da olanak saglamalar1 sebebiyle metal ve metal oksit
NP’ler 6n plana ¢ikmaktadir. Titanyum dioksit, glimiis oksit, bakir oksit gibi metal
oksit NP’lerin arasinda en yiiksek biyouyumlulugu gosteren, en diisiik sitotoksisiteye
sahip ve hali hazirda gesitli kozmetik iiriinlerde kullanilmakta olan ZnO NP’ler daha
stabil yapilar1 ve hassasiyetleri sebebiyle bu calismada tercih edilmistir (Wiesmann
vd., 2020; Hanley vd., 2008).

RCC’de geleneksel tedavilere kars1 ¢coklu direng gelistirilmesiyle tedavi olanaklarinin

sinirlanmast ve hasta sagkalim siiresinin azalmasi sebebiyle yeni teknoloji iiriinii
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NP’lerin arastirilmast onem arz etmektedir. Ancak tedavi sliresince ¢ogu kanser
hastasinda goriilen yasam kalitesindeki azalma da g6z ardi edilmemeli ve kanser
hiicrelerine spesifik tedavi gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kanser hiicrelerine
spesifik etkinlik gosteren ZnO NP’lerin etkisinin STATS ifadesi arttirilarak daha
agresif karakter kazandirilan RCC hiicrelerinde hiicre proliferasyonu, sagkalimi,
koloni olusturma potansiyeli ve mitokondriyal membran potansiyeline etkileri
acisindan incelenmesi bu tez ¢alismasinin diger bir ¢iktisin1 olusturmaktadir. RCC
hiicrelerinin yani sira, in vitro ortamda ZnO NP’nin saglikli hiicrelere etkisi de
gbzlemlenmek amaglanmistir. Bu nedenle embriyonik bobrek hiicre hatti olan HEK-
293’de de ZnO NP’nin etkisi aragtirilmistir.

Hem normal hem de STAT5+ RCC ve HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre
canliligina etkisi MTT sagkalim testi ile belirlenmistir. Tiim hiicre hatlar1 5, 10, 15,
25, 30, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki ZnO NP’ye 24 saat boyunca maruz
birakilmigtir. MTT testi sonuclarina gore 5 pg/ml ZnO NP RCC hiicrelerinde canliligin
%S5 azalmasina neden olurken, 10 pg/ml ZnO NP, RCC hiicrelerinde hiicre canliligini
yaklasik %10 oraninda azaltmistir. 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi ise RCC
hiicrelerinde %20, HEK-293 hiicre hattinda ise %42 azalmaya sebep olmustur. Diger
bir taraftan 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi A-498 hiicrelerinde %55, Caki-1
hiicrelerinde %25 ve HEK-293 hiicrelerinde %60 oranlarinda azalmaya sebep
olmustur. Bu nedenle gerceklestirilen calismada 15 ve 25 pg/ml ZnO NP
konsantrasyonlari, ZnO NP’nin hiicre proliferasyonuna, koloni olusturma
potansiyeline ve mitokondriyal membran potansiyeline etkisinin incelenmesi
acisindan tercih edilmistir. Bir ¢alismada ccRCC hiicre hatlar1 olan 786-O ve 769-P
icin 20 pg/ml ZnO NP tercih edilmistir (Zhou ve Cao, 2022). MCF7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatlariyla gerceklestirilen bir calismada ise 24 saatlik ZnO
NP uygulamasi i¢in inhibitoér konsantrasyonu 50 (ICsp) degerinin 125 pg/ml oldugu
gosterilmistir (Pouresmaeil vd., 2021).

RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda A-498 hiicre hatt1 Caki-1 hiicre hattina
oranla ZnO NP’ye daha duyarhidir. 10 pg/ml ZnO NP konsantrasyonu goz oOniine
alindiginda A-498 hiicrelerinde canliligi %10 azalirken ayn1 konsantrasyonda Caki-
1’de hiicre canliliginda azalma olmamustir. Caki-1 hiicrelerinin metastatik karakterde
olmasi ZnO NP’ye kars1 daha direngli olmalarin1 agiklayabilir (Brodaczewska vd.,

2016). ZnO NP’nin normal dokuya etkisini in vitro ortamda gézlemlemek amaciyla
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kullanilan HEK-293 hiicre hatt1 ise ZnO NP’ye RCC hiicrelerine oranla daha
duyarlidir. 15 pg/ml ZnO NP HEK-293 hiicrelerinde canliligini %42 azaltirken RCC
hiicrelerinde %20 azalmaya neden olmustur.

STATS5+ RCC hiicrelerinde ise ise 5, 10 ve 15 pg/ml ZnO NP konsantrasyonlari hiicre
canliliginda azalmaya sebep olmamaistir. Normal RCC hiicrelerinde 6zellikle 15 pg/ml
ZnO NP konsantrasyonunda hiicre canliliginda %20 azalma meydana gelirken
STATS5+ RCC hiicre canliliginda herhangi bir degisim meydana gelmemesi STATS+
hiicrelerin daha agresif karakter kazanmis olmasiyla iliskilendirilmektedir. Diger bir
taraftan STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde 5 pg/ml ZnO NP uygulamasi hiicre
canliliginda %3 ve 10 pg/ml ZnO NP uygulamasi %34 azalmaya sebep olmustur. 15
pug/ml ZnO NP uygulamasi ele alindiginda STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde hiicre
canliligi %40 azalirken, normal HEK-293 hiicrelerinde ayn1 konsantrasyondaki ZnO
NP uygulamasi %42 azalmaya sebep olmustur. STATS5+ RCC hiicrelerine kiyasla
STATS ifadesindeki artis HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP’ye karsi bir direng
gelismesine sebep olmamistir. Bununla birlikte tiim hiicre hatlar1 i¢in daha yiiksek
konsantrasyonlardaki ZnO NP uygulamalar sitotoksik etki yaratmustir.

15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalarinin hiicre proliferasyonuna etkisi zamana bagli
olarak tripan mavisi boyama ile incelenmistir. Hiicreler 15 ve 25 pg/ml ZnO NP’ye
24-72 saat araliginda maruz birakilmistir. MTT testlerini dogrulayacak sekilde A-498
ve STATS5+ A-498 hiicrelerinde 24 saat ZnO NP uygulamalartyla birlikte hiicre say1s1
kontrole oranla azalmigstir. 48 ve 72 saat ZnO NP uygulamalar1 ise normal ve STATS5+
A-498 hiicreleri i¢in sitotoksik etki gostermis ve zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonu baskilanmistir. STATS+ A-498 hiicrelerinde 15 pg/ml ZnO NP
uygulamasi hiicre proliferasyon hizin1 baskilasa da STATS ifadesinin arttirilmasi
normal A-498 hiicrelerine kiyasla ZnO NP’ye direng gelistirmesine neden olmustur.
25 pg/ml ZnO NP uygulamasi hiicreler lizerinde sitotoksik etki gostermis ve hiicre
proliferasyon hizin1 anlamli oranda baskilamistir.

Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ise 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalari
kontrol gruplarina oranla hiicre proliferasyonunda azalmaya neden olmustur. STATS5+
Caki-1 hiicrelerinde normal Caki-1 hiicrelerine kiyasla ZnO NP’nin hiicre
proliferasyonuna etkisi daha azdir. Normal hiicrelerle kiyaslandiginda, STATS
ifadesinin arttirilmasi Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP’ye kars1 direng gelistirilmesine

sebep olmustur.
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RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda hem normal hem de STATS5+ A-498
ve Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP’nin hiicre proliferasyon hizinda anlamli olarak
azalmaya sebep oldugu belirlenirken, A-498 hiicrelerinin Caki-1 hiicrelerine kiyasla
ZnO NP uygulamasina daha duyarli oldugu tespit edilmistir.

HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde 24-72 saat araliginda 15 ve 25 pg/ml
ZnO NP uygulamasi hiicre sayisinin azalmasina neden olarak hiicre proliferasyon
hizinin azalmasina sebep olmustur. Diger bir taraftan normal HEK-293 hiicreleriyle
kiyaslandiginda STAT5+ HEK-293 hiicreleri ZnO NP uygulamalarina kars1 daha
direnclidir. MTT testi sonuglarina gore ise 15 pg/ml ZnO NP uygulamast HEK-293 ve
STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde hiicre canliligini sirastyla %42 ve %40 azalmayla
benzer oranlarda etkilemistir. ZnO NP’nin malignant hiicrelere secici sitotoksisite
gosterdigi belirtilse de tez ¢alismasinda HEK-293 hiicrelerinin malignant RCC
hiicrelerine oranla ZnO NP’ye daha duyarli oldugu gosterilmistir (Wiesmann vd.,
2020). Buna bagl olarak gerceklestirilen bir ¢alismada kullanilan ZnO NP’nin nano
yapisinin hiicrelerde farkli yanitlara sebep olabilecegi gosterilmistir (Wahab vd.,
2016).

ZnO NP uygulamalarinin hiicre proliferasyonuyla birlikte hiicre morfolojilerine etkisi
151k mikroskobuyla incelenmistir. ZnO NP uygulamalariyla birlikte konsantrasyona ve
zamana bagli olarak hiicrelerin tiimiinde adeziv karakterdeki hiicre sayisinda azalma
gozlemlenmistir. Diger bir taraftan hiicrelerin normal morfolojik yapilar1 bozularak
yuvarlak sekilli bir morfolojiye gectikleri tespit edilmis, bununla birlikte apoptotik
yapidaki hiicreler de gozlemlenmistir. ZnO NP’nin etki mekanizmasi géz Oniine
alindiginda apoptotik hiicrelere rastlanmasi olasi bir durumdur (Wiesmann vd., 2020).
Bununla birlikte gingival skuomoz hiicreli karsinoma hiicre hatlartyla gergeklestirilen
bagka bir calismada konsantrasyona bagimli olarak ZnO NP uygulamalarinin
hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini kaybettigi gosterilmistir (Wang vd., 2020). Kolon
kanseri hiicre hatlarinda ZnO NP ve aliiminyum NP’lerin hiicre canliligi ve
morfolojisine etkilerinin karsilagtirmali olarak sunuldugu bir ¢alismada da ZnO NP
uygulamasinin  hiicre morfolojisinde degisime sebep oldugu gosterilmistir
(Subramaniam vd., 2019). Baska bir ¢alismada ise multipl miyeloma hiicrelerinde
konsantrasyona bagimli olarak ZnO NP uygulamasinin hiicre morfolojisinde hasar
meydana getirdigi gosterilmistir (Li vd., 2020). Meme kanseri hiicre hattt MCF7°de de

ZnO NP’nin hiicrelerde membran biitiinligiinii tahrip ettigi, hiicre proliferasyonunu
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engelledigi ve hiicrelerde sitoplazmik yogunlugun degismesine neden oldugu
gosterilmistir (Aalami vd., 2020).

ZnO NP protein aktivitesi dengesizligi, ROS olusumunun indiiklenmesi ve DNA
hasaria bagli apoptoz olarak ii¢ temel mekanizmayla hiicrelere etki etmektedir (Bisht
ve Rayamajhi, 2016). Ayrica yeni ¢alismalar ZnO NP’nin apoptozun yani sira nekroz
ve otofajiye de neden oldugunu gdstermektedir (Wiesmann vd., 2020).

Isik mikroskobu ile ZnO NP etkisinin hiicre morfolojilerine etkisi incelenirken,
uygulanan NP’lerin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda ve 48 ve 72. saatlerde medya
icerisinde aglomerasyon meydana getirdigi gozlemlenmistir. Hiicre kiiltiirii
calismalarinda hazirlanan ana stok ZnO NP soliisyonu sonikasyon yardimiyla
¢oziilerek uygulandigindan ZnO NP’nin medya icerisinde zamanla ¢cokmesi beklenilen
bir durum olsa da hiicre proliferasyonunda ve sagkaliminda azalmaya sebep olmasi
hiicre icine etkili bir bicimde alindigin1 gostermektedir. Ancak gergeklestirilen
literatiir arastirmalarinda ZnO NP’nin kullanilan besiyeri i¢indeki fosfat ile birlikte
amorf ¢inko-karbonat-fosfat ¢okeltileri olusturabilecegini gostermistir. Bununla
birlikte ZnO NP’nin pH 7°’de tam c¢o6ziinmedigi ve diisiik pH’da ¢oziinerek etki
mekanizmas1 gelistirdigi gosterilmistir. Ozellikle zamana bagli gergeklestirilen
deneylerde hiicre sayisinin artisiyla birlikte besiyeri i¢inde karbondioksit miktarina
bagl olarak pH diiseceginden ZnO NP’nin etkisi farklilik gosterebilir (Bisht ve
Rayamajhi, 2016). Bununla birlikte literatiirdeki ¢aligmalar gbz Oniine alindiginda
ZnO NP’nin in vivo’da kullanimimi avantajli kilan yani intravenéz yolla
uygulanabilecek olmasidir. Kanin pH’min 7 olmasi, ZnO NP’nin sadece hiicre igine
alindiginda asidik lizozomlarda ¢oziinerek etki etmesini saglayabilir. Bu durum ZnO
NP’nin direkt olarak uygulanmasi disinda bir ilag ya da gen tasiyict sistem olarak
avantajl oldugunu gostermektedir (Wiesmann vd., 2020; Bisht ve Rayamajhi, 2016).
ZnO NP’nin RCC ve HEK-293 hiicrelerinde hiicre canliligim1 azalttigi ve hiicre
proliferasyonunu baskiladigi gézlemlendikten sonra PI boyama ile hiicre dongiisii
analizi gercgeklestirilmistir. 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP uygulanan hiicreler
tripsinlenerek kaldirilmig ve fikse edilmistir. Daha sonra PI ile boyanan hiicreler akis
sitometrisinde 10* hiicre olacak sekilde analiz edilmistir. Hem normal hem de STATS+
A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamalartyla birlikte 6zellikle G2/M fazindaki hiicre
poplilasyonunda artis meydana gelmistir. ZnO NP uygulamasi hiicrelerin G2/M

fazinda tutulu kalmasina neden olarak mitotik aktivitelerini engellemektedir. 15 pg/ml
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ZnO NP uygulamasiyla STATS5+ A-498 hiicrelerde 15 pg/ml ZnO NP uygulanan
normal hiicrelere kiyasla G2/M’de tutulu kalan hiicre popiilasyonu %3,4 daha fazladir.
Bununla birlikte STATS ifadesi arttirilan kontrol grubuyla, normal hiicrelerin kontrol
gruplari kiyaslandiginda STAT5+ A-498 hiicrelerinde G2/M fazindaki artis %1 daha
fazladir. Diger bir taraftan A-498 hiicrelerindekine benzer olarak Caki-1 hiicrelerinde
de ZnO NP uygulamasiyla hiicre dongiisit G2/M fazinda tutulu kalmistir. STATS+
Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi STATS5+ Caki-1 kontrole gore hiicre
dongiisiiniin G2/M fazinda tutulu kalmasina neden olmustur. ZnO NP'lerin hiicre
6limiine ve ROS olusumuna yol actig1 ve diger fazlara kiyasla G2/M fazinda hiicre
icine daha yiiksek oranda alindigi, bununla birlikte S ve G2/M fazinda hiicre dongiisii
durmasini indiikleyebildigi gosterilmistir (Patel vd., 2016).

STATS transkripsiyon faktoriintin hedef genleri arasinda yer alan hiicre dongiisiinii ve
proliferasyonunun regiilasyonunu saglayan Cdc25a, siklin A, E ve D1 gibi 6nemli
proteinleri ifade eden genler yer almaktadir (Polak vd., 2019). STAT5 ifadesindeki
artisla birlikte hedef genlerin ekspresyonlarinda meydana gelen artis hiicre dongiisii
fazlar arasindaki bu degisimi normal ve STATS5+ hiicreler icin agiklayabilir. Diger bir
taraftan kolorektal kanser hiicre hatlarinda STATS5’in inhibe edildiginde G1 fazinda
hiicre dongiisiiniin tutulu kalmasina neden oldugu gosterilmistir (Xiong vd., 2009).
ZnO NP’nin hiicre dongiisii fazlarina etkisi HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicreleri
tizerinde incelendiginde ise kontrol gruplarina oranla anlamli bir farkin meydana
gelmedigi belirlenmistir.

ZnO NP’nin tek bir hiicrenin koloni olusturma yetenegine etkisini belirleyebilmek
amaciyla koloni formasyon testi gergeklestirilmistir. Diger bir taraftan ZnO NP nin
RCC hiicreleri iizerindeki uzun siireli etkisini goézlemlemek amaglanmistir. 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekilen 5x102 hiicreler 24 saat 15 ve 25 pg/ml ZnO
NP uygulamalarina maruz birakilmistir. Kontrol grubu yaklasik %70-80 konfluent
duruma geldiginde hiicreler kristal viyole ile boyanmistir. A-498 hiicre hattinda
uygulanan 15 ve 25 pg/ml ZnO NP konsantrasyonlarinin her ikisi de kontrol grubuna
oranla koloni sayilarimi azaltmis ve koloni olusturma yeteneklerini anlamli derecede
baskilanmistir. 25 pg/ml ZnO NP uygulamast 15 pg/ml ZnO NP’ye kiyasla koloni
olusturma potansiyelini daha fazla baskilamigtir. STATS5+ A-498 hiicrelerinde ise 15

ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalariyla koloni olusturma potansiyelleri baskilanmistir.
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STATS5+ A-498 hiicreleri ile normal A-498 hiicrelerinin kontrol gruplar
kiyaslandiginda koloni ¢aplarinda artig meydana geldigi belirlenmistir.

Benzer sekilde Caki-1 hiicre hattinda da 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalar
kontrole oranla koloni olusturma yeteneklerini baskilamistir. Bununla birlikte
STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde 15 pg/ml ZnO NP uygulamasiyla koloni sayilarinda
anlamli bir degisim meydana gelmezken 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi koloni sayisini
anlamli  bir derecede azaltmistir. Koloni olusturma potansiyeli agisindan
incelendiginde Caki-1 hiicreleri STATS+ Caki-1 hiicrelerine kiyasla ZnO NP
uygulamalarina daha duyarlidir.

Ayrica STATS+ Caki-1 hiicrelerinde STATS ifadesinin arttirilmasi koloni ¢aplarinda
artts meydana getirmistir. RCC hiicrelerinde STATS ifadesinin artistyla birlikte koloni
caplarinin artmasit STATS in proliferasyon ile iligkili hedef genlerinin tiriinleriyle ilgili
olabilir.

786-0 ve 769-P ccRCC hiicre hatlariyla gergeklestirilen bagka bir ¢alismada ise 30
pug/ml ZnO NP uygulamasimin koloni olusturma potansiyelini anlamli oranda
baskiladig1 belirtilmistir (Zhou ve Cao, 2022). Ovaryum kanseri hiicre hatlarryla
gercgeklestirilen diger bir ¢alismada uygulanan 30 pg/ml ZnO NP’nin koloni olusturma
yetenegini anlamli derecede baskiladigi gosterilmistir (Gu ve Yang, 2023).

HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde her iki konsantrasyonda da ZnO NP’nin
koloni olusturma yetenegini anlamli sekilde baskiladigi belirlenmistir. Normal ve
STATS+ HEK-293 hiicreleri karsilastirildiginda 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi normal
HEK-293 hiicrelerde STATS5+ HEK-293’lere kiyasla koloni olusturma potansiyeli
daha az baskilanmistir. 25 pg/ml ZnO NP uygulamasinin etkisi koloni olusturma
yeteneginin baskilanmasi acisindan 15 pg/ml ZnO NP’ye gore daha fazladir. MTT
hiicre canlilik testi sonuglariyla korele olarak HEK-293 hiicrelerine oranla STATS5+
HEK-293 hiicreleri 15 pg/ml ZnO NP’ye daha duyarhdir.

Hiicre canliligi, sagkalimi ve koloni formasyon testlerinin yani sira ZnO NP’nin
uygulamasinin etkileri farkli floresan problar kullanilarak goriintiilenmistir. ZnO
NP’nin hiicre 6liimiine etkisi PI boyama ile, MMP kaybina etkisi DiOCs boyama ile,
DNA hasar1 DAPI boyama ile ve mitokondriyal fonksiyona etkisi Mitotracker ile
belirlenmistir.

RCC hiicre hatlarinda 15 ve 25 pg/ml ZnO NP uygulamalartyla kontrole oranla 6lii

hiicre sayisindaki artigla bagimli olarak kirmizi renkli PI 1s1mas1 da artig gostermistir.
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Diger bir taraftan ZnO NP’nin DNA hasar1 olusumuna etkisi konsantrasyona bagimli
olarak artig gostermistir. Benzer sekilde konsantrasyona bagimli olarak ZnO NP
uygulamasiyla MMP kaybinda artis gosterilmistir. Gergeklestirilen Mitotracker
boyama sonuglarina gére uygulanan ZnO NP ile birlikte kontrole oranla mitokondriyal
fonksiyonda azalma meydana gelmistir. STATS5+ RCC hiicrelerinde ise normal RCC
hiicrelerine benzer olarak konsantrasyona bagimli sekilde 6lii hiicre sayisi, DNA
hasari, MMP kayb1 ve mitokondriyal fonksiyonda kayip artig géstermistir. PI boyama
sonuglara gore ZnO NP’ye karsi STATS5+ RCC hiicreleri normal RCC hiicrelerine
oranla daha direnglidir. DNA hasar1 agisindan incelendiginde STAT5+ RCC
hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla daha az 1sima gorilmistir. MMP ve
mitokondriyal fonksiyon kayb1 agisindan da ZnO NP’ye kars1 normal RCC hiicreleri
daha duyarhidir. Diger bir taraftan RCC hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda
Caki-1 hiicreleri A-498 hiicrelerine oranla ZnO NP’ye kars1 daha direnclidir.
HEK-293 ve STATS5+ hiicrelerinde ise ZnO NP uygulamalariyla birlikte
konsantrasyona bagimli olarak hiicre 6liimiine bagli PI isimasinda artis meydana
gelmigtir. Diger bir yandan ZnO NP uygulamasi konsantrasyona bagimli olarak MMP
kaybinda artisa neden olmustur. Ayrica DAPI boyama ile birlikte gosterilen DNA
hasar1, ZnO uygulamasiyla kontrole oranla artmistir. Mitotracker boyama ile HEK-
293 ve STATS5+ HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasimin mitokondriyal
fonksiyonu azalttigi belirlenmistir. ZnO NP’nin malignant karakterdeki RCC
hiicrelerinde hiicre 6liimiinii tetiklemesi ancak HEK-293 hiicre hatlarinda benzer bir
etki yaratmamasi beklenirken tiim hiicre hatlarinda ZnO NP uygulamas1t MMP kaybina
ve hiicre 6liimiine neden olmustur. Benzer sekilde ZnO NP kuantum noktalarinin HeLa
ve HEK-293T hiicreleri iizerindeki etkisinin incelendigi bir calismada MMP kaybi1 ve
hiicre 6liimii her iki hiicre hattinda da goriilmiistiir (Yang vd., 2020).

ZnO NP’nin hiicreler iizerindeki ROS {iretimi aracili etki mekanizmasi goz Oniine
alindiginda RCC hiicrelerinde ROS {iretimini nasil etkiledigi incelenmesi gerekmistir.
Bu nedenle hiicreler 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP’ye maruz birakilmis ve daha
sonra DCFH-DA boyamas1 gerceklestirilmistir. Floresan goriintiilemenin ardindan
hiicreler tripsinlenerek kaldirilmis ve akis sitometrisinde analiz edilmistir.

Tiim hiicre hatlarinda uygulanan 15 pg/ml ZnO NP’nin ROS olusumunu kontrole
oranla indiikledigi belirlenmistir. Bununla birlikte STAT5+ A-498 ve STAT5+ HEK-
293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi, normal A-498 ve HEK-293 hiicrelerine ZnO
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NP uygulamasina kiyasla ROS olusumunun daha fazla indiiklenmesine neden
olmustur. Losemi hiicreleriyle gerceklestirilen bir calismada STATS aktivasyonunun
ROS olusumunu indiikledigi gosterilmistir. Bu durum STATS5’in antioksidan
enzimleri kodlayan birkag genin (katalaz ve glutaredoksin-1) transkripsiyonunu inhibe
ederken aym1i zamanda NADPH oksidazin transkripsiyonunu arttirmasiyla
aciklanmistir (Mi vd., 2018).

ZnO NP’nin apoptotik hiicre 6liimiine etkisini belirlemek amaciyla Annexin V/PI
boyama ile akis sitometrisinde analiz gerceklestirilmistir. A-498 ve Caki-1
hiicrelerinde ZnO NP uygulamas: ile birlikte ge¢c apoptotik ve nekrotik hiicre
popiilasyonunda anlamli bir artis meydana gelmistir. STATS5+ A-498 hiicrelerinde
ZnO NP uygulamasi apoptotik hiicre popiilasyonunda anlamli bir artisa neden
olmazken STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde kontrole oranla apoptotik hiicre sayisinda
%2,8 artis meydana gelmistir. Bununla birlikte STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP
uygulamasi nekrotik hiicre sayisint da arttirmistir. HEK-293 hiicrelerine 24 saatlik
ZnO NP uygulamasi erken apoptotik hiicre popiilasyonunu arttirmistir. STATS5+ HEK-
293 hiicrelerinde ise kontrol grubuna oranla anlaml bir fark gézlemlenmemistir.
Baska bir ¢aligmada ZnO NP uygulamalarinin Caki-1, 769P ve 786-O RCC hiicre
hatlarinda apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (Wang vd., 2022).

ZnO NP’nin apoptotik protein ifadelerine etkisi immiinoblotlama ile analiz edilmistir.
Normal A-498 hiicrelerine ZnO NP uygulamasiyla kesilmis kaspaz 8 ifadesinde
kontrole oranla anlamli bir degisim meydana getirmezken, kesilmis kaspaz 3
ifadesinde artis meydana gelmistir. Kaspaz 8 proteininin kesilmis formunun ifadesinde
kontrole oranla degisim meydana gelmemesi A-498 hiicrelerinin ZnO NP
uygulamasina yanit olarak ekstrinsik apoptotik yolag: tercih etmiyor olmas olabilir.
Bununla birlikte A-498 hiicrelerinde her iki apoptotik yolun ortak kaspazi olan kaspaz
3’ln kesilmis formunda ZnO NP uygulamasiyla meydana gelen intrinsik apoptoz
sinyal yolagina bagli bir apoptotik 6liime ugradigini gosteriyor olabilir. Bununla
birlikte ZnO NP’nin intrinsik apoptoz sinyalini indiikledigini gdsterebilmek igin
kaspaz 9 gibi diger proteinlerin arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica Annexin V/PI
analizi géz Oniine alindiginda ZnO NP uygulamasi hiicrelerde apoptoz ile birlikte
nekroza da neden olmustur. Diger bir taraftan STATS+ A-498 hiicrelerinde kaspaz 3

ve kaspaz 8’in kesilmis formlarinin ekspresyonlarinda kontrole oranla anlamli bir
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degisim meydana gelmemistir. STATS ifadesinin arttirllmasi hiicreleri apoptoz
disinda baska bir hiicre 6liim yolagimni indiikliiyor olabilir.

Hem normal Caki-1 hem de STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasiyla
kesilmis kaspaz 3 ve kesilmis kaspaz 8 ifadelerinde kontrole oranla anlamli bir degisim
meydana gelmistir. Bu durum Annexin V/PI analizi verilerini destekler niteliktedir.
A-498 ve Caki-1 hiicrelerinin ZnO NP uygulamasma farkli yanit gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte gerceklestirilen bazi1 ¢alismalarda herhangi bir ajan
uygulamasina bagl olarak A-498 ve Caki-1 hiicrelerinin birbirlerinden farkli protein
ifadesi gosterebilecegi bazi caligmalarda goriilmektedir (Markowitsch vd., 2020;
Juengel vd., 2015).

RCC hiicrelerine benzer sekilde karaciger kanseri hiicre hatti HepG2°’de ZnO NP
uygulamas1 gerceklestirildiginde kaspaz 3 ifadesinde artis meydana geldigi
gosterilmistir (Akhtar vd., 2012). Diger bir ¢alismada ise ZnO NP uygulamalarinin
meme kanseri hiicre hatlarinda kaspaz-8 aracili ekstrinsik apoptoz yolagini indiikledigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte uygulanan ZnO NP konsantrasyonunun artisiyla
birlikte kaspaz 8 ifadesinde artis meydana gelmistir (Kadhem vd., 2019). ZnO NP
uygulamalarinin dokuya spesifik olarak hiicrelerin apoptozun ekstrinsik ya da intrinsik
yolunu tercih edebilecegi farklilik gostermektedir. Bununla birlikte ZnO NP’nin
ferroptoz, otofaji ya da mitofajiye neden olabilecegi de gosterilmistir (Wiesmann
vd.,2020). RCC hiicrelerinde ZnO NP’nin hangi hiicre 6liimiine neden oldugu daha
detayli olarak aragtirilmalidir.

HEK-293 hiicrelerinde ise kontrole oranla ZnO NP uygulamas1 kesilmis kaspaz 8
ifadesinde kontrole oranla artis meydana getirirken, kesilmis kaspaz 3 ifadesinde
anlamli bir fark gozlemlenmemistir. Annexin V/PI analizine goére ise HEK-293
hiicrelerine ZnO NP uygulanmasi hiicre popiilasyonunun %3,9’unun erken apoptotik
durumda bulunmasina neden olmustur. STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ise ZnO NP
uygulamasi kontrole oranla kesilmis kaspaz 3 ve kesilmis kaspaz 8 ifadesini
arttirmistir.

ZnO NP’nin asidik vakuol olusumuna etkisi Lysotracker boyama ile analiz edilmistir.
RCC ve HEK-293 hiicrelerinde bir grup 24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP’ye, diger
grup ise pozitif kontrol olarak degerlendirilen mTOR inhibitorii 1 uM Rapamisin
uygulamasina maruz birakilmistir. Daha sonra hiicreler Lysotracker ile boyanarak

asidik vakuollerin say1 ve biiyiikliikleri analiz edilmistir. Normal ve STATS5+ RCC
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hiicre hatlarinda ZnO NP uygulamasiyla birlikte kontrol ve Rapamisin uygulanan
gruplara oranla asidik vakuol olusumunda artis meydana gelmistir.

RCC hiicrelerine benzer sekilde ZnO NP uygulamasinin, PC12 hiicre hattinda
otofagozom olusumunu aktive ederek asidik vakuol sayisinda artis meydana getirdigi
gosterilmistir (Liu vd., 2020). Benzer sekilde THP-1 hiicre hatlarinda ve in vivo
analizlerde ZnO NP uygulamalarinin hiicrelerde asidik vakuol olusumunu indiikledigi
belirtilmistir (Cho vd., 2011).

HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde ise ZnO NP ve Rapamisin uygulamalari
benzer sekilde kontrole oranla asidik vakuol say1 ve biiyiikliigiinii arttirmigtir. Benzer
sekilde baska bir calismada normal bdbrek hiicre hatti olan HK-2’ye ZnO NP
uygulamasi gerceklestirildiginde otofajinin tetiklendigi gdsterilmistir (Kim vd., 2023).
ZnO NP’nin asidik vakuol olusumuna etkisinin yani sira otofajik protein ifadelerine
etkileri immiinoblotlama ile analiz edilmistir. Normal ve STATS5+ hiicre hatlar1 15
pg/ml ZnO NP’ye 24 saat maruz birakildiktan sonra protein izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Ardindan immiinoblotlama gergeklestirilerek proteinler Beclin-1,
Atg5 ve LC3 A/B antikorlar1 ile problanmustir.

ZnO NP uygulamasi A-498 hiicrelerinde kontrole oranla Atg5 ve LC3 A/B ifadesinde
artisa sebep olmustur. Ayrica ZnO NP uygulamasiyla otofagozom iligkili protein LC3
A/B’nin kesilmis 14 kDa’lik formu da godzlemlenmistir. Otofaji yolagini uyaran
sinyalin ardindan Beclin-1’in de i¢inde bulundugu bir protein kompleksi membran
cekirdeklenmesini saglayarak otofagozom olusumunu baslatir. Ardindan Atg5, Atgl2
ve Atgl6L proteinleri otofagozom zarinin tamamlanmasini saglar. Daha sonra LC3
A/B proteini kesilerek otofagozomun asidik lizozom ile birlesmesini indiikler
(Kocatiirk ve Goziiagik, 2018). ZnO NP uygulamasiyla birlikte Atg5 ve LC3 A/B
ifadesindeki artis hiicrelerin otofaji aracili hiicre Olimiinii de tercih ettigini
gostermektedir. Diger bir taraftan ZnO NP’nin LC3 A/B ifadesinde artisa neden
oldugu, hiicrelere floresan isaretli LC3 plazmidinin transfeksiyonu saglanarak da
gosterilmistir. Ancak immiinoblotlama sonuglarinda dikkat ¢ekici olarak LC3 A/B
proteininin kesilmis formunun gozlemlenmis olmas1 A-498 hiicrelerinde ZnO NP’nin
otofajiye neden oldugunun 6nemli bir gostergesidir. ZnO NP’nin HeLa hiicrelerinde
otofajiyi indiikledigi farkli ZnO NP g¢esitleri kullanilarak diger bir calismada
gosterilmistir (Popp ve Segatori, 2019).
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STAT5+ A-498 hiicrelerinde ise 24 saatlik ZnO NP uygulamasiyla kontrole oranla
Beclin-1, Atg5 ve LC3 A/B ifadelerinde anlamli bir degisim meydana gelmemistir.
Bununla birlikte GFP-LC3 plazmidi aktarilan STAT5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP
uygulamasiyla birlikte STATS5+ kontrole oranla LC3 ekspresyonunda artis meydana
geldigi gosterilmistir. Ancak ZnO NP uygulanan normal ve STATS5+ hiicreler
karsilastirildiginda STATS+ A-498 hiicrelerinin ZnO NP’ye olusturan otofajik cevaba
kars1 daha direncli oldugu belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol olarak uygulanan ve
otofajiyi mTOR proteinini inhibe ederek uyaran Rapamisin uygulamasina karsi
olusturulan cevap LC3 ekspresyonu agisindan incelendiginde ZnO NP, A-498 ve
STAT5+ A-498 hiicrelerinde daha anlamli etki gdstermistir. STAT5+ A-498
hiicrelerin otofajiye kars1 direng gostermesi STATS’in cesitli kanser tiplerinde
otofajiyi baskilayabildigini gosteren ¢alismalarla agiklanabilir (Jung vd., 2022).
Caki-1 hiicre hattinda ZnO NP uygulamasiyla kontrol grubuna oranla Beclin-1, Atg5
ve kesilmis LC3 A/B formunun ifadesi artmigtir. ZnO NP’nin Caki-1 hiicrelerinde
otofajiyi tetikledigi immiinoblotlamanin yani sira GFP-LC3 plazmidi transfeksiyonu
yoluyla da gosterilmistir. ZnO NP uygulamasiyla birlikte kontrol grubuna oranla GFP-
LC3 ifadesinde artis meydana gelmistir. Bununla birlikte pozitif kontrol olarak
uygulanan Rapamisin’e oranla ZnO NP’nin etkisi Caki-1 hiicrelerinde LC3 ifadesini
kontrole oranla daha anlamli olarak arttirmistir.

STAT5+ Caki-1 hiicreleri incelendiginde ZnO NP uygulamasiyla kontrol grubuna
oranla Beclin-1, AtgS ve LC3 A/B ifadelerinde artiy meydana gelmistir.
Immiinoblotlama sonuglarina gére STAT5+ A-498 hiicrelerinde oldugu gibi STATS
ifadesindeki artis Caki-1 hiicrelerinde otofajiye kars1t bir direng¢ mekanizmasi
gelistirilmesine neden olmamustir.

Ayrica  GFP-LC3  plazmidi transfeksiyonu ve ZnO NP uygulamasi
gergeklestirildiginde A-498 ile benzer sekilde Caki-1 hiicrelerinde de LC3 ifadesinde
artis meydana geldigi gosterilerek ZnO NP’nin RCC hiicrelerinde otofajiye neden
oldugu dogrulanmaistir.

HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasiyla Beclin-1, Atg5 ve LC3 A/B ifadeleri
kontrole oranla anlamli bir sekilde artis géstermistir. Bununla birlikte kontrole gore
ZnO NP uygulamasiyla LC3 A/B proteininin kesilmis formu da gozlemlendiginden
hiicrelerin ZnO NP etkisiyle otofajiye ugradigi belirlenmistir.  ZnO NP’nin
nefrotoksisiteye etkisinin arastirildigi ve HEK-293 hiicrelerinin kullanildig1 bagka bir
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calismada ZnO NP uygulamasinin HEK-293 hiicrelerinde otofajiyi indiikledigi
gosterilmistir (Lin vd., 2016). LC3 ifadesindeki artig, immiinoblotlamanin yani sira
GFP-LC3 plazmidi aktarilip ZnO NP uygulanan HEK-293 hiicrelerinde de
gosterilmistir. Bununla birlikte LC3 ifadesi ZnO NP uygulamasiyla STATS5+ HEK-
293 hiicrelerinde kontrole ve normal HEK-293 hiicrelerine oranla anlamli derecede
artis gostermistir. Ayrica immiinoblotlamaya gore STATS5+ HEK-293 hiicrelerinde
ZnO NP uygulamasiyla LC3 A/B ifadesindeki artis dogrulanmistir. STATS+ HEK-
293 hiicrelerde ZnO NP’nin otofajiyi indiiklemistir. STATS ifadesindeki artis ve ZnO
NP uygulamasi hiicrelerde ROS olusumunu indiiklemektedir (Mi vd., 2018). Bununla
birlikte hiicre i¢i ROS miktarmin artig1 hiicrelerde otofajiyi tetikleyebilir (Redza-
Dutordoir ve Averill-Bates, 2021).

Hiicre 6liimii g6z oniine alindiginda RCC hiicrelerinin kullanildigi bu tez ¢alismasinda
cesitli analiz yontemleriyle ZnO NP’nin apoptozu ve otofajiyi indiikledigi
gosterilmistir. Benzer sekilde ovaryum kanseri hiicre hatt1 SKOV3 ile gergeklestirilen
bir ¢alismada ZnO NP’nin hem apoptozu hem de otofajiyi indiikleyebilecegi
belirlenmistir (Bai vd., 2017).

CCRCC’nin en iyi tanimlanmis risk faktorii obezitedir. Bu nedenle obezite ve
ccRCC’nin lipit metabolizmasindaki degisikliklerle iliskili olmas1 sasirtict degildir.
Lipit metabolizmasi, enerji depolama ve sinyal iletiminde ¢ok 6nemli olan fonksiyonel
bir slireg olarak gorev almaktadir. Lipit metabolizmasinin diizensizligi, timoriin
agresif davranigina katkida bulundugu diisiintilen ccRCC'de yaygin bir anormalliktir.
Siklikla ccRCC'de lipit sentezi ve depolanmasi yukari regiile edilirken, lipit kullanimi
ve oksidasyonu asagi regiile edilir ve bu durum kolesterol, yag asitleri ve trigliseritlerin
birikmesine neden olur. Lipit metabolizmasinin yeniden programlamasi, yag
asitlerinin B-oksidasyonunu inhibe ederken hiicre zar1 sentezini ve hiicre cogalmasini
desteklemektedir (Zhu vd., 2023).

Lipitler sadece enerji saglamakla kalmaz, ayni zamanda hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu kontrol eden sinyal molekiilleri olarak da islev goriir. Bu nedenle
lipit metabolizmasini hedeflemek, ccRCC igin potansiyel bir terapotik strateji olarak
ortaya ¢cikmistir. Lipit metabolizmasinda rol oynayan spesifik enzimlerin veya sinyal
yollarnin belirlenmesi, yeni terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine yol agabilir (Zhu

vd., 2023).
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Son caligmalar miRNA’larin gen ekspresyonunu diizenlemede etkin rol aldigini ve
kanser gelisiminde proliferasyon, farklilagsma, metastaz ve apoptoz dahil olmak iizere
onemli hiicresel siirecleri modiile edebildiklerini géstermistir. Cesitli kanser tiplerinde
onkogen ya da tiimor baskilayici olarak gérev alan miR-33a, karsinogenez ile yakindan
iligkili olan hiicresel kolesterol alimini ve sentezini kontrol eden bir miRNA
oldugundan lipit metabolizmasinin incelenmesinde tercih edilmistir (Gao vd., 2020).
RCC yag asit metabolizmasinin regiilasyonundaki bozulmayla karakterize oldugundan
ve heterojen bir yap1 gosterdiginden ZnO NP’nin yag asit metabolizmasina etkisi de
aragtirtlmistir. RCC’de yag asit metabolizmasina STATS ifadesindeki artisin ve ZnO
NP uygulamalarinin etkisi nétral lipit tanecikleri ve lipit metabolizmasinda gorevli
proteinler agisindan analiz edilmistir. Bununla birlikte hem RCC hiicre hatlarindaki
miR-33a seviyeleri belirlenmis hem de gergeklestirilen transfeksiyonun basarisi tespit
edilmistir.

Lipit damlaciklari, triagilgliserol, kolesterol esterleri ya da agiltransferaz gibi lipojenik
enzimleri igerebilirler. Lipit damlaciklarinin birikmesi pankreas kanseri, glioblastom
ve prostat kanseri ve RCC dahil olmak tizere birgok kanserde tespit edilmistir (Zhou
vd., 2020). Lipit birikiminin baskilanmasi ya da agiltransferazin inhibe edilmesi kanser
hiicrelerinde proliferasyonu engelleyebilir. Bu nedenle ZnO NP nin RCC hiicrelerinde
lipit birikimini nasil etkiledigi arastirilmistir. Ayrica daha 6nce pankreas kanseri hiicre
hatlarinda palbociclib’in lipit birikimini azaltarak hiicre proliferasyonunu baskiladigi
gosterilmistir (Renciizogullari, 2020).

Hiicrede notral lipit taneciklerinin say1 ve boyutlarindaki degisimi incelemek amaciyla
24 saat boyunca 15 pg/ml ZnO NP’ye maruz birakilan normal ve STATS5+ hiicreler
daha sonra fikse edilerek BODIPY ile boyanmis ve floresan goriintiileme saglanmistir.
A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi lipit damlaciklarinin boyutlarinda kontrole
oranla anlamli bir farka neden olmamustir. 15 pg/ml ZnO NP uygulamasi, STATS5+ A
498 hiicrelerinde nétral lipit damlaciklarinin boyutlarinda kiiciilmeye sebep olmustur.
Benzer sekilde Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi lipit
damlaciklarinin boyutlarinda kii¢iilme meydana getirmistir. Benzer sekilde ¢esitli anti
kanser ajanlarin uygulanmasi yag asit metabolizmasinin modiilasyonuyla lipit
birikimini etkileyebilecegi ¢esitli kanser tiplerinde gosterilmistir (Germain vd., 2020;
Renciizogullar1 vd., 2021). Diger bir taraftan tez ¢alismasinda 24 saatlik ZnO NP
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uygulamasinin kontrol gruplarina oranla HEK-293 ve STAT5+ HEK-293 hiicrelerinde
lipit damlaciklariin birikiminde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 belirlenmistir.
Ilging bir sekilde tiim hiicre hatlarinda STATS ifadesinin arttirilmasi lipit
damlaciklarinin boyutlarinda artisa neden olmustur. Bununla birlikte STATS ile lipit
metabolizmasi arasindaki baglantinin daha detayli incelenmesi gerektiginden yag asit
metabolizmasinda gorevli proteinle immiinoblotlama yardimiyla arastirilmistir.
Ayrica yag asit metabolizmasiyla iliskili proteinler incelenirken, kolesterol
metabolizmasiin énemli bir regiilatorii olan miR-33a mimik edildigi ve hem miR-
33a’nin mimik edildigi hem de ZnO NP uygulandig1 birer grup hiicreden protein izole
edilerek ¢alismaya dahil edilmistir.

miR-33a’nin RCC dokularinda tiimor baskilayici olarak davrandigi ve ifadesindeki
azalmanin kotli sagkalimla iliskilendirildigi bilinmektedir (Gao vd., 2020). Bu nedenle
calismada miR-33a’nin mimik edilmesi tercih edilmistir. RCC hiicre hatlarinda
normalde miR-33a ifadelerinin belirlenmesi ve mimik transfeksiyonunun basarisi
miR-33a’ya spesifik primerler kullanilarak qRT-PCR ile analiz edilmistir. Normal
kosullarda Caki-1 hiicrelerinde A-498 hiicre hattina oranla miR-33a seviyeleri daha
yiiksektir. Ayrica miR-33a mimik transfeksiyonu gerceklestirilen A-498 ve Caki-1
hiicrelerinde hiicre i¢i miR-33a ifadesi kontrole oranla basarili sekilde arttirilmistir.
miR-33a mimik transfeksiyonu ve 24 saatlik ZnO NP uygulamalariin ardindan tim
hiicre hatlarindan protein izole edilerek immniiblotlama gerceklestirilmistir. Ardindan
proteinler FASN, ACC, Lipin-1 ve SREBF2 antikorlari ile problanmistir. ccCRCC hasta
dokulariyla gercgeklestirilen calismalarda FASN ekspresyonundaki artisin  timor
agresifligi ile dogrudan iliskili oldugu belirtilmistir (Zhu vd., 2023). Her iki RCC
hiicresinin normal ve STAT5+ kontrol gruplarinda FASN ifadesindeki artig STATS ile
hiicrelerin daha agresif karakter kazandigini yag asit metabolizmasi agisindan da
gostermektedir.

STATS ifadesi arttirllan RCC hiicrelerinde yag asit metabolizmasiyla iliskili
proteinlerin ifadeleri normal hiicrelere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
STATS5b ile yag asit metabolizmasi arasindaki bu baglantinin daha iyi arastirilmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte STAT5a ifadesinin mide kanserinde artis gosterdigi
ve bu durumun yag asit metabolizmasi sinyali ile iliskili oldugu gosterilmistir. Mide
kanseri hiicre hatlarinda STAT5a’nin yag asidi baglayici protein FABP5’e baglanarak
ifadesini diizenledigi tespit edilmistir. Ayrica STATS5a'ya bagimli FABPS
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ekspresyonunun, hiicre i¢i yag asidi metabolizmasini yeniden programlayarak mide
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve tiimdrigenezini destekledigi gosterilmistir
(Dong vd., 2019). Ayrica karaciger kanseri hiicre hatlarinda ve in vivo modellerle
gergeklestirilen diger bir calismada STATS ifadesindeki artigin lipogenezi destekledigi
belirlenmistir. Bununla birlikte karacigerde STATS ifadesinin arttirilmasinin
SREBP1, FASN ve ACC proteinlerin ifadelerinde artisa sebep oldugu gdsterilmistir
(Li vd., 2019).

Diger bir taraftan A-498 ve STATS5+ A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasi kontrole
oranla ACC, SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerinde artisa sebep olmustur. Normal ve
STAT5+ A-498 hiicrelerinde FASN ifadesi ZnO NP uygulamasiyla kontrole gore
anlamli bir degisim gostermemistir. Caki-1 hiicrelerine ZnO NP uygulamasi tiim yag
asit metabolizmasi proteinlerinin ifadesini kontrole oranla arttirmistir. STATS+ Caki-
1 hicrelerinde ise ZnO NP uygulamasi yag asit metabolizmasi proteinlerinin
ifadelerinde kontrole oranla anlamli bir degisim meydana getirmemistir.

A-498 ve STATS+ A-498 hiicrelerinde tek basina miR-33a uygulamas: FASN, ACC,
SREBF2 ve Lipin-1 ifadelerini kontrole oranla arttirmistir. STATS5+ A-498
hiicrelerinde miR-33a mimik transfeksiyonu yag asit metabolizmas1 proteinlerinin
ifadesinde kontrole oranla anlamli bir degisim meydana getirmemistir. Caki-1
hiicrelerine miR-33a mimik uygulamast FASN ve Lipin-1 ifadesinde artisa neden
olmustur. STATS5+ Caki-1 hiicrelerinde ise miR-33a mimik transfeksiyonu kontrole
oranla ACC ve SREBF2 ifadelerinin artmasina, Lipin-1 ifadesinin azalmasina neden
olmustur. miR-33a ve ZnO NP’nin birlikte uygulanmasi ise normal ve STATS5+ RCC
hiicrelerinde ifadesi arastirilan tiim proteinlerde kontrole oranla artigsa sebep olmustur.
Yag asidi ve kolesterol biyosentez yollarindaki birgok enzim, onkogenik
PI3K/Akt/mTORCI sinyal yolu veya hiicre dongiisii diizenleyicileri tarafindan aktive
edilen sterol diizenleyici element baglayici proteinlerin (SREBP) ifadeleri cogu kanser
tipinde transkripsiyon faktorleri tarafindan arttirllmaktadir (Zhu vd., 2023).

RCC hiicrelerinde ZnO NP ve miR-33a uygulamalar1 yag asit metabolizmasiyla iligkili
proteinlerin ifadelerinde artis meydana getirerek yag asidi sentezini desteklemektedir.
Diger bir taraftan bazi in vivo ¢aligmalar ZnO NP’lerin lipit profillerinde degisime
sebep oldugunu ve uzun stireli etkisi géz oniine alindiginda kolesterol miktarlarinda
artisa sebep oldugunu gostermistir. Bununla birlikte ZnO NP'lerin konsantrasyona,

uygulama yoluna ve maruz kalma siiresine bagl olarak lipit degisikliklerine neden
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oldugu bildirilmistir (Ceballos-Gutiérrez vd., 2021). Ayrica miR-33a’nin kanser tipine
gore sergiledigi etki profili farklilik gostermektedir (Gao vd., 2020). miR-33a ve ZnO
NP’nin birlikte uygulanmasi ise hiicre hattina gore farkl etkiler yaratmistir. Dokuya
gore degisken yanitlar sebebiyle yag asit metabolizmasi ve ZnO NP arasindaki iliski
daha detayli olacak sekilde incelenmelidir.

Gergeklestirilen tiim analizler sonucunda RCC ve HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP’nin
hiicre sagkalimini konsantrasyona bagimli olarak azalttigi belirlenmistir. STATS
ifadesi arttirilan RCC hiicreleri normal RCC hiicrelerine oranla ZnO NP’ye kars1 daha
direnclidir. HEK-293 hiicrelerinde STATS ifadesindeki artisin ZnO NP’ye karst bir
direng gelistirmesinde etkili olmadigi belirlenmistir. Bu durum malignant karakterde
olmayan hiicrelerde JAK/STAT sinyal yolagimin geri besleme mekanizmalariyla
diizgiin sekilde regiile edilmesiyle agiklanmaistir. Diger bir taraftan 15 ve 25 pg/ml ZnO
NP uygulamalart1 hem normal hem de STATS5+ RCC ve HEK-293 hiicrelerinde
zamana bagl olarak hiicre proliferasyonunu baskilamistir. STATS5+ RCC hiicreleri
normal RCC hiicre hatlarina kiyasla ZnO NP’nin hiicre proliferasyonunu baskilama
ozelliginden daha az etkilenmistir. ZnO NP’nin hiicre dongiisii fazlarina etkisi de
analiz edilmistir. RCC ve STAT5+ RCC hiicreleri ZnO NP uygulamasiyla hiicre
dongiisiiniin G2/M fazinda tutulu kalmistir. HEK-293 ve STAT5+ HEK-293
hiicrelerinde ise bu durum s6z konusu degildir. RCC hiicrelerinin G2/M fazinda tutulu
kalmasi, literatiirdeki diger malignant karakterdeki hiicre hatlariyla gergeklestirilen
caligmalarla desteklenmistir. Diger bir taraftan ZnO NP’nin hiicrelere konsantrasyona
bagimli olarak uzun siireli etkisi ve koloni olusturma potansiyellerine etkisi koloni
formasyon testi ile degerlendirilmistir. Gergeklestirilen analiz sonucunda 15 ve 25
ug/ml ZnO NP her iki konsantrasyonda da tiim hiicre hatlarinda koloni olusturma
potansiyelini anlamli derecede baskilamistir. Bununla birlikte koloni olusturma
potansiyeline etkisi bakimindan 25 pg/ml ZnO NP uygulamasi 15 pg/ml ZnO NP
uygulamasina oranla daha etkilidir. ZnO NP’nin etkisinin yani sira, ilging bir sekilde
STATS ifadesi arttirilan hiicre hatlarinda koloni ¢aplarinda artis meydana gelmistir.
STATS ifadesindeki artistn RCC hiicrelerinin morfolojilerinde de mezenkimal
karakteri indiikleyerek uzun podlar olusturmalarina neden oldugu goézlemlenmistir.
Ayrica STATS ifadesindeki artis berrak sitoplazmik igerigin vakuollii bir igerikle
degismesine sebep olmugstur. Her ne kadar literatiirde STATS’in EMTyi destekledigi
gosterilse de RCC hiicrelerinde morfolojik degisikliklere neden olduguyla ilgili daha
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ileri aragtirmalar gerceklestirilmelidir. Ayrica RCC hiicrelerinde STATS ifadesindeki
artis ZnO NP’ye direng gelistirmede etkili olmustur. Bu nedenle RCC’de STATS’in
ilag direnciyle iliskisi ileride gergeklestirilecek ¢alismalar i¢in 6nemlidir. ZnO NP’ye
verilen yanitin STATS ifadesindeki artis disinda RCC alt tiplerinde de farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 dokudan kdken almasina karsin primer A-498 ve
metastatik Caki-1 hiicre hatlarinin uygulanan ZnO NP’ye karst farkli yanitlar
olusturmasi tiimor heterojenitesi arastirmalar1 bakimindan 6nemlidir. ZnO NP’nin
hiicre 6liimiine, MMP kaybina ve DNA hasarina etkisi tez kapsaminda floresan problar
araciligiyla da incelenmistir. ZnO NP tiim hiicre hatlarinda konsantrasyona bagiml
olarak hiicre 6liimiine, DNA hasarina ve MMP kaybina neden olmaktadir. Bununla
birlikte hiicre sagkaliminin ve proliferasyonunun arastirildigi diger verileri destekler
sekilde STATS5+ RCC hiicreleri ZnO NP uygulamalarina kars1 daha direnclidir. Ayrica
metastatik Caki-1 ve STAT5+ Caki-1 hiicrelerinin primer A-498 ve STAT5+ A-498
hiicrelerine oranla ZnO NP’ye daha direngli oldugu floresan problar araciligiyla da
gosterilmistir.

Ayrica ZnO NP’nin RCC’de hiicre 6liimiinii hangi yolla indiikledigini analiz etmek
acisindan ROS iiretimi iizerindeki etkisi floresan goriintilleme ve akis sitometrisi ile
analiz edilmistir. Analizlere gére RCC hiicrelerinde ZnO NP ROS olusumunu
indiiklemektedir. Bununla birlikte STATS5+ hiicrelerde ZnO NP uygulamasi ROS
olusumunu daha fazla indiiklemistir ve bu durum STATS ifadesinde artisin
antioksidan enzim {iretimine ket vurmastyla agiklanmistir.

Literatiirdeki calismalar ZnO NP’nin dokuya spesifik olarak apoptoz, otofaji, nekroz,
ferroptoz ya da mitofaji gibi hiicre o6liim yolaklari tercih edebilecegini
gostermektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda ZnO NP’nin RCC hiicrelerine etkisi
apoptoz ve otofaji yolaklar1 agisindan incelenmistir. Apoptoz ve ZnO NP iligkisi
incelendiginde uygulanan 15 pg/ml ZnO NP konsantrasyonunun hiicrelerde nekroza
ve apoptoza neden oldugu Annexin V/PI boyama ile gosterilmistir. Diger bir yandan
ZnO NP uygulamasiyla apoptotik popiilasyonlar arasinda HEK-293 i¢in anlamli bir
fark gozlemlenememistir. 15 pg/ml ZnO NP uygulamasiin apoptotik proteinlere
etkisi ise immiinoblotlama ile kesilmis kaspaz 3 ve kesilmis kaspaz 8 aracili olarak
degerlendirilmistir. Normal A-498 hiicrelerinde ZnO NP uygulamasiyla kontrole
oranla kesilmis kaspaz 8 ekspresyonunda anlamli bir degisim meydana gelmezken

kesilmis kaspaz 3’te artis meydana gelmesi A-498’in ig¢sel apoptotik yolagi hiicre
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6liimii i¢in tercih ettigini gosteriyor olabilir. Bununla birlikte STATS5+ RCC ve normal
Caki-1 hiicrelerinde her iki kesilmis kaspaz formunda da ekspresyon kontrole oranla
artmastir.

Literatiirde ZnO NP’nin ¢esitli hiicre 06liim yolaklarmi indiikleyebilecegi
gosterilmigstir. Bu nedenle apoptotik parametrelerin yani sira otofajik parametreler de
farkli analiz yontemleriyle incelenmistir. Normal ve STATS5+ RCC hiicrelerinde ZnO
NP uygulamalar otofajiyi indiiklemektedir. Kullanilan iki RCC hiicre hattinda da
ZnO NP uygulamasi nihai olarak hiicre 6liimlerini tetiklese de protein ekspresyon
seviyeleri gibi parametreler birbirlerinden farklilik gdsterebilmektedir. Bu nedenle
metastaz durumlan farklilik gdsterse de ayni dokudan koken alan bu hiicre hatlarinin
farkli yanitlar olusturmasi klinikte tiimdriin heterojen bir yap1 sergileyerek uygulanan
anti kanser ajanlara kars1 farkli yanitlar olusmasini saglayacak ve tedavi olanaklarini
siirlayacaktir.

RCC hiicrelerinin ZnO NP’ye karst bu sekilde farkli yanit olusturmasi cesitli
metabolik yolaklarin incelenmesini gerektirmektedir. Diger bir taraftan tez
calismasinin genel bilgiler kisminda detayli sekilde aciklandigi iizere ccRCC
dokularinda lipit birikiminin gdzlemlenmesi ve yag asit metabolizmasi
regiilasyonunun bozulmasinin bdbreklerde lipotoksisiteye neden olarak ccRCC
gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir. Ayrica ZnO NP’ye kars1 RCC ve HEK-
293 hiicre hatlarmin gelistirdigi  farkli yanitlar yag asit metabolizmasinin
incelenmesini indiiklemistir. Bu nedenle dncelikle STATS ifadesindeki artisin ve ZnO
NP uygulamasinin nétral lipit taneciklerine etkisi analiz edilmistir. Daha sonra lipit
metabolizmasinin 6nemli bir regiilatorii olan miR-33a aracili olarak RCC ve HEK-293
hiicrelerinde yag asit metabolizmas1 proteomik agidan incelenmistir. Hem normal hem
STAT5+ RCC ve HEK-293 hiicrelerinde ZnO NP ve miR-33a uygulamalari yag asidi
sentezini indiiklemektedir. Diger bir taraftan STATS ifadesindeki artis yag asit
metabolizmasi proteinlerinin ifadelerinde artisa sebep olmus ve lipit damlacigi
birikiminde baskin bir rol oynamuistir.

Sonug olarak, RCC hiicrelerinde ROS'un artmasini indiikleyerek segici sitotoksisite
nedeniyle ZnO NP’nin &zellikle otofaji aracili olmak iizere hiicre dliimiine neden
oldugu gosterilmistir. ZnO NP’ nin kanser hiicrelerini segici olarak hedefleyebilecegini
ve Olimiinii indiikleyebilecegi gosteren sonuglar, ZnO NP nin umut verici bir

antikanser ajani olacagini gostermektedir.

191



6. KAYNAKCA

1.

“A-498 Cell Line”, American Type Culture Collection (Online).
https://www.atcc.org/products/htb-44 (Erisim: 22.3.2024).

“Caki-1 Cell Line”, American Type Culture Collection (Online).
https://www.atcc.org/products/htb-46 (Erisim: 22.3.2024).
“Cell Lines in the In Vitro Screen”, National Cancer Institute (Online).

https://dtp.cancer.gov/discovery development/nci-60/cell_list.htm  (Erigim:
22.3.2024).

“HEK-293 Cell Line”, American Type Culture Collection (Online).
https://www.atcc.org/products/crl-1573 (Erisim: 22.3.2024).

“Papillary Renal Cell Carcinoma”, National Cancer Institute (Online).

https://www.cancer.gov/pediatric-adult-rare-tumor/rare-tumors/rare-Kidney-

tumors/papillary-renal-cell-

carcinoma#:~:text=Papillary%?20renal%20cell%20carcinoma%20is,aggressiv
e%20and%20grows%20more%20quickly (Erisim: 24.02.2024).

“STAT5B”, UCSC Genome Browser (Online). https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState
=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chrl7
%3A42199177%2D42276391&hgsid=2133415284 ZrPeXfBz3B0zwwTdJ1l
gj5UahkJ58 (Erisim: 19.03.2024).

Aishajiang, R., Liu, Z., Wang, T., Zhou, L., Yu, D., (2023). “Recent Advances

in Cancer Therapeutic Copper-Based Nanomaterials for Antitumor Therapy”.
Molecules 2023, 28, 2303. https://doi.org/10.3390/ molecules28052303
Alrushaid, N., Khan, F.A., Al-Suhaimi, E.A., Elaissari, A., (2023).
“Nanotechnology in Cancer Diagnosis and Treatment”. Pharmaceutics 2023,
15, 1025. https://doi.org/10.3390/ pharmaceutics15031025

Amreddy, N., Muralidharan, R., Babu, A., Mehta, M., Johnson, E. V., Zhao,
Y. D., Munshi, A., & Ramesh, R. (2015). “Tumor-targeted and pH-controlled
delivery of doxorubicin using gold nanorods for lung cancer
therapy”. International ~ journal ~ of  nanomedicine, 10, 6773-6788.
https://doi.org/10.2147/1JN.S93237

192


https://www.atcc.org/products/htb-44
https://www.atcc.org/products/htb-46
https://dtp.cancer.gov/discovery_development/nci-60/cell_list.htm
https://www.atcc.org/products/crl-1573
https://www.cancer.gov/pediatric-adult-rare-tumor/rare-tumors/rare-kidney-tumors/papillary-renal-cell-carcinoma#:~:text=Papillary%20renal%20cell%20carcinoma%20is,aggressive%20and%20grows%20more%20quickly
https://www.cancer.gov/pediatric-adult-rare-tumor/rare-tumors/rare-kidney-tumors/papillary-renal-cell-carcinoma#:~:text=Papillary%20renal%20cell%20carcinoma%20is,aggressive%20and%20grows%20more%20quickly
https://www.cancer.gov/pediatric-adult-rare-tumor/rare-tumors/rare-kidney-tumors/papillary-renal-cell-carcinoma#:~:text=Papillary%20renal%20cell%20carcinoma%20is,aggressive%20and%20grows%20more%20quickly
https://www.cancer.gov/pediatric-adult-rare-tumor/rare-tumors/rare-kidney-tumors/papillary-renal-cell-carcinoma#:~:text=Papillary%20renal%20cell%20carcinoma%20is,aggressive%20and%20grows%20more%20quickly
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr17%3A42199177%2D42276391&hgsid=2133415284_ZrPeXfBz3B0zwwTdJ1qj5UahkJ58
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr17%3A42199177%2D42276391&hgsid=2133415284_ZrPeXfBz3B0zwwTdJ1qj5UahkJ58
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr17%3A42199177%2D42276391&hgsid=2133415284_ZrPeXfBz3B0zwwTdJ1qj5UahkJ58
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr17%3A42199177%2D42276391&hgsid=2133415284_ZrPeXfBz3B0zwwTdJ1qj5UahkJ58
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr17%3A42199177%2D42276391&hgsid=2133415284_ZrPeXfBz3B0zwwTdJ1qj5UahkJ58
https://doi.org/10.2147/IJN.S93237

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Angori, S., Lobo, J., & Moch, H. (2022). “Papillary renal cell carcinoma:
current and controversial issues”. Current opinion in urology, 32(4), 344-351.
https://doi.org/10.1097/MOU.0000000000001000

Anjum, S., Hashim, M., Malik, S.A., Khan, M., Lorenzo, J.M., Abbasi, B.H.,
Hano, C., (2021). “Recent Advances in Zinc Oxide Nanoparticles (ZnO NPs)

for Cancer Diagnosis, Target Drug Delivery, and Treatment”. Cancers 2021,
13, 4570. https://doi.org/10.3390/ cancers13184570

Baldim, 1., Oliveira, W. P., Kadian, V., Rao, R., Yadav, N., Mahant, S.,
Lucarini, M., Durazzo, A., Da Ana, R., Capasso, R., Souto, S. B., Santini, A.,
& Souto, E. B. (2020). “Natural Ergot Alkaloids in Ocular Pharmacotherapy:
Known Molecules for Novel Nanoparticle-Based Delivery
Systems”. Biomolecules, 10(7), 980. https://doi.org/10.3390/biom10070980
Balzer, M.S., Rohacs, T., Susztak, K., (2022). “How Many Cell Types Are in
the Kidney and What Do They Do?”. Annu. Rev. Physiol. 2022.84:507-531.
DOI: 10.1146/annurev-physiol-052521 121841

Barata, P. C., Rini, B. I. (2017). “Treatment of renal cell carcinoma: Current

status and future directions”. CA: a cancer journal for clinicians, 67(6), 507—
524, https://doi.org/10.3322/caac.21411

Beckermann, K., E., Sharma, D., Chaturvedi, S., Msaouel, P., Abboud, M. R.,
Allory, Y., Bourdeaut, F., Calderaro, J., de Cubas, A. A., Derebail, V. K.,
Hong, A. L., Naik, R. P., Malouf, G. G., Mullen, E. A., Reuter, V. E., Roberts,
C. W. M., Walker, C. L., Wood, C. G., DeBaun, M. R., Van Poppel, H., ...
Rathmell, W. K. (2017). “Renal Medullary Carcinoma: Establishing

Standards in Practice”. Journal of oncology practice, 13(7), 414-421.
https://doi.org/10.1200/JOP.2017.020909
Bildirici, K., Oner, U., Isiksoy, S., Diindar, E., Kara, E., (1999). “Sarkomatoid

Renal Hiicreli Karsinom (3 Olgu Sunumu). Tiirkiye Ekopatoloji Dergisi 5(1-
2):39-42

Bobulescu, I.A., Pop, L.M., Mani, C., Turner, K., Rivera, C., Khatoon, S.,
Kairamkonda, S., Hannan, R., Palle, K., (2021). “Renal Lipid Metabolism
Abnormalities in Obesity and Clear Cell Renal Cell Carcinoma”. Metabolites
2021, 11, 608. https:// doi.org/10.3390/metabo11090608

193


https://doi.org/10.1097/MOU.0000000000001000
https://doi.org/10.3390/biom10070980
https://doi.org/10.3322/caac.21411
https://doi.org/10.1200/JOP.2017.020909

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Brachet-Botineau, M., Polomski, M., Neubauer, H. A., Juen, L., Hédou, D.,
Viaud-Massuard, M. C., Prié, G., & Gouilleux, F. (2020). “Pharmacological
Inhibition of Oncogenic STAT3 and STAT5 Signaling in Hematopoietic
Cancers”. Cancers, 12(1), 240. https://doi.org/10.3390/cancers12010240

Brauch, H., Weirich, G., Klein, B., Rabstein, S., Bolt, H. M., & Briining, T.

(2004). “VHL mutations in renal cell cancer: does occupational exposure to
trichloroethylene make a difference?”. Toxicology letters, 151(1), 301-310.
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2003.12.074

Bromberg, J., Darnell, J. E., Jr (2000). “The role of STATs in transcriptional
control and their impact on cellular function”. Oncogene, 19(21), 2468-2473.
https://doi.org/10.1038/sj.0nc.1203476

Calio, A., Ammendola, S., Brunelli, M., Pedron, S., Gobbo, S., Martignoni, G.,

(2021). “Parvalbumin immunohistochemical expression in the spectrum of
perivascular epithelioid cell (PEC) lesions of the kidney”. Virchows Arch 478,
785-791. https://doi.org/10.1007/s00428-020-02856-y

Chawla, N.S., Sayegh, N., Prajapati, S., Chan, E.,Pal, S.K., Chehrazi-Raffle,
A., (2023). “An Update on the Treatment of Papillary Renal Cell Carcinoma”.
Cancers, 15, 565. https://doi.org/10.3390/ cancers15030565

Cheng, L. C., Chao, Y. J., Overman, M. J., Wang, C.-, Phan, N. N., Chen, Y.
L., Wang, T. W., Hsu, H. P., Shan, Y. S., Lai, M. D. (2020). “Increased

expression of secreted frizzled related protein 1 (SFRP1) predicts ampullary
adenocarcinoma recurrence”. Scientific reports, 10(1), 13255.
https://doi.org/10.1038/s41598-020-69899-8

Cheng, Z., Li, M., Dey, R., Chen, Y. (2021). “Nanomaterials for cancer

therapy: current progress and perspectives”. Journal of hematology &
oncology, 14(1), 85. https://doi.org/10.1186/s13045-021-01096-0

Chithrani, B. D., Chan, W. C. (2007). “Elucidating the mechanism of cellular
uptake and removal of protein-coated gold nanoparticles of different sizes and
shapes”. Nano letters, 7(6), 1542—1550. https://doi.org/10.1021/n1070363y
Chu, Q., Han, N., Yuan, X., Nie, X., Wu, H., Chen, Y., Guo, M., Yu, S., &
Wu, K. (2014). “DACH1 inhibits cyclin D1 expression, cellular proliferation

and tumor growth of renal cancer cells”. Journal of hematology & oncology, 7,
73. https://doi.org/10.1186/s13045-014-0073-5

194


https://doi.org/10.3390/cancers12010240
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1203476
https://doi.org/10.1007/s00428-020-02856-y
https://doi.org/10.1038/s41598-020-69899-8
https://doi.org/10.1021/nl070363y

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Clark P. E. (2009). “The role of VHL in clear-cell renal cell carcinoma and its
relation to targeted therapy”. Kidney international, 76(9), 939-945.
https://doi.org/10.1038/ki.2009.296

Crintea, A., Motofelea, A.C., Sovrea, A.S., Constantin, A.-M., Crivii, C.-B.,
Carpa, R., Dut u, A.G., (2023). “Dendrimers: Advancements and Potential

Applications in Cancer Diagnosis and Treatment—An Overview”.
Pharmaceutics 2023, 15, 1406. https://doi.org/10.3390/
pharmaceutics15051406

Caliskan, S., Gokge, A.M., Giimriik¢ii, G., Onenerk, M., (2015). “Renal
Medullary Carcinoma; A Rare Entity” Iran J Med Sci March 2017; Vol 42 No
2

Cesmeli, S., Avci, C.B., (2018). “ Application of Titanium Dioxide (TiO2)
Nanoparticles in Cancer Therapies”. Journal of Drug Targeting. DOI:
10.1080/1061186X.2018.152733

Davalos, A., Goedeke, L., Smibert, P., Ramirez, C. M., Warrier, N. P., Andreo,
U., Cirera-Salinas, D., Rayner, K., Suresh, U., Pastor-Pareja, J. C., Esplugues,
E., Fisher, E. A., Penalva, L. O., Moore, K. J., Suarez, Y., Lai, E. C., &
Fernandez-Hernando, C. (2011). “miR-33a/b contribute to the regulation of
fatty acid metabolism and insulin signaling”. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 108(22), 9232-9237.
https://doi.org/10.1073/pnas.1102281108

Ding, J., Chen, G., Chen, G., & Guo, M. (2019). “One-Pot Synthesis of
Epirubicin-Capped Silver Nanoparticles and Their Anticancer Activity against
Hep G2 Cells”. Pharmaceutics, 11(3), 123.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics11030123

Dristant, U., Mukherjee, K., Saha, S., & Maity, D. (2023). “An Overview of

Polymeric Nanoparticles-Based Drug Delivery System in Cancer
Treatment”. Technology in  cancer research &  treatment, 22,
15330338231152083. https://doi.org/10.1177/15330338231152083

Duarte, J., Sharma, A., Sharifi, E., Damiri, F., Berrada, M., Khan, M.A., Singh,
S.K., Dua, K., Veiga, F., Mascarenhas-Melo, F., Pires, P.C., Paiva-Santos,

A.C., (2023). “Topical delivery of nanoemulsions for skin cancer treatment”.

Applied Materials Today 35. https://doi.org/10.1016/j.apmt.2023.102001

195


https://doi.org/10.1038/ki.2009.296
https://doi.org/10.1073/pnas.1102281108
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics11030123
https://doi.org/10.1177/15330338231152083
https://doi.org/10.1016/j.apmt.2023.102001

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Elhissi, A. M., Ahmed, W., Hassan, I. U., Dhanak, V. R., & D'Emanuele, A.
(2012). ”Carbon nanotubes in cancer therapy and drug delivery”. Journal of
drug delivery, 2012, 837327. https://doi.org/10.1155/2012/837327

Elmore S. (2007). “Apoptosis: a review of programmed cell
death”. Toxicologic pathology, 35(4), 495-516.
https://doi.org/10.1080/01926230701320337

Eron, S. J., MacPherson, D. J., Dagbay, K. B., & Hardy, J. A. (2018). “Multiple

Mechanisms of Zinc-Mediated Inhibition for the Apoptotic Caspases-3, -6, -7,
and -8”. ACS chemical biology, 13(5), 1279-1290.
https://doi.org/10.1021/acschembio.8b00064

Farzin, A., Etesami, A., Quint, J., Memic, A., Tamayol, A., (2020). “Magnetic

nanoparticles in cancer therapy and diagnosis”. Adv Healthc Mater. May ;
9(9): €1901058. doi:10.1002/adhm.201901058.

Fulton, M.D., Najahi-Missaoui, W., (2023). “Liposomes in Cancer Therapy:
How Did We Start and Where Are We Now”. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 6615.
https://doi.org/ 10.3390/ijms24076615

Gao, C., Wei, J., Tang, T., Huang, Z., (2020). “Role of microRNA-33a in
malignant cells (Review)”. Oncology Letters 20: 2537-2556. DOI:
10.3892/01.2020.11835

Gavas, S., Quazi, S., Karpinski, T.M., (2021). “Nanoparticles for Cancer
Therapy: Current Progress and Challenges”. Nanoscale Letters 16:173.
https://doi.org/10.1186/s11671-021-03628-6

Govindan, B., Sabri, M.A., Hai, A., Banat, F., Haija, M.A., (2023). “A Review

of Advanced Multifunctional Magnetic Nanostructures for Cancer Diagnosis

and Therapy Integrated into an Artificial Intelligence Approach”.
Pharmaceutics 2023, 15, 868. https://doi.org/10.3390/ pharmaceutics15030868
Grignon, D.J., Che, M., (2005). “Clear Cell Renal Cell Carcinoma”. Clin Lab
Med 25 (2005) 305-316. doi:10.1016/j.cl1.2005.01.012

Grignon, D.J., Che, M., (2005). “Clear Cell Renal Cell Carcinoma”. Clin Lab
Med 25 (2005) 305-316. doi:10.1016/j.cl1.2005.01.012

Giirses, N., (2013). “Abraxane’in Kanser Hiicrelerinin Hiicre Kinetigi
Parametreleri Uzerine Etkileri”. Yiiksek Lisans Tezi. Danisman: Mehmet

Rifki Topeul. Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.

196


https://doi.org/10.1155/2012/837327
https://doi.org/10.1080/01926230701320337
https://doi.org/10.1021/acschembio.8b00064
https://doi.org/10.1186/s11671-021-03628-6

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Giirsoy, D., Secinti, I.E., Hakverdi, S., Goriir, S., (2020). “Renal Cell
Carcinoma: Epidemiological Profile and Histopathological Features”. Bull
Urooncol 2020;19:68-73. DOI: 10.4274/uob.galenos.2020.1426

Halim, C.E., Deng, S., Ong, M.S., Yap, C.T., (2020). “Involvement of STAT5
in Oncogenesis”. Biomedicines 2020, 8, 316;
doi:10.3390/biomedicines8090316

Hanley, C., Layne, J., Punnoose, A., Reddy, K.M., Coombs, I., Coombs, A.,
Feris, K., Wingett, D., (2008). “Preferential killing of cancer cells and
activated human T cells using ZnO nanoparticles”. Nanotechnology. 2008 ;
19(29): 295103-. doi:10.1088/0957-4484/19/29/295103

Hirata, H., Hinoda, Y., Nakajima, K., Kawamoto, K., Kikuno, N., Ueno, K.,
Yamamura, S., Zaman, M. S., Khatri, G., Chen, Y., Saini, S., Majid, S., Deng,
G., Ishii, N., & Dahiya, R. (2011). “Wnt antagonist DKK1 acts as a tumor
suppressor gene that induces apoptosis and inhibits proliferation in human
renal cell carcinoma”. International journal of cancer, 128(8), 1793-1803.
https://doi.org/10.1002/ijc.25507

Horiguchi, A., Oya, M., Shimada, T., Uchida, A., Marumo, K., Murai, M.,
(2002). “Activation Of Signal Transducer And Activator Of Transcription 3 In
Renal Cell Carcinoma: A Study Of Incidence And Its Association With

Pathological Features And Clinical Outcome”. The Journal of Urology, Vol.
168, 762-765.

Hosseini, S.M., Mohammadnejad, J., Salamat, S., Beiram Zadeh, Z., Tanhaei,
M., Ramakrishna, S., (2023). “Theranostic polymeric nanoparticles as a new
approach in cancer therapy and diagnosis: a review”. Materials Today
Chemistry 29. https://doi.org/10.1016/j.mtchem.2023.101400

Hsieh, J. J., Purdue, M. P., Signoretti, S., Swanton, C., Albiges, L.,
Schmidinger, M., Heng, D. Y., Larkin, J., & Ficarra, V. (2017). “Renal cell

carcinoma”. Nature reviews. Disease primers, 3, 170009.
https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.9

Hsieh, J. J., Purdue, M. P., Signoretti, S., Swanton, C., Albiges, L.,
Schmidinger, M., Heng, D. Y., Larkin, J., & Ficarra, V. (2017). “Renal cell

carcinoma”. Nature reviews. Disease primers, 3, 170009.
https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.9

197


https://doi.org/10.1002/ijc.25507
https://doi.org/10.1016/j.mtchem.2023.101400
https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.9
https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.9

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

Hwa, V., Nadeau, K., Wit, J. M., & Rosenfeld, R. G. (2011). “STAT5b
deficiency: lessons from STAT5b gene mutations”. Best practice & research.
Clinical endocrinology & metabolism, 25(1), 61-75.
https://doi.org/10.1016/j.beem.2010.09.003

Ibrahim, M.A L., Othman, R., Chee, C.F., Ahmad Fisol, F., (2023). “Evaluation

of Folate-Functionalized Nanoparticle Drug Delivery Systems—Effectiveness
and Concerns”. Biomedicines 2023, 11, 2080. https://doi.org/10.3390/
biomedicines11072080

Iravani, S., Varma, R.S., (2022). “Nanosponges for Drug Delivery and Cancer
Therapy: Recent Advances”. Nanomaterials 2022, 12, 2440. https://
doi.org/10.3390/nan012142440

Jan, R., Chaudhry, G., (2019). “Understanding Apoptosis and Apoptotic
Pathwats Targeted Cancer Therapeutics”. Adv Pharm Bull, 2019, 9(2), 205-
218. doi: 10.15171/apb.2019.024

Jiang, K., Sun, F., Zhu, J., Luo, G., Ban, Y., Zhang, P., (2019). “miR-33a
inhibits cell growth in renal cancer by downregulation of MDM4 expression”.

Molecular Genetics & Genomic Medicine 2019;7:¢833. DOI:

10.1002/mgg3.833
Jin, C., Wang, K., Oppong-Gyebi, A., & Hu, J. (2020). “Application of
Nanotechnology in Cancer Diagnosis and Therapy - A Mini-

Review”. International journal of medical sciences, 17(18), 2964-2973.
https://doi.org/10.7150/ijms.49801
Joudeh, N., & Linke, D. (2022). “Nanoparticle classification, physicochemical

properties, characterization, and applications: a comprehensive review for
biologists™. Journal of nanobiotechnology, 20(1), 262.
https://doi.org/10.1186/s12951-022-01477-8

Jung, Y.Y., Um, J.-Y., Chinnathambi, A., Govindasamy, C., Sethi, G., Ahn,
K.S., (2022). “Leelamine Modulates STAT5 Pathway Causing ,Both
Autophagy and Apoptosis in Chronic Myelogenous Leukemia Cells”. Biology
2022, 11, 366. https:// doi.org/10.3390/biology11030366

Karthic, A., Roy, A., Lakkakula, J., Alghamdi, S., Shakoori, A., Babalghith,
A.O., Emran, T.B., Sharma, R., Lima, C.M.G., Kim, B., Park, M.N., Safi, S.Z.,
de Almeida, R.S., Coutinho, H.D.M., (2022). “Cyclodextrin nanoparticles for

198


https://doi.org/10.1016/j.beem.2010.09.003
https://doi.org/10.7150/ijms.49801
https://doi.org/10.1186/s12951-022-01477-8

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

diagnosis and potential cancer therapy: A systematic review”. Front. Cell Dev.
Biol. 10:984311. doi: 10.3389/fcell.2022.984311

Kawakami, K., Hirata, H., Yamamura, S., Kikuno, N., Saini, S., Majid, S.,
Tanaka, Y., Kawamoto, K., Enokida, H., Nakagawa, M., & Dahiya, R. (2009).
“Functional significance of Wnt inhibitory factor-1 gene in kidney
cancer”. Cancer research, 69(22), 8603-8610. https://doi.org/10.1158/0008-
5472.CAN-09-2534

Kempkensteffen, C., Fritzsche, F. R., Johannsen, M., Weikert, S., Hinz, S.,
Dietel, M., Riener, M. O., Moch, H., Jung, K., Krause, H., Miller, K., &

Kristiansen, G. (2009). “Down-regulation of the pro-apoptotic XIAP
associated factor-1 (XAF1) during progression of clear-cell renal
cancer”. BMC cancer, 9, 276. https://doi.org/10.1186/1471-2407-9-276
Khalifehzadeh, R., Arami, H., (2020). “Biodegradable Calcium Phosphate
Nanoparticles for Cancer Therapy”. Adv Colloid Interface Sci. 2020 May ;
279: 102157. d0i:10.1016/j.cis.2020.102157.

Khan, M.J.,, Ahmad, A., Khan, M.A., Siddiqui, S., (2021). “Zinc Oxide

Nanoparticle Induces Apoptosis in Human Epidermoid Carcinoma Cells

Through Reactive Oxygen Species and DNA Degradation”. Biological Trace
Element Research (2021) 199:2172-2181. https://doi.org/10.1007/s12011-
020-02323-4

Kim, W., Gersey, Z., Daaka, Y., (2012). “Rap1GAP regulates renal cell
carcinoma invasion”. Cancer Lett. 2012 July 1; 320(1): 65-71.
doi:10.1016/j.canlet.2012.01.022

Koohi Moftakhari Esfahani, M., Alavi, S. E., Cabot, P. J., Islam, N., & lzake,

E. L. (2022). “Application of Mesoporous Silica Nanoparticles in Cancer

Therapy and Delivery of Repurposed Anthelmintics for Cancer
Therapy”. Pharmaceutics, 14(8), 1579.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14081579

Krishnan, S.R., George, S.K., (2014). “Nanotherapeutics in Cancer

Prevention, Diagnosis and Treatment”. Pharmacology and Therapeutics,
Chapter 8, 235-253. http://dx.doi.org/10.5772/58419
Kumar, P., Gajbhiye, K.R., Paknikar, K.M., Gajbhiye, V., (2019). “Current

Status and Future Challenges of Various Polymers as Cancer Therapeutics”.

199


https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-2534
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-2534
https://doi.org/10.1186/1471-2407-9-276
https://doi.org/10.1007/s12011-020-02323-4
https://doi.org/10.1007/s12011-020-02323-4
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14081579
http://dx.doi.org/10.5772/58419

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Polymeric Nanoparticles as a Promising Tool for Anti-cancer Therapeutics,
Chapter 1, 1-20. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816963-6.00001-7

Li, W., Li, J., Bao, J., (2012). “Microautophagy: lesser-known self-eating”.
Cell. Mol. Life Sci. (2012) 69:1125-1136 DOI 10.1007/s00018-011-0865-5
Linders, A. N., Dias, 1. B., Lopez Fernandez, T., Tocchetti, C. G., Bomer, N.,

& Van der Meer, P. (2024). “A review of the pathophysiological mechanisms
of doxorubicin-induced cardiotoxicity and aging”. npj aging, 10(1), 9.
https://doi.org/10.1038/s41514-024-00135-7

Linehan, W.M., Walther, M.M., Zbar, B., (2003). “The Genetic Basis of
Cancer of The Kidney”. The Journal of Urology, Vol. 170, 2163-2172. DOI:
10.1097/01.ju.0000096060.92397.ed

Lisik, K., Krokosz, A., (2021). “Application of Carbon Nanoparticles in
Oncology and Regenerative Medicine”. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8341.
https://doi.org/10.3390/ ijms22158341

Loh, S.N., (2010). “The missing Zinc: p53 misfolding and cancer”.
Metallomics, 2010, 2, 442-449. DOI: 10.1039/c003915b

Low, P. S., & Kularatne, S. A. (2009). “Folate-targeted therapeutic and

imaging agents for cancer”. Current opinion in chemical biology, 13(3), 256—
262. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2009.03.022

Luo, Y., Medina Bengtsson, L., Wang, X., Huang, T., Liu, G., Murphy, S.,
Wang, C., Koren, J.,, 3rd, Schafer, Z., & Lu, X. (2020). “UQCRH
downregulation promotes Warburg effect in renal cell carcinoma
cells”. Scientific reports, 10(1), 15021. https://doi.org/10.1038/s41598-020-
72107-2

Ma, Y., Dong, S., Li, X,, Kim, B.Y.S., Yang, Z., Jiang, W., (2021).
“Extracellular Vesicles: An Emerging Nanoplatform for Cancer Therapy”.
Front. Oncol. 10:606906. doi: 10.3389/fonc.2020.606906

Mandal, A., Bisht, R., Rupenthal, 1.D., Mitra, A.K., (2017). “Polymeric

micelles for ocular drug delivery: From structural frameworks to recent
preclinical studies”. Journal of Controlled Release 248 (2017) 96-116.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.01.012

Masson, D., Rioux-Leclercq, N., Fergelot, P., Jouan, F., Mottier, S., Théoleyre,

S., ... Denis, M. G. (2010). “Loss of expression of TIMP3 in clear cell renal

200


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816963-6.00001-7
https://doi.org/10.1038/s41514-024-00135-7
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2009.03.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.01.012

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

cell carcinoma”. European Journal of Cancer, 46(8), 1430-1437.
doi:10.1016/j.ejca.2010.01.009

Maurya, H., Kumar, T., Kumar, S., (2018). “Anatomical and Physiological
Similarities of Kidney in Different Experimental Animals Used for Basic
Studies”. Journal of Clinical & Experimental Nephrology Vol.3 No.2: 09. DOI:
10.21767/2472-5056.100060

Maurya, H., Kumar, T., Kumar, S., (2018). “Anatomical and Physiological
Similarities of Kidney in Different Experimental Animals Used for Basic
Studies”. Journal of Clinical & Experimental Nephrology Vol.3 No.2:09. DOI:
10.21767/2472-5056.100060

Milane, L., Ganesh, S., Shah, S., Duan, Z., Amiji, M., (2011). “Multi-Modal
Strategies for Overcoming Tumor Drug Resistance: Hypoxia, Warburg’s
Effect, Stem Cells, and Multifunctional Nanotechnology”. J Control Release,
October 30; 155(2): 237-247. doi:10.1016/j.jconrel.2011.03.032

Morris, M. R., & Mabher, E. R. (2010). “Epigenetics of renal cell carcinoma:
the path towards new diagnostics and therapeutics”. Genome medicine, 2(9),
59. https://doi.org/10.1186/gm180

Mundekkad, D., Cho, W.C., (2022). “Nanoparticles in Clinical Translation for
Cancer Therapy”. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1685. https://doi.org/
10.3390/ijms23031685

Nagashima, Y., Kuroda, N., & Yao, M. (2013). “Transition of organizational

category on renal cancer”. Japanese journal of clinical oncology, 43(3), 233—
242. https://doi.org/10.1093/jjco/hyt006

Navai, N., Wood, C. G. (2012). “Environmental and modifiable risk factors in

renal cell carcinoma”. Urologic oncology, 30(2), 220-224.
https://doi.org/10.1016/j.urolonc.2011.10.001

Nayman, A.H., Siginc, H., Zemheri, E., Yencilek, F., Yildirinm, A., Telci, D.,
(2019). “Dual-Inhibition of mTOR and Bcl-2 Enhances the Anti-tumor Effect

of Everolimus against Renal Cell Carcinoma In Vitro and In Vivo™. Journal of
Cancer, 2019; 10(6): 1466-1478. doi: 10.7150/jca.29192

O’Brien, J., Hayder, H., Zayed, Y., Peng, C., (2018). “Overview of MicroRNA
Biogenesis, Mechanisms of Actions, and Circulation”. Front. Endocrinol.

9:402. doi: 10.3389/fendo.2018.00402

201


https://doi.org/10.1186/gm180
https://doi.org/10.1093/jjco/hyt006
https://doi.org/10.1016/j.urolonc.2011.10.001

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Oh, N., Park, J.H., (2014). “Endocytosis and Exocytosis of Nanoparticles in
Mammalian Cells”. International Journal of Nanomedicine, 2014:9 (Suppl 1)
51-63. http://dx.doi.org/10.2147/1JN.S26592

Ono, K., Horie, T., Nishino, T., Baba, O., Kuwabara, Y., Yokode, M., Kita, T.,
Kimura, T., (2015). “MicroRNA-33a/b in Lipid Metabolism”. Circ J 2015; 79:
278 — 284. doi: 10.1253/circj.CJ-14-1252

Orlova, A., Wagner, C., de Araujo, E. D., Bajusz, D., Neubauer, H. A., Herling,
M., Gunning, P. T., Keserii, G. M., & Moriggl, R. (2019). “Direct Targeting
Options for STAT3 and STAT5 in Cancer”. Cancers, 11(12), 1930.
https://doi.org/10.3390/cancers11121930

Ozcan, A., Krishnan, B., Truong, L., (2014). “Renal Tumors”, Pathobiology of
Human Disease, 2869-2899. doi:10.1016/b978-0-12-386456-7.05415-0
Parzych, K.R., Klionsky, D.J., (2014). “An Overview of Autophagy:

Morphology, Mechanism, and Regulation”. Antioxidants & Redox Signalling
Vol. 20 (3). DOI: 10.1089/ars.2013.5371

Patron-Romero, L., Luque-Morales, P.A., Loera-Castaneda, V., Lares-Asseff,
., Leal-Avila, M.A., Alvelais-Palacios, J.A., Plasencia-Lopez, 1., Almanza-
Reyes, H., (2022). “Mitochondrial Dysfunction Induced by Zinc Oxide
Nanoparticles”.  Crystals 2022, 12, 1089. https://doi.org/10.3390/
cryst12081089

Pelicano, H., Martin, D.S., Xu, R-H., Huang, P., (2006). “Glycolysis inhibition
for anticancer treatment”. Oncogene (2006) 25, 4633-4646.

Peters, ., Eggers, H., Atschekzei, F., Hennenlotter, J., Waalkes, S.,
Trankenschuh, W., ... Serth, J. (2012). GATA5CpG island methylation in renal
cell cancer: a potential biomarker for metastasis and disease progression. BJU
International, 110(2b), E144-E152. doi:10.1111/j.1464-410x.2011.10862.x
Prasad, R., Aiyer, S., Chauhan, D. S., Srivastava, R., Selvaraj, K., (2015).
“Bioresponsive carbon nano-gated multifunctional mesoporous silica for
cancer theranostics”. Nanoscale. DOI: 10.1039/CSNR06756A

Qian, F., Engst, S., Yamaguchi, K., Yu, P., Won, K. A., Mock, L., Lou, T.,
Tan, J., Li, C., Tam, D., Lougheed, J., Yakes, F. M., Bentzien, F., Xu, W.,
Zaks, T., Wooster, R., Greshock, J., Joly, A. H. (2009). “Inhibition of tumor
cell growth, invasion, and metastasis by EXEL-2880 (XL880, GSK1363089), a

202


http://dx.doi.org/10.2147/IJN.S26592
https://doi.org/10.3390/cancers11121930

novel inhibitor of HGF and VEGF receptor tyrosine kinases”. Cancer
research, 69(20), 8009-8016. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-
4889

100. Qian, H., Yang, Y., (2016). “Functional role of autophagy in gastric
cancer”. Oncotarget Vol. 7, No. 14, 17641-17651.
101. Rai, D.B., Medicherla, K., Pooja, D., Kulhari, H., (2023). “Dendrimer

Mediated Delivery of Anticancer Drugs for Colon Cancer Treatment”.
Pharmaceutics 2023, 15, 801. https://doi.org/10.3390/ pharmaceutics15030801

102. Rashid, M., Schwartz, G.J., (2012). “Overview, Structure and Function
of the Nephron”. Pediatric Critical Care Study Guide: Text and Review. Ed.
Steven E. Lucking, Frank A. Maffei, Robert F. Tamburro, NEal J. Thomas.
London: Springer. Chapter 6 (s.135-136). DOI: 10.1007/978-0-85729-923-9

103. Reshma, V.G., Monahan, P.V., (2017). “Cellular interactions of zinc
oxide nanoparticles with human embryonic kidney (HEK 293) cells”. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces 157 (2017) 182-19.
http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2017.05.069

104. Reynolds, J. G., Geretti, E., Hendriks, B. S., Lee, H., Leonard, S. C.,
Klinz, S. G., Noble, C. O., Liicker, P. B., Zandstra, P. W., Drummond, D. C.,
Olivier, K. J., Jr, Nielsen, U. B., Niyikiza, C., Agresta, S. V., & Wickham, T.
J. (2012). “HER2-targeted liposomal doxorubicin displays enhanced anti-
tumorigenic effects without associated cardiotoxicity”. Toxicology and applied
pharmacology, 262(1), 1-10. https://doi.org/10.1016/j.taap.2012.04.008

105. Rizi, H.A.Y., Shin, D.H., Rizi, S.Y., (2022). “Polymeric Nanoparticles
in Cancer Chemotherapy: A Narrative Review”. Iran J Public Health, Vol. 51,
No.2, Feb 2022, pp.226-239

106. Roshani, M., Rezaian-Isfahni, A., Lotfalizadeh, M. H., Khassafi, N.,
Abadi, M. H. J. N., & Nejati, M. (2023). “Metal nanoparticles as a potential

technique for the diagnosis and treatment of gastrointestinal cancer: a

comprehensive review”. Cancer cell international, 23(1), 280.
https://doi.org/10.1186/s12935-023-03115-1
107. Sanchez-Lopez, E., Guerra, M., Dias-Ferreira, J., Lopez-Machado, A.,

Ettcheto, M., Cano, A., Espina, M., Camins, A., Garcia, M. L., & Souto, E. B.

(2019).  “Current  Applications of Nanoemulsions in  Cancer

203


https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-4889
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-4889
https://doi.org/10.1016/j.taap.2012.04.008
https://doi.org/10.1186/s12935-023-03115-1

Therapeutics”. Nanomaterials (Basel, Switzerland), 9(6), 821.
https://doi.org/10.3390/nan09060821

108. Sell, M., Lopes, A. R., Escudeiro, M., Esteves, B., Monteiro, A. R.,
Trindade, T., & Cruz-Lopes, L. (2023). “Application of Nanoparticles in

Cancer  Treatment: A  Concise  Review”. Nanomaterials  (Basel,
Switzerland), 13(21), 2887. https://doi.org/10.3390/nan013212887
109. Semenza, J. C., Ziogas, A., Largent, J., Peel, D., & Anton-Culver, H.

(2001). “Gene-environment interactions in renal cell carcinoma”. American
journal of epidemiology, 153(9), 851-859.
https://doi.org/10.1093/aje/153.9.851

110. Shapiro, D.D., Virumbrales-Muifioz, M., Beebe, D.J., Abel, E.J., (2022).

“Models of Renal Cell Carcinoma Used to Investigate Molecular Mechanisms
and Develop New Therapeutics”. Front. Oncol. 12:871252. doi:
10.3389/fonc.2022.871252

111. Shen, J.,, Yang, D., Zhou, X., Wang, Y., Tang, S., Yin, H., Wang, J.,
Chen, R., & Chen, J. (2019). “Role of Autophagy in Zinc Oxide Nanoparticles-
Induced Apoptosis of Mouse LEYDIG Cells”. International journal of
molecular sciences, 20(16), 4042. https://doi.org/10.3390/ijms20164042

112. Shenoy, N., Vallumsetla, N., Zou, Y., Galeas, J.N., Shrivastava, M.,
Hu, C., Susztak, K., Verma, A., (2015). “Role of DNA methylation in renal cell

carcinoma”. Journal of Hematology & Oncology (2015) 8:88. DOI
10.1186/s13045-015-0180-y

113. Sheoran, S., Arora, S, Samsonraj, R., Govindaiah, P., Vuree, S., (2022).
“Lipid-based nanoparticles for treatment of cancer”. Heliyon 8 (2022) ¢09403.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e09403

114. Shuch, B., Amin, A., Armstrong, A. J., Eble, J. N., Ficarra, V., Lopez-
Beltran, A., Martignoni, G., Rini, B. 1., & Kutikov, A. (2015). “Understanding

pathologic variants of renal cell carcinoma: distilling therapeutic
opportunities from biologic complexity”. European urology, 67(1), 85-97.
https://doi.org/10.1016/j.eururo.2014.04.029

115. Shuch, B., Amin, A., Armstrong, A.J., Eble, J.N., Ficarra, V., Lopez-
Beltran, A., Martignoni, G., Rini, B.I., Kutikov, A., (2014). “Understanding

Pathologic Variants of Renal Cell Carcinoma: Distilling Therapeutic

204


https://doi.org/10.3390/nano9060821
https://doi.org/10.3390/nano13212887
https://doi.org/10.1093/aje/153.9.851
https://doi.org/10.3390/ijms20164042
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e09403
https://doi.org/10.1016/j.eururo.2014.04.029

Opportunities from Biologic Complexity”. Eur Urol,
http://dx.doi.org/10.1016/j.eururo.2014.04.029

116. Sievers, E.L., Senter, P.D., (2013). “Antibody-Drug Conjugates in
Cancer Therapy”. Annu. Rev. Med. 2013. 64:15-29. doi: 10.1146/annurev-
med-050311-201823

117. Singh, S., (2019). “Zinc oxide nanoparticles impacts: cytotoxicity,

genotoxicity, developmental toxicity, and neurotoxicity”. Toxicology
Mechanisms and Methods, 29:4, 300-311, DOI:
10.1080/15376516.2018.1553221

118. Song, C., Jun, S. Y., Hong, J. H., & Ahn, H. (2007). “Transforming
growth factor-beta downregulates interleukin-2-induced phosphorylation of
signal transducer and activator of transcription 5 in human renal cell
carcinoma”. Journal of cancer research and clinical oncology, 133(7), 487—
492. https://doi.org/10.1007/s00432-007-0192-2

119. Song, Z., Li, Z., Han, W., Zhu, C., Lou, N., Li, X, Luo, G., Peng, S.,
Li, G., Zhao, Y., & Guo, Y. (2020). “Low DAPK1 expression correlates with
poor prognosis and sunitinib resistance in clear cell renal cell
carcinoma”. Aging, 13(2), 1842—-1858. https://doi.org/10.18632/aging.103638

120. Spadavecchia, J., Movia, D., Moore, C., Maguire, C. M., Moustaoui,
H., Casale, S., Volkov, Y., & Prina-Mello, A. (2016). “Targeted polyethylene

glycol gold nanoparticles for the treatment of pancreatic cancer: from

synthesis to proof-of-concept in vitro studies”. International journal of
nanomedicine, 11, 791-822. https://doi.org/10.2147/1JN.S97476

121. Suarez, C., Marmolejo, D., Valdivia, A., Morales-Barrera, R.,
Gonzalez, M., Mateo, J., Semidey, M.E., Lorente, D., Trilla, E., Carles, J.,
(2022). “Update in collecting duct carcinoma: Current aspects of the clinical

and molecular characterization of an orphan disease”. Front. Oncol.
12:970199. doi: 10.3389/fonc.2022.970199

122. Suk, J. S., Xu, Q., Kim, N., Hanes, J.,, & Ensign, L. M. (2016).
“PEGylation as a strategy for improving nanoparticle-based drug and gene
delivery”. Advanced drug  delivery  reviews, 99(Pt A), 28-51.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2015.09.012

205


http://dx.doi.org/10.1016/j.eururo.2014.04.029
https://doi.org/10.1007/s00432-007-0192-2
https://doi.org/10.18632/aging.103638
https://doi.org/10.2147/IJN.S97476
https://doi.org/10.1016/j.addr.2015.09.012

123. Sun, C. Q., Arnold, R., Fernandez-Golarz, C., Parrish, A. B,
Almekinder, T., He, J.,, Ho, S. M., Svoboda, P., Pohl, J., Marshall, F. F., &
Petros, J. A. (2006). “Human beta-defensin-1, a potential chromosome 8p

tumor suppressor: control of transcription and induction of apoptosis in renal

cell carcinoma”. Cancer research, 66(17), 8542-8549.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0294
124, Sun, C. Q., Arnold, R., Fernandez-Golarz, C., Parrish, A. B.,

Almekinder, T., He, J., Ho, S. M., Svoboda, P., Pohl, J., Marshall, F. F., &
Petros, J. A. (2006). “Human beta-defensin-1, a potential chromosome 8p

tumor suppressor: control of transcription and induction of apoptosis in renal

cell carcinoma”. Cancer research, 66(17), 8542-8549.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0294
125. Sun, L., Liu, H., Ye, Y., Lei, Y., Islam, R., Tan, S., Tong, R., Miao, Y.

B., & Cai, L. (2023). “Smart nanoparticles for cancer therapy”. Signal
transduction and targeted therapy, 8(1), 418. https://doi.org/10.1038/s41392-
023-01642-x

126. Sun, M., Lughezzani, G., Perrotte, P., Karakiewicz, P.l., (2010).
“Treatment of metastatic renal cell carcinoma”. Nat. Rev. Urol. 7, 327-338.
DOI: 10.1038/nrurol.2010.57

127. Tang, L., Li, J., Pan, T., Yin, Y., Mei, Y., Xiao, Q., Wang, R., Yan, Z.,

& Wang, W. (2022). “Versatile carbon nanoplatforms for cancer treatment

and diagnosis: strategies, applications and future
perspectives”. Theranostics, 12(5), 2290-2321.
https://doi.org/10.7150/thno.69628

128. Tanner, G.A., (2009). “Kidney Function” Medical Physiology:

Principles for Clinical Medicine, Renal Physiology and Body Fluids, Third
Edition. Ed. Rodney A. Rhoades ve David R. Bell. Chapter 22. Cin: Lippincott
Williams & Wilkins. ISBN: 978-0781768528

129. Taskiran, A., Ozdil, B., Tutak, 1., Calik Kocatiirk, D., (2021). “Hiicre
Oliimii”. Hiicre Sinyal Yolaklar1 Temel Yolaklar ve Mekanizmalar. Ed.
Hiiseyin Aktug. Boliim 1V/39-41. Istanbul: Istanbul Medikal Saglik ve
Yayincilik Hiz. Tic. Ltd. Sti. ISBN: 978-625-7291-49-1

206


https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0294
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0294
https://doi.org/10.1038/s41392-023-01642-x
https://doi.org/10.1038/s41392-023-01642-x
https://doi.org/10.7150/thno.69628

130. Temiz, M., (2024). “Berrak Hiicreli Renal Hiicreli Karsinomada Yag
Asit Metabolizmasi Iliskili AMPK ve miR-33a Ifadelerinin Klinikopatolojik
Parametrelerle Iliskisinin TCGA Veri Setinde ve Hiicre Hatlarinda Molekiiler
Diizeyde Analizi”. Doktora Tezi, Damsman: Ozge Renciizogullari. T.C.
Istanbul Kiiltiir Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii.

131. van Vlodrop, I. J., Baldewijns, M. M., Smits, K. M., Schouten, L. J.,
van Neste, L., van Criekinge, W., van Poppel, H., Lerut, E., Schuebel, K. E.,
Ahuja, N., Herman, J. G., de Bruine, A. P., & van Engeland, M. (2010).
“Prognostic significance of Gremlinl (GREM1) promoter CpG island
hypermethylation in clear cell renal cell carcinoma”. The American journal of
pathology, 176(2), 575-584. https://doi.org/10.2353/ajpath.2010.090442

132. Villalobos Gutiérrez, P.T., MunozCarrillo, J.L., Sandoval Salazar, C.,
Viveros Paredes, J.M., Gutiérrez Coronado, O., (2023). “Functionalized Metal

Nanoparticles in Cancer Therapy”. Pharmaceutics 2023, 15, 1932.
https://doi.org/ 10.3390/pharmaceutics15071932

133. Vimala, K., Shanthi, K., Sundarraj, S., & Kannan, S. (2017).
“Synergistic effect of chemo-photothermal for breast cancer therapy using folic
acid (FA) modified zinc oxide nanosheet”. Journal of colloid and interface
science, 488, 92-108. https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.10.067

134. Walid, F., Shehzad, A., Khan, T., Kim, Y.Y., (2010). “MicroRNAs:
Synthesis, mechanism, function, and recent clinical trials”. Biochimica et
Biophysica Acta 1803 1231-1243. DOI: 10.1016/j.bbamcr.2010.06.013

135. Wang, Y., Wei, X, Zhang, C., Zhang, F., Liang, W., (2010).
“Nanoparticle delivery strategies to target doxorubicin to tumor cells and
reduce side effects”. Therapeutic Delivery 1(2), 273-287.

136. Wei, L., Wang, J., Chen, A., Liu, J., Feng, X., Shao, L., (2017).
“Involvement of PINK1/parkin-mediated mitophagy in ZnO nanoparticle-

induced toxicity in BV-2 cells”. International Journal of Nanomedicine 2017:12
1891-1903. http://dx.doi.org/10.2147/1JN.S129375
137. Wiesmann, N., Tremel, W., Brieger, J., (2020). “Zinc oxide

nanoparticles for therapeutic purposes in cancer medicine”. J.Mater. Chem.
B, 2020, 8, 4973. DOI: 10.1039/d0tb00739k

207


https://doi.org/10.2353/ajpath.2010.090442
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.10.067
http://dx.doi.org/10.2147/IJN.S129375

138. Williams G.M., Lynch, D.T., (2023). “Renal Oncocytoma”.
StatPearls[Internet]. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK537263/

139. Wilson, K.M., Cho, E., (2016). “Obesity and Kidney Cancer”, Obesity
and Cancer. Ed. T. Pischon, K. Nimptsch. Recent Results in Cancer Research
208, DOI 10.1007/978-3-319-42542-9 5

140. Wingelhofer, B., Neubauer, H. A., Valent, P., Han, X., Constantinescu,
S. N., Gunning, P. T., Miiller, M., & Moriggl, R. (2018). “Implications of

STAT3 and STATS5 signaling on gene regulation and chromatin remodeling in

hematopoietic cancer”. Leukemia, 32(8), 1713-1726.
https://doi.org/10.1038/s41375-018-0117-x
141. Xin, J., Xu, R., Lin, S., Xin, M., Cai, W., Zhou, J., Fu, C., Zhen, G.,

Lai, J., Li, Y., & Zhang, P. (2016). “Clinical potential of TCF21 methylation
in the diagnosis of renal cell carcinoma”. Oncology letters, 12(2), 1265-1270.
https://doi.org/10.3892/01.2016.4748

142. Yamamura, S., Kawakami, K., Hirata, H., Ueno, K., Saini, S., Majid,
S., & Dahiya, R. (2010). “Oncogenic functions of secreted Frizzled-related

protein 2 in human renal cancer”. Molecular cancer therapeutics, 9(6), 1680—
1687. https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-10-0012
143. Yan, X., Yang, Y., Sun, Y., (2021). “Dendrimer Applications for

Cancer Therapies”. Journal of Physics: Conference Series, 1948 (2021)
012205. DOI: 10.1088/1742-6596/1948/1/012205

144, Yao, Y., Zhou, Y., Liu, L., Xu, Y., Chen, Q., Wang, Y., Wu, S., Deng,
Y., Zhang, J., Shao, A., (2020). “Nanoparticle-Based Drug Delivery in Cancer
Therapy and Its Role in Overcoming Drug Resistance”. Front. Mol. Biosci.
7:193. DOI: 10.3389/fmolb.2020.00193

145. Ye, Y.W.,Jiang, Z. M., Li, W.H., Li, Z. S., Han, Y. H., Sun, L., Wang,
Y., Xie, J.,, Liu, Y. C., Zhao, J., Tang, A. F., Li, X. X., Guan, Z. C., Gui, Y. T.,
& Cai, Z. M. (2012). “Down-regulation of TCF21 is associated with poor
survival in clear cell renal cell carcinoma”. Neoplasma, 59(6), 599-605.
https://doi.org/10.4149/neoc_2012 076

146. Zhou, L., Li, Y., Li, Z., & Huang, Q. (2020). “Mining therapeutic and

prognostic significance of STATSs in renal cell carcinoma with bioinformatics

208


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK537263/
https://doi.org/10.1038/s41375-018-0117-x
https://doi.org/10.3892/ol.2016.4748
https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-10-0012
https://doi.org/10.4149/neo_2012_076

analysis”. Genomics, 112(6), 4100-4114.
https://doi.org/10.1016/j.ygen0.2020.06.032

147. Rasha, F., Ramalingam, L., Gollahon, L., Rahman R.L., Rahman, S.M.,
Menikdiwela, K., Moustaid-Moussa, N. (2019). “Mechanisms linking the

renin-angiotensin system, obesity, and breast cancer”. Endocrine-Related
Cancer 26, R653-R672

148. Smith, M.R., Satter, L.R.F., Vargas-Hernandez, A., (2023). “STAT5b:
A master regulator of key biological pathways”. Front Immunol. 2023 Jan
23;13:1025373. doi: 10.3389/fimmu.2022.1025373.

149. Pouresmaeil, V., Haghighi, S., Raeisalsadati, A.S., Neamati, A.,
Homayouni-Tabrizi, M., (2021). “The Anti-Breast Cancer Effects of Green-

Synthesized Zinc Oxide Nanoparticles Using Carob Extracts”. Anticancer

Agents Med Chem. 2021;21(3):316-326. doi:
10.2174/1871520620666200721132522. PMID: 32698752.
150. Brodaczewska, K.K., Szczylik, C., Fiedorowicz, M., Porta, C.,

Czarnecka, A.M., (2016). “Choosing the right cell line for renal cell cancer
research”. Mol Cancer 15, 83 (2016). https://doi.org/10.1186/512943-016-
0565-8

151. Fallone, L., Walzer, T., Margais, A.., (2023). “Signaling Pathways

Leading to mTOR Activation Downstream Cytokine Receptors in Lymphocytes
in Health and Disease”. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 12736.
https://doi.org/10.3390/ ijms241612736

152. Ferbeyre, G., Moriggl, R., (2011). “The role of Stat5 transcription
factors as tumor suppressors or oncogenes”. Biochimica et Biophysica Acta
1815 (2011) 104-114. doi:10.1016/j.bbcan.2010.10.004

153. Harir, N., Pecquet, C., Kerenyi, M., Sonneck, K., Kovacic, B., Nyga,
R., Brevet, M., Dhennin, 1., Gouilleux-Gruart, V., Beug, H., Valent, P.,
Lassoued, K., Moriggl, R., Gouilleux, F., (2007). “Constitutive activation of
Stat5 promotes its cytoplasmic localization and association with PI3-kinase in
myeloid leukemias. Blood”. 2007 Feb 15;109(4):1678-86. doi: 10.1182/blood-
2006-01-029918.

154, Kapur, P., Gao, M., Zhong, H., Rakheja, D., Cai, Q., Pedrosa, I.,
Margulis, V., Xu, L., Kinch, L., Brugarolas, J., (2021). “Eosinophilic

209


https://doi.org/10.1016/j.ygeno.2020.06.032
https://doi.org/10.1186/s12943-016-0565-8
https://doi.org/10.1186/s12943-016-0565-8

Vacuolated Tumor of the Kidney: A Review of Evolving Concepts in This Novel
Subtype With Additional Insights From a Case With MTOR Mutation and
Concomitant Chromosome 1 Loss”. Adv Anat Pathol. 2021 Jul 1;28(4):251-
257. doi: 10.1097/PAP.0000000000000299.

155. Pak, S., Kim, W. Kim, Y. Song, C., Ahn, H. (2019).
“Dihydrotestosterone promotes kidney cancer cell proliferation by activating
the STATS pathway via androgen and glucocorticoid receptors”. Journal of
Cancer Research and Clinical Oncology (2019) 145:2293-2301
https://doi.org/10.1007/s00432-019-02993-1

156. Polak, K.L., Chernosky, N.M., Smigiel, J.M., Tamagno, I., Jackson,
M.W., (2019). “Balancing STAT Activity as a Therapeutic Strategy”. Cancers
2019, 11, 1716; doi:10.3390/cancers11111716

157. Roche, J., (2018). “The Epithelial-to-Mesenchymal Transition in
Cancer”. Cancers 2018, 10, 52; doi:10.3390/cancers10020052
158. Shi, M., Yang, S., Zhu, X., Sun, D., Sun, D., Jiang, X., Zhang, C.,

Wang, L., (2019). “The RAGE/STAT5/autophagy axis regulates senescence in
mesangial cells. Cell Signal”. 2019 Oct;62:109334. doi:
10.1016/j.cellsig.2019.05.019.

159. Talati, P.G., Gu, L., Ellsworth, E.M., Girondo, M.A., Trerotola, M.,
Hoang, D.T., Leiby, B., Dagvadorj, A., McCue, P.A., Lallas, C.D., Trabulsi,
E.J.,, Gomella, L., Aplin, A.E., Languino, L., Fatatis, A., Rui, H., Nevalainen,
M.T., (2015). “Jak2-Statba/b Signaling Induces Epithelial-to-Mesenchymal
Transition and Stem-Like Cell Properties in Prostate Cancer”. Am J Pathol.
2015 Sep;185(9):2505-22. doi: 10.1016/j.ajpath.2015.04.026.

160. Weber, A., Borghouts, C., Brendel, C., Moriggl, R., Delis, N., Brill, B.,
Vafaizadeh, V., Groner, B., (2015). “Stat5 Exerts Distinct, Vital Functions in
the Cytoplasm and Nucleus of Bcr-Abl+ K562 and Jak2(V617F)+ HEL
Leukemia Cells”. Cancers 2015, 7, 503-537; doi:10.3390/cancers7010503

161. Xiong, H., Su, W.Y., Liang, Q.C., Zhang, Z.G., Chen, H.M., Du, W.,
Chen, Y.X., Fang, J.Y., (2009). “Inhibition of STAT5 induces G1 cell cycle
arrest and reduces tumor cell invasion in human colorectal cancer cells”. Lab
Invest. 2009 Jun;89(6):717-25. doi: 10.1038/labinvest.2009.11.

210


https://doi.org/10.1007/s00432-019-02993-1

162. Zhou, X., Cao, T., (2022). “Zinc Oxide Nanoparticle Inhibits
Tumorigenesis of Renal Cell Carcinoma by Modulating Lipid Metabolism
Targeting miR-454-3p to Repressing Metabolism Enzyme ACSL4”. Hindawi
Journal of Oncology Volume 2022. https://doi.org/10.1155/2022/2883404

163. Bisht, G., Rayamajhi, S., (2016). “ZnO Nanoparticles: A Promising
Anticancer Agent”. Nanobiomedicine (Rij). Jan 1;3:9. doi: 10.5772/63437
164. Renciizogullari, O., (2020). “Potential Role of CDK4/6 Inhibition-

Targeted Mechanisms As A Novel Therapeutic Strategy In Pancreatic Cancer
Cells”. Doktora Tezi, Danismanlar: Prof. Dr. Dilek Telci Temeltas & Prof. Dr.
Elif Damla Arisan. T.C. Yeditepe Universitesi

165. Renciizogullari, O., Yerlikaya, P.O., Giirkan, A.C., Arisan, E.D., Telci,
D., (2022). “Palbociclib negatively regulates fatty acid synthesis due to
upregulation of AMPKa and miR-33a levels to increase apoptosis in Panc-1
and MiaPaCa-2 cells”. Biotechnol Appl Biochem. Feb;69(1):342-354. doi:
10.1002/bab.2113.

166. Patel, P., Kansara, K., Senapati, V.A., Shanker, R., Dhawan, A., Kumar,
A., (2016). “Cell cycle dependent cellular uptake of zinc oxide nanoparticles
in  human epidermal cells”. Mutagenesis. Jul;31(4):481-90. doi:
10.1093/mutage/gew014. Epub 2016 Mar 31. PMID: 27034448.

167. Germain, N., Dhayer, M., Boileau, M., Fovez, Q., Kluza, J., Marchetti,
P., (2020). “Lipid Metabolism and Resistance to Anticancer Treatment”.
Biology 2020, 9, 474; d0i:10.3390/biology9120474

168. Wang, L.S.W., Lee, C.H., Lin, M.S., Chi, C.W., Chen, Y.J., Wang,
G.S., Liao, K.W., Chiu, L.P., Wu, S.H., Huang, D.M., Chen, L., Shen, Y.S.,
(2020). “ZnO Nanoparticles Induced Caspase-Dependent Apoptosis in
Gingival Squamous Cell Carcinoma through Mitochondrial Dysfunction and
p70S6K Signaling Pathway”. Int J Mol Sci. Feb 26;21(5):1612. doi:
10.3390/ijms21051612

169. Subramaniam, V.D., Ramachandran, M., Marotta, F., Banerjee, A.,
Sun, X.F., Pathak, S., (2019). “Comparative study on anti-proliferative
potentials of zinc oxide and aluminium oxide nanoparticles in colon cancer
cells”. Acta Biomed. May 23;90(2):241-247. doi: 10.23750/abm.v90i2.6939.

211


https://doi.org/10.1155/2022/2883404

170. Zhu, H., Wang, X., Lu, S., Ou, K., (2023). “Metabolic reprogramming
of clear cell renal cell carcinoma”. Front. Endocrinol. 14:1195500. doi:
10.3389/fend0.2023.1195500

171. Wahab, R., Kaushik, N., Khan, F., Kaushik, N.K., Choi, E.H., Musarrat,
J., Al-Khedhairy, A.A., (2016). “Self-Styled ZnO Nanostructures Promotes the
Cancer Cell Damage and Supresses the Epithelial Phenotype of
Glioblastoma”. Sci Rep. Jan 28;6:19950. doi: 10.1038/srep19950

172. Li, T., Weng, J., Zhang, Y., Liang, K., Fu, G., Li, Y., Bai, X., Gao, Y.,
(2019). “mTOR direct crosstalk with STAT5 promotes de novo lipid synthesis
and induces hepatocellular carcinoma”. Cell Death Dis. Aug 14;10(8):619.
doi: 10.1038/s41419-019-1828-2

173. Mi. T., Wang, Z., Bunting, K.D., (2018). “The Cooperative
Relationship between STATS and Reactive Oxygen Species in Leukemia:
Mechanism and Therapeutic Potential”. Cancers (Basel). Sep 27;10(10):359.
doi: 10.3390/cancers10100359

174. Popp, L., Segatori, L., (2019). “Zinc Oxide Particles Induce Activation
of the Lysosome—Autophagy System”. American Chemical Society ACS
Omega 2019, 4, 573—581. doi:10.1021/acsomega.8b01497

175. Kim, B., Kim, G., Jeon, S., Cho, W.S., Jeon, H.P., Jung, J., (2023).
“Zinc oxide nanoparticles trigger autophagy-mediated cell death through
activating lysosomal TRPML1 in normal kidney cells”. Toxicol Rep. Apr
25;10:529-536. doi: 10.1016/j.toxrep.2023.04.012

176. Ceballos-Gutiérrez, A., Rodriguez-Hernandez, A., Alvarez-Valadez,
M.d.R., Limon-Miranda, S., Andrade, F., Figueroa-Gutiérrez, A., Diaz-Reval,
I., Apolinar-Iribe, A., Castro-Sanchez, L., Alamilla, J.; et al. (2021). “ZnO
Nanoparticles Induce Dyslipidemia and Atherosclerotic Lesions Leading to
Changes in Vascular Contractility and Cannabinoid Receptors Expression as
Well as Increased Blood Pressure”. Nanomaterials, 11, 2319. https://
doi.org/10.3390/nan011092319

177. Yang, Y., Song, Z., Wu, W., Xu, A., Lv, S., Ji, S., (2020). “Zn0O
Quantum Dots Induced Oxidative Stress and Apoptosis in HeLa and HEK-
293T Cell Lines”. Front. Pharmacol. 11:131. doi: 10.3389/fphar.2020.00131

212



178. Li, Z., Guo, D., Yin, X,, Ding, S., Shen, M., Zhang, R., Wang, Y., Xu,
R., (2020). “Zinc oxide nanoparticles induce human multiple myeloma cell
death via reactive oxygen species and Cyt-C/Apaf-1/Caspase-9/Caspase-3
signaling pathway in vitro”. Biomed Pharmacother. Feb;122:109712. doi:
10.1016/j.biopha.2019.109712.

179. Wang, X., Li, D., Xia, Z., Teng, L., Chen, Y., Meng, J., Changfu, L.,
(2022). “Zinc oxide nanoparticles promotes ferroptosis to repress cancer cell
survival and inhibits invasion and migration by targeting miR-27a-3p/YAP
axis in renal cell carcinoma”. Arabian Journal of Chemistry, 15, 103753.
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2022.103753

180. Markowitsch, S.D., Schupp, P., Lauckner, J., Vakhrusheva, O., Slade,
K.S., Mager, R., Efferth, T., Haferkamp, A., Juengel, E., (2020). “Artesunate
Inhibits Growth of Sunitinib-Resistant Renal Cell Carcinoma Cells through
Cell Cycle Arrest and Induction of Ferroptosis™. Cancers (Basel). Oct
27;12(11):3150. doi: 10.3390/cancers12113150.

181. Juengel, E., Kim, D., Makarevic, J., Reiter, M., Tsaur, I., Bartsch, G.,
Haferkamp, A., Blaheta, R.A., (). “Molecular analysis of sunitinib resistant
renal cell carcinoma cells after sequential treatment with RAD001
(everolimus) or sorafenib”. J. Cell. Mol. Med. Vol 19, No 2, 2015 pp. 430-
441. doi: 10.1111/jcmm.12471

182. Akhtar, M.J., Ahamed, M., Kumar, S., Khan, M.M., Ahmad, J.,
Alrokayan, S.A., (2012). “Zinc oxide nanoparticles selectively induce
apoptosis in human cancer cells through reactive oxygen species”. Int J
Nanomedicine. 2012;7:845-57. doi: 10.2147/1JN.S29129

183. Kadhem, H.A., Ibraheem, S.A., Jabir, M.S., Kadhim, A.A,, Taqi, Z.J.,
Florin, M.D., (2019). “Zinc Oxide Nanoparticles Induces Apoptosis in
Human Breast Cancer Cells via Caspase-8 and P53 Pathway”. Nano Biomed
Eng, 11(1): 35-43. doi: 10.5101/nbe.v11il

184. Liu, Z,. Lv, X., Xu, L., Liu, X., Zhu, X., Song, E., Song, Y., (2020).
“Zinc oxide nanoparticles effectively regulate autophagic cell death by
activating autophagosome formation and interfering with their maturation”.
Part Fibre Toxicol. Sep 18;17(1):46. doi: 10.1186/s12989-020-00379-7

213


https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2022.103753

185. Cho, W.S., Duffin, R., Howie, S.E., Scotton, C.J., Wallace, W.A.,
Macnee, W., Bradley, M., Megson, I.L., Donaldson, K., (2011). “Progressive
severe lung injury by zinc oxide nanoparticles; the role of Zn2+ dissolution
inside lysosomes”. Part Fibre Toxicol. Sep 6;8:27. doi: 10.1186/1743-8977-8-
27

186. Bai, D.P., Zhang, X.F., Zhang, G.L., Huang, Y.F., Gurunathan, S.,
(2017). “Zinc oxide nanoparticles induce apoptosis and autophagy in human
ovarian cancer cells”. Int J] Nanomedicine. Sep 5;12:6521-6535. doi:
10.2147/1IN.S140071.

187. Lin, Y.F., Chiu, 1.J., Cheng, F.Y., Lee, Y.H., Wang, Y.J., Hsu, Y.H.,
Chiu, H.W., (2016). “The role of hypoxia-inducible factor-/« in zinc oxide
nanoparticle-induced nephrotoxicity in vitro and in vivo”. Part Fibre Toxicol.
Sep 27;13(1):52. doi: 10.1186/s12989-016-0163-3

188. Kocaturk, N.M., Gozuacik, D., (2018). “Crosstalk Between
Mammalian Autophagy and the Ubiquitin-Proteasome System”. Front. Cell
Dev. Biol. 6:128. doi: 10.3389/fcell.2018.00128

189. Aalami, A.H., Mesgari, M., Sahebkar, A., (2020). “Synthesis and
Characterization of Green Zinc Oxide Nanoparticles with Antiproliferative
Effects through Apoptosis Induction and MicroRNA Modulation in Breast
Cancer Cells”. Hindawi Bioinorganic Chemistry and Applications Volume
2020, https://doi.org/10.1155/2020/8817110

190. Dong, S.R., Ju, X.L., Yang, W.Z., (2019). “STAT5A reprograms fatty
acid metabolism and promotes tumorigenesis of gastric cancer cells”.
European Review for Medical and Pharmacological Sciences, 2019;23:8360-
8370.

191. Pak, S., Kim, W., Kim, Y., Song, C., Ahn, H., (2019).
“Dihydrotestosterone promotes kidney cancer cell proliferation by activating
the STATS pathway via androgen and glucocorticoid receptors”. Journal of
Cancer Research and Clinical Oncology, 145:2293-2301
https://doi.org/10.1007/s00432-019-02993-1

192. Redza-Dutordoir, M., Averill-Bates, D.A., (2021). “Interactions

between reactive oxygen species and autophagy: Special issue: Death

214


https://doi.org/10.1155/2020/8817110
https://doi.org/10.1007/s00432-019-02993-1

mechanisms in cellular homeostasis”. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res.
Jul;1868(8):119041. doi: 10.1016/j.bbamcr.2021.119041

193. Shi, M., Yang, S., Zhi, X., Sun, D., Sun, D., Jiang, X., Zhang, C.,
Wang, L., (2019). “The RAGE/STAT5/autophagy axis regulates senescence in
mesangial cells”. Cellular Signalling 62 (2019) 109334.
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2019.05.019

194. Weber, A., Borghouts, C., Brendel, C., Moriggl, R., Delis, N., Brill,
B., Vafaizadeh, V., Groner, B., (2015). “Stat5 Exerts Distinct, Vital
Functions in the Cytoplasm and Nucleus of Bcr-Abl+ K562 and
Jak2(V617F)+ HEL Leukemia Cells”. Cancers 2015, 7, 503-537;
doi:10.3390/cancers7010503

195. Yu, K.N., Yoon, T.J., Minai-Tehrani, A., Kim, J.E., Park, S.J., Jeong,
M.S., Ha, SW., Lee, J K., Kim, J.S., Cho, M.H., (2013). “Zinc oxide
nanoparticle induced autophagic cell death and mitochondrial damage via

reactive oxygen species generation”. Toxicol In Vitro. Jun;27(4):1187-95.
doi: 10.1016/j.tiv.2013.02.010

215


https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2019.05.019

7. EKLER

7.1. EK A: Cihaz Listesi

Tablo 7. 1 Caligma kapsaminda kullanilan cihazlar

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma Ad1
Yiiksek Hizli Santrifiij 5430 R Eppendorf
Mini Santrifiij CR-1512 CAPP
Mini Spin Fisherbrand 15358266 ThermoFisher Scientific
Silindir Dondiiriicti SRT9D Stuart
Manyetik Karistirict SB162 Stuart
Calkalayici GyroTwister Labnet
Calkalamal1 Inkiibator Excella E25 New Brunswick
Scientific
Buz Makinesi AF80 Scotsman
Distile Su Cihazi TankPEO030 Merck Millipore
Ultra Saf Su Cihazi Direct-Q 5UV Merck Millipore
Dondurucu (-80°C) Innova U725 New Brunswick
Scientific
Derin Dondurucu ULTF ARCTIKO
Ustten Donduruculu KSU40631NE Bosch
Buzdolab1
Su Banyosu BM302 Niive
Buharli Sterilizator OT 90L Niive
Isitic1 Blok HB120-S DLAB
Kuru Hava Sterilizator FN120 Niive
pH Metre Seven Easy Mettler Toledo
pH Metre Orion STAR A211 Thermo Scientific
Mikroplaka Okuyucu iMark™ BioRad
Mikrodalga Firin MD 595 Arcelik
Hassas Terazi LE6202S Sartorius
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Akis Sitometrisi BD Accuri C6
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Otoklav 0T032 Niive
Spektrofotometre N80 Implen
Sonikator UwW2070 Bandelin
Ger¢ek Zamanli PCR CFX Connect BioRad
Cihaz1
Termal Dongiileyici MJIMini BioRad
Kemiluminesans ChemiDoc MP 1708280 BioRad

Goruntileme Cihaz1

PCR Stripleri ve AB-0783 Thermo Scientific
Kapaklari
Gili¢ Kaynagi PowerPac Basic BioRad
Dikey jel elektroforez Mini Protean Tetra Cell BioRad
sistemi 1658004
Transfer sistemi TransBlot Turbo BioRad
10016505C
UV Transilliiminator GelDoc XR BioRad
Goriintiileme Cihazi
S1vi Azot Tank1 Arpege 40 Air Liquid
PVDF Membran 0,45 pm 10600023 GE Healthcare
Mikropipet (10 ul) KH11049 CAPP
Mikropipet (100ul) KF10926 CAPP
Mikropipet (1000ul) MH 10337 CAPP
Pipet ucu (10 ul) 5030010 CAPP
Pipet ucu (200 pl) 4130075 CAPP
Pipet ucu (1000 pl) 5130130 CAPP
Hiicre Kaziyict 541070 Greiner Bio-One
Polietilen Eppendorf Tiip 510150 CAPP
1,5ml
Polietilen Eppendorf Tiip 510200 CAPP

2 ml
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7.2. EK B: Hiicre Kiiltiirii Donanim Listesi

Tablo 7. 2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Donanimlarin Listesi

Antibiyotik Soliisyonu

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma Adi
Santrifiij NF 200 Niive
CO; Inkiibator HeraCell 150i 51026280 Thermo Scientific
CO; Inkiibator HeraCell 150 Thermo Scientific
Laminar Flow HeraSafe KS 12 Thermo Scientific
Hemositometre 40441 Assistent Germany
Floresan Mikroskop IX71 Olympus
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF
Optik Mikroskop TH4-200 Olympus
Otomatik Hiicre Sayaci EVE™ NanoEntek
Falkon tiip 50 ml 91050 TPP
Falkon tiip 15 ml 91015 TPP
Falkon tiip 15 ml 5100015 CAPP
6-kuyucuklu plaka 92006 TPP
12-kuyucuklu plaka 92012 TPP
96-kuyucuklu plaka 92096 TPP
25 cm? hiicre kiiltiir kabi 90026 TPP
75 cm? hiicre kiiltiir kabi 90076 TPP
60 mm hiicre kiiltiir kab1 93060 TPP
100 mm hiicre kiiltiir kab1 93100 TPP
Serolojik pipet (5 ml) 94005 TPP
Serolojik pipet (10 ml) 94010 TPP
Mikropipet (100-1000 ul) HiPette 7030511014 DLAB
Mikropipet (10-100 ul) HiPette 7030511008 DLAB
Mikropipet (0,5-10 pl) HiPette 7030511004 DLAB
Falkon tiip 15 ml 91015 TPP
Falkon tiip 50 ml 91050 TPP
0,22 pm siringa filtresi 99722 TPP
Kriyovial tiip 5042000C CAPP
Enjektor (Yesil ug igneli) 6944425888871, 21G Astraject
A-498 HTB-44™ ATCC
Caki-1 HTB-46™ ATCC
HEK-293 CRL-1573™ ATCC
DMEM 41966-029 Gibco
EMEM 320-026-CL Multicell
MEM Eagle P04-08056 PAN BioTech
FBS 10500-064 Gibco
10X PBS P04-53500 PAN BioTech
1X PBS PBS500 EcoTech Biotechnology
1X Tripsin-EDTA SH40003.01 HyClone
(%0,25)
Penisilin-Streptomisin P06-07100 PAN Biotech
100X Antimikotik- 450-115-EL Multicell
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Transfeksiyon Ajani 15081 Intron Biotechnology
Transfeksiyon Ajani Canfast™ T0083 Canvax
MTT M2003 Sigma Aldrich
Tripan Mavisi EBT-001 NanoEnTek
Cinko Oksit 677450 Sigma Aldrich
Nanopartikiilleri <50 nm
partikiil boyutu
Rapamisin 1292 Tocris
Higromisin A2813-100MG Biomatik
mMiIRCURY LNA™ HSA-MIR-33A-5P Qiagen
miRNA Mimic
STATS5 plazmidi 167800 AddGene
GFP-LC3 plazmidi 11546 AddGene
Triton-X100 T8787-100ML Sigma
Paraformaldehit K47706405-623 Merck
BODIPY D3922 Thermo Scientific
CM-H2DCF-DA C6827 Invitrogen
DAPI D1306 Invitrogen
DiOCe 2129966 Fluka
Mitotracker® Red M7512 Invitrogen
CMXRos
LysoTracker® Red DND- L7528 Invitrogen
99
Propidium lodide A2261 AppliChem
7.3. EK C: Kimyasal Listesi Tablo
Tablo 7. 3.1. Kullanilan Kimyasallarin Listesi
Adi Uriin Kodu Firma
Akrilamid/Bis-Akrilamid A3699 Sigma Aldrich
(%30 ¢ozelti, 37.5:1)
Amonyum persiilfat (APS) A3678 Sigma Aldrich
N,N,N’.N'- Tetra A1148 AppliChem
methylethylenediamine
(TEMED)
Tris Hidrokloriir 648317 CALBIOCHEM
Tris Baz A2264 AppliChem
Bromofenol mavisi A2331 AppliChem
Bradford reagent 23200 Thermo Scientific
BSA 500-0007 BioRad
Coomassie brilliant blue 500-0006 BioRad
Luminol A8511 Sigma Aldrich
Skim Milk Powder 1172 BioFroxx
p-Kumarik Asit CP008 Sigma Aldrich
Prestained Protein Ladder 26616 Thermo Scientific
Laemmli Tamponu S3401 Sigma Aldrich
1 kb DNA Ladder GeneRuler SM0311 Thermo Scientific
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Asetik Asit 27225 Sigma Aldrich
Agaroz Tip 1 121853 Merck Millipore
6X DNA Loading Dye R0611 Thermo Scientific
Ponceau S A2935 AppliChem
Sodyum dodesil siilfat 1177GR100 BioFroxx
(SDS)
Glisin A600560-0500 Sangon Biotech
Glisin GB0235 BioBasic
Tween-20 1275KG001 BioFroxx
Hidrojen Peroksit %35 1086001000 Merck Millipore
DMSO D5879 Sigma Aldrich
DEPC A0881 AppliChem
Etanol TK.200650 Teksoll
Etanol Absolute 32221 Merck Millipore
2-Propanol 1096342500 Merck Millipore
Kloroform A2279 AppliChem
Metanol 24229 Sigma Aldrich
2-Merkaptoetanol S4805940517 Merck Millipore
Sodyum Kloriir (NaCl) A2942 AppliChem
Hidroklorik Asit 1.00319 Merck Millipore
EDTA A3452 Sigma Aldrich
Kristal Viyole FN1048735 Merck Millipore
M-PER Memeli Protein 78505 ThermoFisher Scientific
Ekstraksiyon Reaktifi
Proteaz Inhibitér Kokteyli 87786 ThermoFisher Scientific
Proteaz Inhibitdr Tablet A32955 ThermoFisher Scientific
(EDTA icermez)
RNase free dH20 129112 Qiagen
Gliserol GB0232 BioBasic
eBioscience Annexin V- BMS500F1-100 Invitrogen

FITC Apoptosis Detection

Kit
C6 Flow Cytometer Starter 653160 BD Bioscience
Kit
miRNeasy Mini Kit 217004 Qiagen
miRCURY LNA RT Kit 2431 Qiagen
ZYMOPure Plasmid D4211 ZYMO Research
Miniprep Kit
GeneJET Plasmid K0502/K0503 Thermo Scientific
Miniprep Kit
LB Agar A7459 AppliChem
LB Broth Lennox LBL405.1 BioShop
Amfisilin P60-083910 PAN Biotech
Kanamisin A1493,005 AppliChem
RNase A EN0531 Thermo Scientific
Proteinaz K D3001-2 Zymo Research
Propidium lodide 51-6621E BD Bioscience
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20000X RedSafe Niikleik
Asit Boyama Soliisyonu

21140

Intron Biotechnology

Tablo 7. 3.2. SDS-PAGE Jel Hazirlama Igerigi (1 Jel)

Jel Yiizdesi %10 %12 %15 Yiikleme Jeli
(Ust Jel)
Cozelti
dH20 2,05 mi 1,7 ml 1,2 ml 1,5ml
1.5M Tris-HCI (pH 8.8) 1,25 ml 125ml | 1,25 ml -
0,5M Tris-HCI (pH 6.8) - - - 625 pul
%10 SDS 50 ul 50 ul 50 ul 25 ul
Akrilamid/bisakrilamid 1,65 ml 2 mi 2,5 ml 335 ul
%10 APS 40 pl 40 pl 40 pul 25 ul
TEMED S5ul Sul Sul 2,5 ul
Tablo 7. 3.3. Kullanilan Antikorlar
Antikor Ad1 Katalog Numarasi Firma Ad1
Anti-rabbit 19gG HRP- 7074 Cell Signaling
linked Technology
Anti-mouse 1gG HRP- 7076 Cell Signaling
linked Technology
B-Aktin 664804 BioLegend
STAT5 D206Y Cell Signaling
Technology
FASN C20G5 Cell Signaling
Technology
ACC C83B10 Cell Signaling
Technology
SREBF2 STJ190141-200 St John’s Laboratory
Lipin-1 D2W9G Cell Signaling
Technology
Kaspaz-3 D3R6Y Cell Signaling
Technology
Kaspaz-8 D35G2 Cell Signaling
Technology
Beclin-1 D40C5 Cell Signaling
Technology
LC3A/B D3U4C Cell Signaling
Technology
Atg5 D5F5U Cell Signaling
Technology
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Tablo 7. 3.4. Kullanilan Primer Dizileri

miR- 5'
333 TGGATATCCACACCAGGGTCCGAGGTATTCGGTGTGGATATCCATGCAATG
3 9
RNU6B 5' CACGGAAGCCCTCACACCGTGTCGTTC 3’

7.4. EK D: Kullamilan Tamponlarin icerigi

= Rapamisin (10 mM)
1 mg Rapamisin 110 pl DMSO’da ¢6zdiiriiliir. Kullanmadan 6nce 1:10 seyreltilir.

= Higromisin (50 mg/ml)
50 mg higromisin tartilir ve 1 ml distile suda ¢ozdiiriilerek -20°C’de saklanir.

» Cinko Oksit Nanopartikiil Soliisyonu (1 mg/ml)
Hassas terazide tartilan 1 mg ZnO NP nin iizerine 1 ml FBS i¢cermeyen medya eklenir.
Kullanmadan 6nce sonikasyon yontemiyle ¢ozdiiriiliir. Karanlikta +4°C’de saklanir.

* 9010 (w/v) Amonyum Persiilfat (10 ml)
1 g APS tartilarak 10 ml distile suda ¢odzdiiriiliir, alikotlanarak -20°C’de saklanir.

* Yagsiz Bloklama siitii (%35, 50 ml)
2,5 gram yagsiz siit tozu tartilir, lizerine 50 ml TBS-Tween eklenerek ¢ozdiiriiliir.

= 10X TBS (pH 8, 1L)
12,11 g tris ve 86,6 g NaCl tartilarak 700 ml distile su eklenir. pH 8’e ayarlandiktan
sonra 1 litreye tamamlanarak oda sicakliginda saklanir. Kullanmadan o6nce 1:10
seyreltilir.

= 1X TBS-Tween (500 ml)
500 ml 1X TBS ile 500 ul Tween-20 karistirilarak oda sicakliginda saklanir.

= 1XPBS(1L)
Temin edilen 10X PBS distile su ile 1:10 seyreltilerek hazirlanir. Hiicre kiltiiriinde
kullanilacaksa otoklavlanir ve 0,22 um filtreden gegirilerek alikotlanir.

» Bradford Reaktifi (1L)
100 mg Coomassie Brilliant Blue (G-250) tartilir, 50 ml %95 etanol ve 100 ml %85
fosforik asit eklenir. Daha sonra hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile
tamamlanarak karanlikta +4°C’de saklanir. Kullanmadan once 0,22 pm filtreden
gecirilerek alikotlanir.

= Etanol (%70, 1L)

700 ml etanole 300 ml distile su eklenir.
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* Hiicre Besiyeri
Temin edilen DMEM ve EMEM besiyerlerine %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin
eklenir. Daha sonra 0,22 um filtreden gegcirilir ve +4°C’de saklanir.

= 10X Transfer Tamponu (1L, pH 8,3)
33 g tris ve 144 g glisin tartilarak 500 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. Daha sonra pH 8,3’e
ayarlanir ve son hacim 1 litreye tamamlanarak oda sicakliginda saklanir. Kullanmadan
once 100 ml 10X transfer tamponu, 150 ml metanol ve 750 ml distile su ile 1X’e dilue
edilir. 1X transfer tamponu +4°C’de saklanir.

» 10X SDS-PAGE Yiiriitme tamponu (1L)
30,3 g tris, 114 g glisin ve 1 g SDS tartilarak 500 ml distile suda ¢ozdiirtiliir. pH 8,3’¢
ayarlandiktan sonra son hacme tamamlanir ve oda sicakligindan saklanir.
Kullanmadan 6nce 1X’e dilue edilir ve +4°C’de saklanir.

= LB Agar (1L)
Ureticinin talimatina gore 15 g LB agar tartilarak 1 litre distile suda ¢dzdiiriiliir.
Ardindan otoklavlanir ve uygun sicakliga gelince gereken antibiyotik eklenerek
aseptik kosullar altinda petri kaplarma dokiiliir, donduktan sonra parafilmlenerek
+4°C’de saklanir.

= LB Broth (1L)
Ureticinin talimatina gére 20 g LB broth tartilarak 1 litre distile suda ¢ozdiiriiliir.
Ardindan otoklavlanir ve uygun sicakliga gelince aseptik kosullar altinda gereken
antibiyotik eklenerek +4°C’de saklanir.

= 1,5M Tris-HCI (150 ml, pH 8,8)
27.23 g tris baz 80 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve pH 8,8’e ayarlanir. Ardindan
son hacme tamamlanir ve otoklavlanir. Oda sicakliginda saklanir.

= 0,5M Tris-HCI (100 ml, pH 6.8)
6 g tris baz 60 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve pH 6,8’e ayarlanir. Ardindan son
hacme tamamlanir ve otoklavlanir. Oda sicakliginda saklanir.

= S5XTBE(1L)
54 g tris baz, 27,5 g borik asit, 20 ml (pH 8) 0,5 M EDTA ve 800 ml distile su
¢Ozlindiirtiliir. Daha sonra ¢ozelti son hacme tamamlanir. Kullanmadan once 1X’e

distile su ile dilue edilir.
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= Hiicre Dondurma Medyasi
9 ml FBS igerisine 1 ml DMSO eklenerek 0,22 pum filtreden gecirilerek alikotlanir ve
-20°C’de saklanir.

=  Kemiliiminesans Membran Goriintilleme Cozeltisi (ECL cozeltileri)
Membranlarin goriintiilenmesi i¢cin ECL A ve B ¢6zeltileri ayr1 ayri hazirlanir. ECL A
¢ozeltisi i¢in 9 ml distile su, 1 ml 1M Tris-HCI pH 8,5, 90 pl kumarik asit ve 200 pl
luminol eklenir. ECL B ¢6zeltisi i¢in 9 ml distile su, 1 ml 1M Tris-HCI pH 8,5 ve 10
ul H202 eklenir. Cozeltiler karanlikta tutularak taze sekilde karistirilarak kullanilir.

* Bovine Serum Albumin (1,5 pg/ml, 10 ml)
0,015 g BSA tartilir ve 10 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. Ardindan 0,22 pum filtreden
gegirilerek alikotlanir ve +4°C’de saklanir.

= Kiristal Viyole (10 ml)
0,05 g kristal viyole tartilarak 2,5 ml saf metanolde ¢ozdiiriiliir ve distile su ile son
hacme tamamlanir.

=  Kumarik Asit (10 ml)
0,15 g kumarik asit 10 ml etanolde ¢ozdiiriilerek +4°C’de saklanur.

= 5X Laemmli Tamponu (10 ml)
2 ml 1,5 M pH 6,8 Tris-HCI, 0,5 ml %1 bromofenol mavisi, 5 ml gliserol, 2,5 ml -
merkaptoetanol ve 2 g SDS ile birlikte hazirlanarak alikotlanir ve +4°C’de saklanir.

= Luminol (10 ml)
0,44 gram luminol tartilir ve 10 ml DMSO’da ¢6zdiiriilerek hazirlanir. Daha sonra
karanlikta ve -20°C’de saklanir.

= 910 SDS (100 ml)
10 g SDS tartilarak 100 ml distile suda ¢oziiliir.

= Mild Strip Tamponu (1L, pH 2,2)
15 g glisin ve 1 g tartilir, 10 ml Tween-20 ve 800 ml distile su eklenerek manyetik
karistiricida ¢ozdiiriiliir. Daha sonra SM HCI eklenerek pH 2,2’ye ayarlanir ve hacim
1 litreye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.

= Memeli Hiicre Lizis Tamponu (CLB)
10 ml M-PER memeli protein ekstraksiyon reaktifi igerisine 1X olacak sekilde proteaz
inhibitor kokteyli ya da bir adet EDTA icermeyen proteaz tableti eklenir. Daha sonra

alikotlanarak +4°C’de saklanair.
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» DEPC dH20 (1L)
1 ml DEPC 1 litre distile su igerisinde oda sicakliginda ve ¢eker ocak altinda yaklasik
2 saat boyunca karistirilarak otoklavlanir.

* Ponceau S Soliisyonu (500 ml)
25 ml glasial asetik asit 400 ml distile su ile karigtirilir. 0,5 mg tartilan ponceau S
tetrasodyum tuzu karisima eklenir ve ¢oziinene kadar karistirilir. Ardindan son hacme
tamamlanir.

» 94 Paraformaldehit (100 ml)
4 g paraformaldehit tartilarak 100 ml 1X PBS ile eklenir. Ardindan iizerine 10M NaOH
eklenerek 60°C’de ¢oziiliir. Daha sonra pH 7,4 olacak sekilde ayarlanir ve +4°C’de
saklanir.

= 960,1 (v/v) Triton-X100 (100 ml)
1 ml %210 Triton-X100 100 ml distile su i¢ine eklenir.

* MTT Soliisyonu (20 ml)
0,1 g MTT tartilarak 20 ml 1X PBS ya da distile suda ¢ozdiiriiliir. Ardindan 0,22 um
filtreden gecirilerek alikotlanir. Karanlikta ve -20°C’de saklanir.

= FBS’in inaktivasyonu
Temin edilen FBS 56+3°C 1sitilmis sicak su banyosuna alinarak 30 dakika boyunca
inaktivasyon saglanir. Daha sonra alikotlanir ve -20°C’de saklanir.

= 5M KOH Soliisyonu (100 ml)
28 g KOH tartilarak 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.

* 5M HCI Soliisyonu (100 ml)
40 ml distile su tizerine 43,64 ml HCI yavasga eklenir. Daha sonra distile su ile son

hacme tamamlanir.
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