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OZET

A549 insan Akciger Adenokarsinom Hiicre Hattinda RNA Temelli p53 Tiimér
Supresor Gen Aktivasyonu ve KRAS Proto-onkogen inhibisyonunun Kombine
Olarak Terapoétik Kullaniminin Arastirilmasi

Amag: Calismada, mutant KRAS ve yabani tip p53 tasiyan kanser hiicrelerinde
KRAS ekspresyonunu inhibe eden siRNA ile p53 ekpresyonunu aktive eden saRNA’nin
birlikte kullaniminin ayr1 ayri transfeksiyonlarma kiyasla antikanser etkisinin ortaya
konmasi ve yeni bir RNA temelli terapotik yaklasim gelistirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada temel olarak A549 hiicre hatt1 ve kontrol olarak
HCT116 hiicre hatt1 kullanildi. AUNP sentezi gergeklestirildi, sentezlenen AuNP’lerin
kiiciik RNA’lar ile konjugasyonlar1 yapildi ve hiicreler konjugatlar ile transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrast mRNA ve protein ekspresyonu analizleri sirasiyla RT-gPCR ve
Western Blot yontemleri ile gergeklestirildi. mMRNA ve protein analizleri ile etkili kii¢iik
RNA konsantrasyonlar1 belirlendi. Belirlenen konsantrasyonlar kullanilarak kombine ve
ayr1 ayr1 olarak transfeksiyon islemleri gergeklestirildi ve hiicre canliligi testi, hiicre
dongiisii analizi, apoptoz ve nekroz testi, koloni olugturma deneyi, yara iyilesmesi deneyi,
invazyon ve migrasyon deneyleri yapilarak tranfeksiyonun neden oldugu hiicresel
diizeyde olaylar incelendi. Student’s t-test uygulanarak sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Her iki kiigiik RNA'nin birlikte 50 nM konsantrasyonla transfekte
edilmesi, ayr1 ayr1 transfeksiyonlarina kiyasla sirastyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda
p53 MRNA seviyelerinde (p<0.001, p<0.01) ve protein seviyelerinde (p<0.001, p<0.01)
onemli bir artisa neden oldugu ve KRAS mRNA ve protein seviyelerini degistirmedigi
saptand1 (p>0.05). Her iki hiicre hattinda, kombine tedavi yaklagimmin ayri ayri
transfeksiyonlara kiyasla hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda daha fazla durdurdugu,
apoptozu daha cok tetikledigi ve hiicre proliferasyonunu, koloni olusturma yetenegini,
invazyonu ve migrasyonu daha fazla azalttig1 belirlendi.

Sonug¢: Calismamiza konu olan kombine yaklasimin her iki hiicre hatti i¢in kontrol
grubuna kiyasla antikanser etki sagladigi ve bu yaklasimin her iki kiigiik RNA’nin ayri
ayr1 saglamis oldugu antikanser etkiye oranla ¢ok daha fazla antikanser etkiye sahip
oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: A549, HCT116, siRNA, saRNA, KRAS, p53.
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ABSTRACT

Investigation of the Combined Therapeutic Use of RNA-Based p53 Tumor
Suppressor Gene Activation and KRAS Proto-oncogene Inhibition in the A549
Human Lung Adenocarcinoma Cell Line

Aim: The study aimed to reveal the anticancer effect of the combined use of
siRNA, which inhibits KRAS expression, and saRNA, which activates p53 expression,
in cancer cells carrying mutant KRAS and wild-type p53, compared to their separate
transfections, and to develop a new RNA-based therapeutic approach.

Materials and Methods: In the study, A549 cell line was used as the basis and
HCT116 cell line was used as a control. AUNP synthesis was performed, the synthesized
AuNPs were conjugated with small RNAs and the cells were transfected with the
conjugates. Post-transfection mRNA and protein expression analyzes were performed by
RT-gPCR and Western Blot methods, respectively. Effective small RNA concentrations
were determined by mRNA and protein analyses. Combined and separate transfection
processes were carried out using the determined concentrations, and the events at the
cellular level caused by transfection were examined by performing cell viability test, cell
cycle analysis, apoptosis and necrosis test, colony formation experiment, wound healing
experiment, invasion and migration experiments. The results were evaluated statistically
by applying Student's t-test.

Results: Co-transfection of small RNAs at a concentration of 50 nM was found to
result in a significant increase in p53 mRNA levels (p<0.001, p<0.01) and protein levels
(p<0.001, p<0.01), and did not alter KRAS mRNA and protein levels (p>0.05) in the
A549 and HCT116 cell lines, respectively, compared to their individual transfections. In
both cell lines, it was determined that the combined treatment approach more effectively
arrested the cell cycle at the GO/G1 phase, triggered apoptosis to a greater extent, and
significantly reduced cell proliferation, colony formation ability, invasion, and migration
compared to individual transfections.

Conclusion: It has been demonstrated that the combined approach subject to our
study provides an anticancer effect for both cell lines compared to the control group, and
that this approach has a much greater anticancer effect than the anticancer effect provided
by both small RNAs separately.

Key Words: A549, HCT116, siRNA, saRNA, KRAS, p53.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Adenokarsinom

: Argonaute

- Akciger kanseri

: Protein kinaz B

: Anaplastik lenfoma kinaz
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FITC : Floresein izosiyanat

FSC - Teri sag1lim

FU : Florourasil

GADDA45 : Biiyiime durmasi ve DNA hasar1 indiikleyici 45
GAP : GTPaz aktive edici protein
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HRP . At kestanesi peroksidazi
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KRAS - Kirsten rat sarkomu viral onkogen homologu
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: Ras homologu
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1. GIRIS

Akciger kanseri (AK) en sik teshis edilen kanser tiirlerinden biridir ve kansere
bagli 6liimlerin 6nde gelen kaynagidir (1). Histopatolojik bulgulara gére AK, esas olarak
iki alt tipten olusur: kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) (2). KHDAK!'ler tiim AK vakalarinin %85'ini olusturur (3) ve son
yirmi yilin istatistikleri, KHDAK i¢in 5 yillik sagkalimin %20'den az oldugunu
gostermistir (2). KHDAK {ig ana histolojik alt tip igerir: adenokarsinom (ADK), skuaméz
hiicreli karsinom (SHK) ve biyilik hiicreli karsinom (BHK) (4). KHDAK'in
cogunlugunu temsil eden akciger ADK tiim AK vakalarinin %38.5'ini olusturmaktadir
(5). Akciger ADK hastaliginin patogenezinin anlagilmasindaki basarilara ve tedavisinde
yeni yaklagimlarin gelistirilmesine ragmen, ne yazik ki, akciger ADK, genel sagkalimi1 5
yildan az olan en agresif ve 6ldiirme hiz1 en yiiksek tiimor tiplerinden biridir (6). Akciger
ADK'nin geleneksel radyoterapilere ve kemoterapilere karsi yiiksek direnci, tedavi
etkinligi i¢in biiylik bir zorluk teskil etmektedir (7). Bu durum akciger ADK nin tedavisi
icin yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi gerektirdigi gercegini ortaya koymaktadir.

KHDAK'de hedefleme i¢in rutin olarak arastirilan onkogenlerin arasinda Kirsten
rat sarkomu viral onkogen homologu (KRAS) bulunur (8). KHDAK hastalarinin yaklagik
%30'u aktive edici KRAS mutasyonlarini barindirir ve bu da onu KHDAK tedavisi i¢in
potansiyel bir ilag hedefi haline getirir (8). Mutant KRAS" hedefleyen ilaglar uzun
yillardir gelistirilmekte ve klinik deneylerde degerlendirilmektedir. Bu ¢abalar, KRAS
proteininin kendisini hedeflemenin yani sira, translasyon sonrasi modifikasyonlarini,
membran lokalizasyonunu, protein-protein etkilesimlerini ve alt sinyal yollarin1 da
icermektedir (9). Fakat, KRAS hedefli ilag ¢aligmalarinin ¢ogu basarisiz olmustur (9).
Tiim bu bilgiler, KRAS mutant KHDAKler i¢in bu geni hedef alan spesifik yeni terapdtik
ajanlara ihtiyacin olundugu gergegini ortaya koymaktadir.

Son yillarda, kanserin genetik temelinin anlagilmasi ve hiicrelere fonksiyonel gen
transferi i¢in tekniklerin gelistirilmesi, klinik deneylerde gen tedavisinin kullanimin
tesvik etmistir. Bu heyecan verici strateji, timor baskilayici genlerin aktivasyonu ve/veya
timor tesvik edici onkogenlerin gen tedavisi yontemleri ile bloke edilmesine olanak
saglamistir (10). Kiiglik (veya kisa) interferans RNA (siRNA), protein kodlayan genlerin
kisa siireli susturulmasini indiiklemek icin en yaygin olarak kullanilan bir tiir gen

tedavisidir. Onkogenler, mutasyona ugramis timor baskilayict genler ve timor



ilerlemesine katkida bulunan diger genler, gen susturma igin potansiyel hedeflerdir.
siRNA kullanan hedef terapi, yakin zamanda kanserin gelisimi ve metastazinda yer alan
genlerin spesifik olarak hedeflenmesi yoluyla kanser tedavisi i¢in yeni bir strateji olarak
ortaya ¢cikmistir. Bu strateji, 6zel hedefleme isleviyle geleneksel terapotik yaklasimla
iligkili yan etkilerin tistesinden gelecegi anlami tasimaktadir (11). Bu anlamda, siRNA
teknolojisi akciger ADK’nin hedefe 6zgii tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik yaklasim
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, KRAS mutasyonu
tastyan akciger ADK hiicre hattinda mutant KRAS’1 hedef alan siRNA ile hiicreler
transfekte edilmis ve hiicre bliylimesinin azaldigi gosterilmistir (12).

KRAS mutasyonunun yani sira TP53 tiimor baskilayici gen, KHDAK ve diger
kanserlerde siklikla mutasyona ugrar (11). KHDAK hastalarinin yaklagik %50'si p53
mutasyonlarini barindirir (7). p53 mutasyonlariin sikligi, KHDAK tiimér 6rnekleri
arasinda SHK’lerde en yiiksek ve ADK’lerde ise daha diisiiktiir (13). p53'teki fonksiyon
kayb1 mutasyonlar1 insan kanserlerinde, 6zellikle AK’de yaygin olmasina ragmen, mutant
p53 proteinlerini fonksiyonel bir duruma déniistiiren kesin ilaglar heniiz elde edilebilmis
degildir (14). Mutasyona ugramis p53'ii eksprese eden AK hiicre hatlar1 ile yapilan klinik
oncesi calismalarda, miR-34 ile mikroRNA aktarim tedavisi umut verici bir sonug
olmustur (15). miR-34’iin yiiksek ifadelenmesi KHDAK ’nin bir¢ok modelinde timér ve
kanser ilerlemesini kisitlamistir (16). p53’tin alt yolaginin hedef alinip, kanserin
ilerlemesinin kisitlanmasindaki basarist yabani tip (mutant olmayan) p53 igeren
KHDAK ’lerin tedavisi i¢in bu genin hedef alinabilecegi anlamini tasimaktadir.

Gen tedavisinde RNA temelli baska bir yaklagim ise gen transkripsiyonunun
arttirllmasidir. Kiiciik (veya kisa) aktive edici RNA (saRNA)’lar, gen promotdr
bolgelerini spesifik olarak hedefleyerek transkripsiyonel gen aktivasyonuna yol acarlar.
saRNA kullanan terapétik yaklagimlar, son yillarda farkli kanser tiirleri i¢in p53 ve daha
birgok gen hedef alinarak uygulanmaya devam etmektedir (17). Bu dogrultuda yapilan
bir caligmada, saRNA tarafindan aktive edilen p53'iin asir1 ekspresyonu, insan prostat
kanseri hiicrelerinin biiylimesini baskiladigi bildirilmistir (18). Yapilan diger bir
caligmada ise, yabani tip p53'in saRNA aracili ifadesinin arttirilmasi, insan mesane
kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve metastazi baskiladigi rapor edilmistir (19). Daha
sonra yapilan c¢aligmada ise, saRNA ile p53’iin hedef alinmasiyla, mide kanseri
hiicrelerinde in vitro proliferasyon ve migrasyon yeteneklerinin énemli 6lgiide inhibe

edildigi ve bdylece biyolojik davraniglarini etkiledigi ortaya konmustur (20). Bu



orneklerden anlasildigi izere mutant olmayan p53’iin saRNA aracili gen ekspresyonunun
arttrilmasi akciger ADK igin de terapdtik bir yaklasim olarak uygulanabilecektir.

Bazi ¢alismalar tek basina spesifik bir genin hedef alinmasinin disinda KHDAK
icin belirli kombinasyon tedavi yaklasimlarinin daha verimli sonuglar ortaya koydugunu
destekler niteliktedir. Bu dogrultuda, KHDAK’de KRAS ve onun alt sinyal yollarinin
bulundugu bir¢ok kombinasyon tedavi yaklasimi rapor edilmistir (21). Kombinasyon
terapotik yaklagimlar yalnizca KRAS ve onun alt sinyal yolagi ile sinirli kalmayip, birgcok
calismada farkli kombinasyonlar denenmistir. Ornegin, bir ¢alismada, p53’iin alt sinyal
yolag1 proteini olan p21°i hedef alan saRNA ve antikanser ajan olan sisplatin kombine
olarak kullanilmis ve in vitro kosullarda A549 akciger ADK hiicre hattinda sisplatine olan
duyarliligin arttigin1 ve hiicre biiylimesinin engellendigini ve in vivo kosullarda ise A549
ksenograft farelerde tiimor biiylimesini dnemli 6lclide engelleyebilecegi gosterilmistir
(22). Diger bir kombinasyon terapétik yaklagiminda ise akciger ADK’de p53’iin direkt
transkripsiyonel hedef aldigi miR-34a ve KRAS’1 hedef alan siRNA birlikte kullanilmis
ve iki ajanin ayr1 ayr1 kullanilmastyla karsilastirildiginda anti-tiimor etkilerini arttirdigini
ve timor gerilemesine yol a¢tigi rapor edilmistir (16).

Tiim bu bilgiler goz 6niinde bulunduruldugunda, akciger ADK’de spesifik hedefli
kombinasyon tedavi yaklagimlarinin daha verimli olabilecegi beklenmektedir ve yeni
kombinasyon terapotik yaklagimlara ihtiyag duyulmaktadir. Buradan hareketle,
caligmamizda mutant KRAS ve yabani tip p53 bulunduran A549 akciger ADK hiicre
hattinda RNA temelli yeni bir kombine terapétik strateji gelistirmeyi amaglamaktayiz. Bu
ama¢ dogrultusunda, KRAS’in mesajct RNA’sin1 (mRNA) 3° kodlama yapmayan
bolgesinden hedef alip ekspresyonunu inhibe eden siRNA (16) ve p53’iin promotor
bolgesini hedef alip ekspresyonunu arttiran saRNA’y1 (18-20) kombine olarak
kullanarak, bu kombine yaklagimin siRNA ve saRNA’nin ayrt ayr1 uygulanmalarina
oranla kontrol hiicre grubuna kiyasla hiicre dongiisiiniin durmasi, koloni olusturma
oraninin azalmasi, apoptozun tetiklenmesi, migrasyon ve invazyonun engellenmesi gibi
hiicresel olaylar1 daha fazla saglayip saglamayacaginin ortaya konmasi hedeflenmektedir.
HCT116 insan kolorektal karsinom hiicre hatti ¢alismaya dahil edilerek, ¢alismamiza
konu olan kombine terapétik stratejinin, mutant KRAS ve yabani tip p53 tasiyan farkli
hiicre hattinda ayni/benzer etkiler gosterip gostermeyecegi agisindan kontrol edilmesi
amaglanmistir. Calisma sirasinda tiim deneysel asamalar her iki hiicre hatti icin esit
sartlarda uygulanmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde ¢alismamizin RNA temelli yeni

kombinasyon terapotik yaklagimlarin gelistirilmesinde dnciiliik etmesi beklenmektedir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Anormal hiicrelerin kontrolsiiz biliylimesi ve yayilmasiyla karakterize edilen
karmasgik ve yikici bir hastalik grubu olan kanser, 6nemli bir kiiresel saglik sorunu olmaya
devam etmektedir (23). Kanser, 2020 yilinda tahminen 19.3 milyon yeni vaka ve 9.9
milyon 6liimle diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenidir (1). Bazi
kanser tiirlerine gore istatistik veriler Sekil 2.1°de (1) gosterilmistir. Kanser vakalarinin
artmaya devam etmesi, saglik sistemleri ve toplum i¢in énemli zorluklar yaratmaktadir
(1). Bu hastalig1 anlamak ve 6nlemek, teshisi ve tedavisi igin etkili stratejiler gelistirmek
amaciyla aragtirmacilar, kanser gelisiminin altinda yatan mekanizmalar ve risk faktorleri

hakkinda kapsamli arastirmalar yiiriitmektedir (24).
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Sekil 2.1. Diinya genelinde kanser goriilme siklig1 ve 6liim oranlar1 (1).



Kanser, viicudun hemen hemen her doku ve organinda ortaya ¢ikabilir, bu da onu
oldukga heterojen ve ¢ok yonlii bir hastalik haline getirir (25). Kanserin ¢esitli dogasi,
tanimlanmis 200'den fazla farkli kanser tiiriine de yansimaktadir (1). Kanser ¢ok ¢esitli
hastaliklar1 barindirsa da, hepsinin ortak 6zelligi kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir (25). Bu
kontrolstiz hiicre biiyiimesi, iyi huylu veya kotii huylu timorlerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (26).

Kanserli tiimorler olarak da bilinen kotii huylu tiimorler, yakinindaki dokulari
istila etme ve metastaz adi verilen bir siiregcle viicudun uzak boélgelerine yayilma
potansiyeline sahiptir (25). Kanserin nedenleri ¢ok faktorliidiir; genetik yatkinlik,
cevresel etkenler, yasam tarzi ve kanser riskine katkida bulunan bulasict ajanlarin
birlesimi bu faktorler arasindadir (27). Titiin kullanimi, diyet ve karsinojenlere maruz
kalma gibi g¢evresel faktorler kanser gelisimiyle giiglii bir sekilde baglantilidir (28).
Kanserin hiicresel gelisimi genetik mutasyonlari, epigenetik degisiklikleri ve mikrogevre
ile etkilesimleri i¢eren ¢ok asamali bir siiregtir (24). Bu degisiklikler hiicre biiyiimesini
ve boliinmesini kontrol eden normal diizenleyici mekanizmalar1 bozabilir ve kanserde
goriilen kontrolsiiz gogalmaya yol agabilir (24). Kanserin ilerlemesine neden olan genetik
ve molekiiler degisikliklerin anlasilmasi, hedefe yonelik tedavilerin ve erken teshis
yontemlerinin gelistirilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir (29). Son yillarda genom bilimi ve
molekiiler biyolojideki ilerlemeler, kansere yatkinligin genetik temeline iliskin yeni
bilgiler sunarak kalitsal gen mutasyonlarinin kanser riskindeki roliine 151k tutmustur (30).

Kanser arastirmalar1 son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydetmis ve bir¢ok kanser
hastasi i¢in tedavilerin ve sonuglarin iyilestirilmesine yol agmistir (31). Ancak kanserin
karmagikligin1 daha iyi anlama, daha etkili onleme ve tedavi stratejileri gelistirme
arayisinda zorluklar devam etmektedir. Devam eden aragtirmalar, kanser biyolojisinin
inceliklerini ¢dzmeyi, yeni terapotik yaklasimlar: kesfetmeyi ve bu hastaligin kiiresel

yiikiinii azaltma nihai hedefiyle erken teshis yontemlerini gelistirmeyi amacglamaktadir

(1).

2.1.1. KRAS Onkogeni ve Kanserdeki Rolii

KRAS, ¢esitli kanser tiirlerinin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayan
bir proto-onkogendir. Bu gen, hiicre biiyiimesi, hayatta kalmas1 ve farklilasmasi i¢in kritik
olan hiicre sinyal yollarin1 diizenleyen KRAS adinda bir proteinini kodlar (32). KRAS,
RAS siiper ailesi veya RAS benzeri GTPazlar olarak bilinen bir grup kii¢lik guanozin

trifosfat (GTP) baglayici proteindir. RAS siiper ailesinin tiyeleri yapilarina, sekanslarina
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ve islevlerine gore ailelere ve alt ailelere ayrilir. Bes ana aile RAS, RHO, RAN, RAB ve
ARF GTPazlardir. RAS ailesinin kendisi ayrica 6 alt aileye (RAS, RAL, RAP, RHEB,
RAD ve RIT) boliinmiistiir ve her alt aile, temel GTPaz ve niikleotit de§isim aktivitesini
saglayan ortak cekirdek G alanini paylasir. RAS, RAS alt ailesinde en sik calisilan
proteindir. Insanlarda olduk¢a homolog olan ii¢ RAS proteini HRAS, NRAS ve KRAS
bulunur (33). insan KRAS proteinin yapis1 Sekil 2.2°de (34) gosterilmistir.

Anahtar |

Anahtar l|

¢

Sekil 2.2. Insan KRAS'nin molekiiler modellemesi (34).

KRAS proteini sirasiyla guanozin difosfata (GDP) ve GTP’ye baglanarak aktif
olmayan (inaktif) formdan aktif forma gecis yapar (35). Fizyolojik kosullar altinda,
KRAS diizenlemesi, GTP ile GDP degisimini katalize eden guanin niikleotit degisim
faktorlerinin (GEF'ler) ve GTP ‘den GDP’ye hidroliz oranini artiran GTPaz aktive edici
proteinlerin (GAP'ler) karsit aktiviteleri tarafindan kontrol edilen bir GDP-GTP dongiisii
yoluyla gergeklesir. GTP'ye bagli KRAS, ¢esitli efektor proteinlerle etkilesime girerek bu
efektorlerin aktivitesine ve/veya lokalizasyonuna etki eder ve sonugta genis bir hiicresel

yol yelpazesini etkiler (36). KRAS diizenleme dongiisti Sekil 2.3’de (33) gosterilmistir.
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Aktif form

Efektorler )

Sekil 2.3. KRAS GTPaz dongiisii (33).

RAS genleri, aktive edici mutasyonlar veya yukari ve asagi sinyal bilesenlerindeki
degisiklikler nedeniyle ¢ogu insan timoriinde anormaldirler (37). RAS genlerinin kanser
biyolojisindeki 6nemi kapsamli bir sekilde aragtirilmig ve bilimsel olarak belgelenmistir.
Ug ras geninden (HRAS, NRAS ve KRAS) birinin kodon 12, 13 veya 61'indeki
mutasyonlar, bu genleri aktif onkogenlere doniistiiriir (38). Bu nokta mutasyonlarinin
tespitine yonelik hizli analizler yakin zamanda gelistirilmis ve mutasyona ugramis RAS
genlerinin insan tiimorlerinin patogenezinde oynadigi rolii aragtirmak i¢in kullanilmigtir
(38). Ras gen mutasyonlarinin gesitli tiimor tiplerinde bulunabilecegi, ancak goriilme
sikliginin biiyiik 6lciide degisebilecegi ortaya ¢ikmistir. En yiiksek insidanslar pankreas
(%90), kolon ve tiroid (%50) ve akciger ADK’lerinde (%30) bulunur (38). Bazi tiimor
tipleri icin, RAS mutasyonunun varligi ile tiimériin klinik veya histopatolojik 6zellikleri
arasinda bir iligki olabilir. Mutasyonlarin tetiklenmesinde ¢evresel ajanlarin rol
oynayabilecegine dair bazi kanitlar vardir (38).

RAS gen ailesinin bir iiyesi olan KRAS geni insan kanserlerinde siklikla
mutasyona ugrar (38) ve RAS mutasyonlarinin %86’sin1 olustur (33). KRAS genindeki
mutasyonlar, RAS sinyal yolunun yapisal aktivasyonuna yol agarak kontrolsiiz hiicre
cogalmasini ve apoptoza karsi direnci tesvik eder (37). KRAS'!n onkogenik potansiyeli,
hiicrenin hayatta kalmasi1 ve cogalmasi i¢in ¢ok Onemli olan RAF/MEK/ERK ve
PI3K/AKT yollar1 dahil olmak iizere asag1 yondeki efektorleri araciligiyla saglanir (39).

KRAS mutasyonlar1 agresif tiimor fenotipleri, kemoterapiye karsi artan direng ve gesitli

7



kanser tiirlerinde kotii prognoz ile iliskilidir (40). Timor biiyiimesini tegvik etmenin yani
sira, KRAS mutasyonlar1 ayni1 zamanda metastaz ve anjiyogeneze de katkida bulunarak
kanserin malignitesini daha da koriikler (32). KRAS mutasyonlar1 kaynakli kanser

olusumunun ana yollar1 Sekil 2.4’de (33) gosterilmistir .

Kanserle iligkili
fibroblastlar

, Enflamatuar
+ Shh, TGF-, diger _— hiicreler
sinyaller " o
s
< % / —
- o r\ et hiicreleri
<> <z g
| | | -
,.,,/_\,.. 3 -2 I Salgilanan molekuller
7 | - l
| | | =T —
yeloid
| g | hiicreler

GM-CSF, diger sinyaller

Sekil 2.4. Baslica KRAS efektor yollar (33).

KRAS'm inhibisyonu uzun siiredir kanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedef olmustur,
ancak etkili KRAS hedefli tedavilerin gelistirilmesinin, KRAS proteininin anlagilmasi zor
dogas1 ve onun sayisiz asagl yonlii efektorleri nedeniyle zorlu olmustur. Ancak ilag
gelistirmedeki son atilimlar, KRAS mutasyonlu kanserlerin tedavisinde umut
vadetmektedir (41). Boyle bir atilim, 2020 yilinda ilk segici KRASG12C inhibitérii olan
sotorasibin, KRASG12C mutasyonlari barindiran KHDAK hastalarinda klinik etkinligini
gostermesiyle gergeklesmistir  (42). Bu yeni KRAS inhibitorlerinin etkinligini
degerlendirmek ve faydalarini diger kanser tiirlerine genisletmek i¢in daha fazla arastirma

ve klinik denemeler devam etmektedir (43).

2.1.2. TP53 Tiimor Supresor Geni ve Kanserdeki Rolii

Tiimor proteini 53 veya p53 olarak da bilinen TP53, bir transkripsiyon faktoridiir.
Cesitli genotoksik stres tiirlerine yanit olarak p53, spesifik DNA sekanslarina baglanarak
bir dizi geni islemden gegcirir, bdylece hiicre dongiisiinii durdurur, hasarli DNA'y1 onarir

veya hiicre kaderi olarak apoptozu indiikler (44). p53, katlanmig DNA baglama ve
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tetramerizasyon domainlerinden olusan, hem amino hem de karboksi terminallerinde
dogasi1 geregi diizensiz bolgelerle ¢cevrelenmis modiiler bir alan yapisina sahiptir ve 4x393
amino asit dizisi iceren bir homotetramer olarak biyolojik fonsksiyonunu yerine getirir
(45). p53 proteinin domain yapis1 Sekil 2.5’de (45) gosterilmistir. p53°lin transaktivite
fonksiyonlarmi1  yerine getirebilmesinde, fosforilasyon, asetilasyon ve prolil
Izomerasyonu veya protein-protein etkilesimi gibi translasyon sonrasi mekanizmalar

onemli rol oynamaktadir (44).

- o
248 273 e ‘41 ’/ -
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. . ~ S
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1 61 94 292 325 356 393
icsel olarak diizensiz Dizensiz

L1 ilmek

Sekil 2.5. p53'iin domain yapist (45).

TP53"in birincil islevlerinden biri, DNA hasar1 olustugunda DNA onarimini
kolaylastirmaktir. Bunu, GADD45 ailesi gibi onarim siirecine dahil olan ¢esitli asagi
yondeki genleri aktive ederek ve onarim mekanizmalarinin calismasi i¢in zaman
saglamak tizere hiicre dongiisii durmasini tetikleyerek yapar (46). Bu gecici durma,
hiicrenin DNA'y1 onarmasimma veya hasar onarilamayacak durumdaysa apoptoza
ugramasina olanak tanir. Boylelikle programlanmis hiicre 6liimii slireci olan apoptozun
onemli bir diizenleyicisi olma gorevini iistlenmis olur (47). Bu durum, genomun
biitiinliiglinii saglar ve kansere yol acgabilecek mutasyonlarin yayilmasini onler. Timor
gelisiminin  durdurulmasinda, p53 hiicre dongiisiiniin durdurulmas1 ve apoptozun
tetiklenmesi disinda farkli birgok gorev tistlenir ve bunlar1 bir¢ok farkli gen ve proteini

hedef alarak yerine getirir (48). Bu gorevlerden bazilar1 Sekil 2.6°de (49) gosterilmistir.
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Sekil 2.6. p53 tiimor baskilamasina aracilik eden yanitlar (49).

TP53 fonksiyonunun kaybi, basta mutasyonlar yoluyla, kanserde sik goriilen bir
durumdur (50). Islevsiz TP53, tiimdr baskilayici aktivitelerini bozarak hiicrelerin
apoptozdan kagmasina, DNA hasarina ragmen ¢ogalmasina ve mutasyon biriktirmesine
olanak tanir. Bu olaylar kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine yol agabilir (51).
Mutant p53’tin kanser olusumuna sebep olabilecegi bazi durumlar Sekil 2.7°de (52)
gosterilmistir. TP53 mutasyonlar: tek bir kanser tiiriiyle sinirli degildir; digerlerinin yani
sira meme, kolorektal, akciger ve yumurtalik kanserini de iceren genis bir aralikta
gbzlemlenmistir (46). Bazi TP53 mutasyonlari yalnizca tiimor baskilayici fonksiyonunun
kaybiyla sonuglanmakla kalmaz, ayn1 zamanda siklikla fonksiyon kazanimi mutasyonlari
olarak adlandirilan yeni onkogenik 6zellikler de kazandirabilir. Bu mutasyonlar tiimoriin
ilerlemesini ve tedavi direncini tetikleyebilir (53). Ancak mutasyonlarin yoklugunda bile
p53'iin aktivitesi, translasyon sonrasi modifikasyonlar veya diizenleyici yollardaki
degisiklikler gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla tehlikeye girebilir (54).
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Sekil 2.7. Farkli p53 mutasyonlari, bunlarin fonksiyonu ve onkogenik aktivite tizerindeki
potansiyel etkileri (52).

TP53 mutasyon durumunun, kanser prognozunu ve tedavi stratejilerini etkileyen
onemli klinik etkileri vardir. TP53 mutasyonlarina sahip tiimorler genellikle daha
agresiftir ve tedaviye daha az yanit verir, bu da onlar1 zorlu bir klinik sorun haline getirir
(55). Arastirmacilar, kanser hiicrelerinde p53 fonksiyonunu yeniden saglamak i¢in hedefe
yonelik tedavileri aktif olarak arastirmaya devam etmektedirler. p53 proteinini yeniden
aktive etmek veya stabilize etmek i¢in yeni ilag gelistirme stratejileri takip edilmekte ve

kanser tedavisinin iyilestirilmesi i¢in potansiyel yollar sunulmaktadir (46).

2.2. Akciger Kanseri
AK, akciger dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesinden kaynaklanan
malign bir neoplazmdir ve yiiksek insidans ve mortalite oranlari nedeniyle 6nemli bir
kiiresel saglik sorunudur (23). Diinya ¢apinda kansere bagl oliimlerin 6nde gelen
nedenidir ve meme, kolon ve prostat kanserlerinin toplamindan daha fazla 6liimden
sorumludur (56). AK genel olarak iki ana tiire ayrilir: KHDAK ve KHAK, bu
kanserlerden her biri farkli 6zelliklere ve tedavi yaklasimlarina sahiptir (57). KHDAK,
tim vakalarin yaklagik %85'ini olusturan daha yaygin bir formdur, KHAK ise daha
11



agresif bir hastalik seyri ile iligkilidir (58). Molekiiler biyolojideki ilerlemeler,
KHDAK'nin, her biri farkli klinik 6zelliklere ve tedavi segeneklerine sahip olan ADK,
skuamoz hiicreli karsinom (SHK) ve biiyiik hiicreli karsinom (BHK) gibi farkli alt tiplere
gore smiflandirilmasini daha da gelistirmistir (59). Bu alt tiplerin hem tan1 hem de tedavi
stratejilerini etkileyen farkli histolojik ve genetik 6zellikleri vardir (60).

Erken evre AK siklikla asemptomatiktir ve tani tipik olarak ileri bir agamada
ortaya c¢ikar, bu da tedavi seceneklerinin smirli olmasma ve sonuglarin daha koti
olmasma neden olur (61). Gelismis goriintiileme tekniklerinin ve biyobelirteglerin
gelistirilmesi, erken teshis c¢abalarini iyilestirerek potansiyel olarak daha ¢ok hayatta
kalma oranlarina yol agmistir (62). AK’nin tedavisi, cerrahiyi, radyasyon terapisini,
kemoterapiyi, hedefe yonelik tedavileri ve immiinoterapileri kapsayan multidisipliner bir
yaklagimi icerir (63). Son on yilda yenilik¢i ve hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesi, AK’ye karst miicadelede yeni umutlar sunmustur (64). AK’ye yonelik
tedavi stratejileri, umut verici potansiyel gosteren siRNA gibi yenilik¢i yaklagimlarin
entegrasyonuyla yillar iginde gelismistir (65). Bunlara ek olarak, devam eden ¢aligsmalar
hasta sonuglarini daha da iyilestirmek i¢in kombinasyon tedavilerini arastirmaktadir (66).
Bu 6nemli ilerlemelere ragmen AK tedavisinde ilag direnci, tedaviye bagli yan etkiler ve
nadir goriilen genetik degisikliklere yonelik daha fazla arastirma ihtiyaci gibi zorluklar

devam etmektedir (67-69).

2.2.1. Akciger Adenokarsinom

Akciger ADK, KHDAK ’nin en yaygin histolojik alt tipidir ve tiim AK vakalarinin
yaklasik %40'n1 olusturur (70). Akciger ADK, farkli genetik ve histopatolojik dzelliklere
sahip karmagsik ve cesitli bir malignite grubunu temsil eder (57). Akciger ADK’nin
histolojik 6zelligi, lepidik, papiller, asiner veya kat1 biiyiime modelleri olarak ortaya
cikabilen, glandiiler yapilarin varligidir (71). Bu farkli morfolojik modeller, akciger
ADK ’sinin tan1 ve tedavide zorluklar yaratabilen heterojenligini vurgulamaktadir (72).

Akciger ADK’nin goriilme sikligindaki artig, bu hastaligin molekiiler ve genetik
temelleri konusunda, kapsamli arastirmalara yol agmistir. Genomik ¢aligmalar, KRAS,
EGFR (epidermal biiylime faktorii reseptorii) ve ALK (anaplastik lenfoma kinaz) gibi
genlerdeki mutasyonlar dahil olmak tizere ¢ok sayida siirlicii mutasyon ve degisikligi
ortaya ¢ikarmistir (73, 74). EGFR, KRAS, ALK, ROS1 ve BRAF'taki mutasyonlar gibi
genetik olaylar, hasta sonuglarii dnemli dlgiide iyilestiren hedefe yonelik tedavilerin

gelistirilmesine yol agmistir (75).
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Biyolojisi ve molekiiler temellerinin giderek daha iyi anlagilmasiyla akciger ADK,
hasta sonuglarini iyilestirmeyi amaglayan yenilik¢i tedavi stratejilerinin odak noktasi
haline gelmistir (76). Genomik arastirmalardaki ilerlemeler, akciger ADK’de siiriicii
mutasyonlar ve degisikliklerin karmasik bir manzarasin1t ortaya c¢ikararak
kisisellestirilmis tibbin 6niinii agmistir (75). Bu ilerlemelere ragmen, akciger ADK’ nin
klinik yonetimi halen bir zorluk olmaya devam etmektedir. Ayrica, birgok hastaya tedavi
secenekleri smirliyken ileri evrelerde tani1 konulabilmektedir (59). Bu nedenle, devam
eden arastirmalar, yeni biyobelirtegleri ve terap6tik hedefleri ortaya ¢ikarmaya ¢alismakta
ve bu Oliimcil hastaliktan etkilenen bireylerin hayatta kalma oranlarini ve yasam

kalitesini artirmay1 hedeflemektedir (76).

2.2.2. KRAS Onkogeninin Akciger Adenokarsinomdaki Rolii

KRAS, KHDAK’nin yaygin bir alt tipi olan akciger ADK’sinin gelisiminde ve
ilerlemesinde onemli bir rol oynar. KRAS genindeki mutasyonlar, tim akciger ADK
vakalarinin yaklasik %30'unda tespit edilmistir ve bu da KRAS degisikliklerini bu kanser
tiirtinde en sik gozlemlenen genetik degisikliklerden biri haline getirmektedir (77). KRAS
mutasyonlu akciger ADK’leri, onlart diger alt tiplerden ayiran ayirt edici biyolojik
ozelliklere sahiptir. Bu tiimorler siklikla artan invazivlik, apoptoza karsi direng ve
gelismis anjiyogenez sergiler. Ek olarak, geleneksel kemoterapi ve radyasyon tedavisine
daha az yanit verme egilimi gosterirler ve bu da KRAS mutasyonlari olan hastalarda daha
kotii prognoza yol agar (78).

Akciger ADK’de KRAS mutasyonlarinin rolii kapsamli bir sekilde aragtirilmistir.
Ornegin, yapilan bir galisgma KRAS mutasyonlarinin, KHDAK tedavisinde yaygin olarak
kullanilan EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine direng ile iliskili oldugunu gostermistir
(79). Diger bir caligma da, akciger ADK’de KRAS mutasyonlarinin klinik énemini
vurgulamistir. Calisma, KRAS mutasyonu olan hastalarin, EGFR mutasyonu olanlara
kiyasla hedefe yonelik tedavilere daha zayif yanit verdigini gostermistir (80). Tarihsel
olarak, akciger ADK’de KRAS mutasyonlarint hedeflemek zorlu bir siire¢ olmustur
ancak son gelismeler umut verici sonuglar vermistir. Ornegin, sotorasib gibi KRASG12C
inhibitorlerinin gelistirilmesi, klinik deneylerde dikkate deger bir etkinlik gostererek, bu
spesifik mutasyonu barindiran hastalar i¢in umut saglamistir (42). G12C mutasyonlu
KRAS'!n onkogenik sinyal yollar1 ve dogrudan inhibitorler tarafindan inhibisyonu Sekil

2.8’de (81) 6zetlenmistir.
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Sekil 2.8. G12C mutasyonlu KRAS'n onkogenik sinyal yollari ve inhibisyonu (81).

Arastirmacilar, mutant KRAS genini secici olarak susturmak icin RNA
interferanst (RNAi) dahil olmak {izere yenilik¢i yaklasimlar gelistirmektedir. RNAI,
KRAS mutasyonlu akciger ADK’sinin tedavisi i¢in umut verici bir yol sunan gii¢lii bir
gen susturma teknigidir. Mutant KRAS mRNA'y1 spesifik olarak hedefleyebilen ve
bozabilen, bdylece onkogenik KRAS proteininin sentezini Onleyebilen siRNA
molekiillerinin kullanimini igerir (82). Bu yaklasim hedefe yonelik bir tedavi olarak timit
vadetmektedir. Caligmalar, mutant KRAS''m siRNA aracili yikilmasinin, hiicre
proliferasyonunda bir azalmaya, timor biiylimesinin inhibisyonuna ve akciger ADK
hiicre hatlarinda kemoterapiye duyarliligin artmasina yol agabilecegini gostermistir (83).
Bu alanda aragtirmalar devam etmektedir ve ¢ok sayida klinik dncesi ve klinik ¢aligsma,
KRAS mutant akciger ADK i¢in siRNA bazli tedavilerin fizibilitesini ve etkinligini
arastirmistir. Bu ¢alismalar, siRNA tasima sistemlerinin gelistirilmesine, uygun siRNA
dizilerinin tanimlanmasina ve bunlarin tiimor biiylimesi ve hasta sonuglari lizerindeki
terapdtik etkilerinin degerlendirilmesine odaklanmaktadir (84).

Akciger ADK’de KRAS mutasyonlarinin inceliklerini anlamak, etkili terapdtik

stratejilerin gelistirilmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Arastirmacilar ve klinisyenler,
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KRAS mutasyonlu akciger ADK’sinin yarattig1 zorluklara karsi koymak i¢in hedefe
yonelik tedavileri ve kombinasyon tedavilerini aktif olarak arastirmaya devam etmektedir
(85).

2.2.3. TP53 Tiimér Supresor Geninin Akciger Adenokarsinomdaki Rolii

Tiimor proteini 53 veya p53 olarak da bilinen TP53, akciger ADK’de ¢ok 6nemli
rol oynar. TP53 geninde mutasyon meydana geldiginde p53 proteini tiimor baskilayici
fonksiyonlarin1 kaybeder ve kanser gelisme riskinin artmasina neden olur. Bu
mutasyonlar bir¢ok kanser tiiriinde ortak bir 6zelliktir ve akciger ADK de bir istisna
degildir (86). TP53 mutasyonlar1 akciger ADK baglaminda kapsamli bir sekilde
arastirllmis ve kotili prognoz ve kemoterapiye karsi artan direng ile iliskili oldugu
bulunmustur (87). p53 mutasyonlart ADK’lerin %50'sinde mevcuttur ve hayatta kalma
oraninin azalmasiyla iliskilidir (75). p53 mutasyonlarinin sikligi, KHDAK timor
numuneleri arasinda SHK’lerde en yiiksek ve ADK’lerde ise daha diisiiktiir (13). p53'teki
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 insan kanserlerinde, 6zellikle AK’de yaygin olmasina
ragmen, mutant p53 proteinlerini fonksiyonel bir duruma doniistiiren kesin ilaclar heniiz
elde edilebilmis degildir (14).

TP53 genindeki mutasyonlarin, akciger ADK de dahil olmak iizere ¢esitli
kanserlerin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadig: iyice belirlenmis olsa da
(88), mutant olmayan TP53 ile yapilan caligmalarla kanserin ilermesindeki azaltic1 yonde
etkileri gosterilmistir. Ornegin bir calismada, p53 geninde bir homozigot delesyon (NCI-
H358) veya bir yanlis anlamli mutasyon (NCI-H23) tagiyan AK hiicre hatlarina, mutant
olmayan bir p53 tamamlayict DNA ekspresyon vektoriiniin transfer edilmesi, timor
hiicresi biiylimesini biiyiik 6l¢lide baskiladigi rapor edilmistir (89). Diger bir ¢aligmada
ise, yabani tip p53 geninin, p53'iin homozigot silinmesine sahip olan akciger ADK hiicre
hattinda rekombinant adenoviriis aracili transferinin, bu hiicrelerin kemoterapéotik ajan
olan sisplatine kars1 duyarliligini belirgin sekilde arttirdigini gostermistir (90). Yabani tip
p53 geninin transferi KHDAK’de klinik deneylerde de arastirilmis ve apoptozu arttirir
yondeki etkisi ortaya konmustur (91). Baska ¢alismalarda ise akciger ADK hiicre hattinda
p53 protein-protein iliskisi hedef alinmis ve bu yaklasimin hiicre canliligini azaltigi ve
apoptozu indiiklegi gosterilmistir (92). Bu yaklasimlar mutant olmayan p53 tasiyan
akciger ADK’de p53’tin hedef alinarak tedavi stratejilerini gelistirmek i¢in umut

olmaktadir.
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2.3. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, diinya ¢apinda kanser dliimlerinin dordiincii 6nde gelen nedenidir
ve ilerlemesine karmasik bir dizi genetik varyasyon eslik eder (93). Kolon kanserinin
ilerlemesi dort gelisim asamasinda tanimlanabilir. Baglangicta, 0 ve 1. asamalarda tiimor,
"polip" ad1 verilen kolonun i¢ katmanlarinda biiyiir. 2. evrede kanser kolon duvarlarinin
Otesine gegerek dis katmanlarda gelismeye baslar ve “adenom” olarak tanindig1 bu evrede
lenf diigiimlerine ilerlememis olur. Tiimor 3. evrede lenf bezlerine ulasarak “karsinom”u
olusturur; sonunda 4. asama viicutta metastaz yapar (94). Poliplerin invaziv karsinoma
doniismesi yaklasik 10-15 yillik bir zaman diliminde neoplastik degisiklikler gerektirir
(95).

Kolon kanserinin yaklasik %60-65'1 sporadiktir ve cesitli cevresel faktorlerin
getirdigi genetik degisikliklerin birikmesinden kaynaklanir (96). Bu degisikliklerin,
timor baskilayicilarin (APC ve p53 vb.) kaybin1 ve onkogenlerin (KRAS, SMAD4 vb.)
fonksiyonunun artmasini igeren ardisik ilerleyen genetik olaylari igerdigi diisiiniiliir (97).
Sporadik kolon kanseri vakalarinin yaklasik %40'inda KRAS mutasyonu goriilmektedir
(98). TP53 geni, tiim kolorektal kanser (KRK) vakalarinin yaklasik %60'inda mutasyona
ugramistir (99). TP53 geninde ¢ogu degisiklik ekson 5-8'de meydana gelir. p53 proteini
durumunda mutasyonlar L2 ilmek, L3 ilmek ve ilmek-yaprak-sarmal yapisal alanlarinda
meydana gelir (100). Mutasyonlar, DNA'ya baglanma yetenegini kaybeden ve DNA
hasarin1 onarmak ig¢in hedef genleri etkinlestiremeyen ¢ok kararli bir p53 proteinin
olusmasiyla sonuglanarak kanserin ilerlemesine olanak tanir (101).

Tespit edilen mutasyonlar kolon kanserinde terapdtik stratejiler gelistirilmesine
yol gosterici olmustur. Ornegin, adagrasib ve sotorasib ile hedefe yonelik tedavi son
zamanlarda umut verici bir aktivite gostermistir. Bu kiigiik molekiiller, KRASG12C'yi
hedef alirlar ve onu geri doniilemez sekilde engellerler (102). Diger bir terapotik yaklagim
slirecinde, kiigiik molekiillerin farkli kombinasyonlarinin etkili oldugu gosterilmistir. Su
anda, adagrasib ve setuksimabin bir kombinasyonu ve bir bagka yaklasim olan sotorasib
ve panitumumab kombinasyonu, faz 1l denemeleri i¢in degerlendirilmektedir (103).
Bunlarin disinda, siRNA kullanilip mutant KRAS hedeflenerek yapilan bir ¢aligmada,
KRAS ekspresyonunun giiclii ve spesifik bir sekilde baskilandigi, kolon kanseri
hiicrelerinde ¢ogalma ve canliligin azaldigi, in vitro apoptozunun indiiklendigi ve kolon
kanseri ksenograft fare modellerinde tiimor biiyiimesini dnemli Olgiide yavaslattig

gosterilmistir (104).
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Kolon kanserinde bir diger hedef ise TP53 geni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
anlamda bir ¢alismada, mutant TP53 tasiyan kolon kanseri hiicre hattinda yabani tip
p53'in yeniden ekspresyonunun biiylime inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir
(105). Diger bir ¢alismada ise, TP53 mutasyonlu kolon kanserinin bir fare modelinde,
yabani tip TP53'ii kodlayan bir adenoviriisiin deri alt1 timérlere dogrudan enjeksiyonu
(intratiimoral enjeksiyon), kontrollerle karsilagtirildiginda tedavi edilen farelerde timor
gerilemesi ve hayatta kalma siirelerinin iki katina ¢ikmasiyla sonuglandigi rapor
edilmistir (106). Mutant olmayan TP53 ve onun protein-protein iliskisi bir¢ok defa hedef
alinmis ve kolon kanseri dahil birgok kanser tiiriinde hiicre biiyiimesinin engellenmesi ve
apotozun tetiklenmesinde etkili oldugu gosterilmistir (92). Bu gelismeler, yabani tip p53

tastyan kolon kanserinde p53°iin hedef alinacagi ¢alismalarin 6niinii agmustir.

2.4. siRNA ve Kanserdeki Rolii

SIRNA, 21-23 niikleotit uzunlugunda kiiciik RNA molekiillerinin bir alt sinifidir
(107). Sentetik ve kodlamayan siRNA’lar, gen susturma i¢in kullanilan genetik bir aragtir
(108). siRNA'nin islevini yeterince yerine getirebilmesi i¢in hedef mRNA ile tam bir
eslesmeye ihtiyact vardir (109). Eslesme saglayan siRNA, mRNA bozunmasi yoluyla
hedef geninin transkripsiyon sonrasi seviyede ekspresyonunu baskilar (110). Aktivasyon
icin siRNA, tek sarmalli RNA (ssRNA) iiretmek tizere bir RNA ile indiiklenen susturma
kompleksine (RISK) yerlestirilir. Bu ssRNA, RISK kompleksi igin bir antisens kilavuzu
olarak islev goriir. Tamamlayici bir mRNA hedefine baglanarak ssRNA, RISK kompleksi
icinde yer alan Argonaute (Ago) proteinleri araciligiyla bozulmaya neden olur (111, 112).
RNAIi olarak bilinen bu mekanizma ilk olarak Caenorhabditis elegans'ta, eksojen olarak
aktarilan ¢ift sarmalli RNA'nin (dsRNA) gen ekspresyonunda gecici bir baskilamaya
neden oldugu zaman kesfedilmistir (113). SIRNA’nin fonksiyonu ve islev mekanizmasi

Sekil 2.9°de (114) gosterilmistir.
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Sekil 2.9. RNAi’nin molekiiler mekanizmasi (114).

Ik sentetik siRNA'nin uygulanmasi, memeli hiicrelerinde gen diizenleme igin
siRNA'nin kullanildigi 2001 yilina kadar uzanir (115). Diger ¢alismalar, antikanser
tedavisinde gen susturma igin siRNA'y1 kullanarak takip etmistir (116, 117). SiRNA'nin
secici hedefleme yeteneginden dolayi, farkli kanserlerin tedavisinde kullanilmasina
biiyiik ilgi gosterilmistir (118). Cesitli kanser karsiti sSiRNA bazli ilaglar klinik deneylere
girmistir ve bircogu klinik dncesi arastirmalarda aktif olarak aranmaktadir (119). Klinik
deneylerdeki siRNA bazli terapotiklerin neredeyse iigte biri kanser tedavileri igindir.
siRNA'lar, hiicre biiylimesi, anjiyogenez, metastaz ve/veya ila¢ direncinde rol oynayan
genlerin ekspresyonuna miidahale ederek kanserle iligkili genleri susturmay1 amaclar.
Onkogenler, mutasyona ugramis tiimor baskilayici genler ve timdriin ilerlemesine
katkida bulunan diger genler, gen susturmanin potansiyel hedefleridir (11).

siRNA ile hedeflenen genler arasinda KRAS mutant geni ¢ok kez yer almistir.
KRAS, tiim kanserler arasinda yiliksek mutasyon oranina sahip en iyi bilinen onkogendir
ve KRK ve KHDAK dahil olmak tizere bir dizi yliksek derecede Oliimciil kanserle
iliskilidir ve bu sebeple kanserde hedef olarak ilgi cekici olmustur (120). Ornegin bir
calismada, KRAS’1 hedef alan SIRNA, KRAS mutant akciger ve kolon ADK hiicre
hatlarinda canlilig1 6nemli 6lgiide azalttig1 gosterilmistir. Ayni caligmada AK modelinde

KRAS siRNA tedavisi, birincil tiimor biiylimesinde ve uzak metastatik hastalikta 6nemli
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azalmalar gosterdigi ve kolon kanseri modelinde KRAS siRNA’nin, deri alt1 timor
biliylimesinin yani sira karaciger metastazlarinin bliylimesini de 6nemli dl¢iide azalttigi
rapor edilmistir (121). Mutant KRAS’1 hedef alan bazi ¢alismalar KRAS siRNA ile
kombine yaklasim ortaya koymustur. Ornegin bir ¢alismada, miR-34a ve KRAS siRNA
ile kombinasyon tedavisi, ortalama akciger timdriiniin ilk hacminin %634 kadar
gerilemesi ve apoptotik hiicrelerin artmasiyla sonuglandigi rapor edilmistir ve hem
sisplatin hem de miR-34a ve KRAS siRNA kombinasyonundan olusan formiilasyonla
tedavi edilen fareler, tek tedaviyle tedavi edilen farelerle karsilastirildiginda onemli
Ol¢iide daha uzun siire hayatta kaldigir gosterilmistir (16). Mutant KRAS't hedefleyen
ilaclar uzun yillardir gelistirilmekte ve klinik deneylerde degerlendirilmektedir. Bu
cabalar, KRAS proteininin kendisini hedeflemenin yani sira, translasyon sonrasi
modifikasyonlarini, membran lokalizasyonunu, protein-protein etkilesimlerini ve alt
sinyal yollarimi da icermektedir (9). Fakat, KRAS hedefli ila¢ ¢alismalarinin ¢ogu
basarisiz olmustur (9). Tiim bu bilgiler KRAS mutant kanserler igin bu geni hedef alan
spesifik yeni kombinasyon terapotik yaklasimlara ihtiyacin olundugu gergegini ortaya

koymaktadir.

2.5. saRNA ve Kanserdeki Rolii

Kiigiik aktive edici RNA'lar (saRNA'lar), hem transkripsiyonel hem de epigenetik
seviyelerde gen promotdrlerinde secilen dizileri hedefleyerek, hedefe 6zgii gen
ekspresyonunu arttiran kiigiik ¢ift sarmalli RNA'lardir (122). saRNA'lar her ipligin 3'
ucunda 2 niikleotit ¢ikintisi ile birlikte tipik olarak 21 niikleotit uzunlugundadir ve
memelilerde RNAi'ye benzer sekilde Ago2'ye bagimli bir sekilde etki gosterir (123).
Ancak RNAi'den farkli olarak, saRNA aracili gen manipiilasyonu yalnizca hiicrelerin
cekirdeginde yer alir ve gen ekspresyonunu diizenlemek icin transkripsiyonel elemanlari
toplayacak sekilde hareket eder (124). saRNA’nin RNA ile Indiiklenmis Transkripsiyonel
Aktivasyon (RITA) kompleksi olarak bilinen kofaktér proteinlerinin toplanmasini
saglayarak kromatinin yeniden modellenmesine ve modifikasyonuna yardimci olduguna
ve bdylelikle hedef genin artan ekspresyonuna neden olduguna inanilmaktadir (125, 126).

saRNA’nin 6ngoriilen etki mekanizmasi Sekil 2.10°de (127) gosterilmistir.
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Sekil 2.10. RNAa’nin molekiiler yolagi (127).

Bu gen manipiilasyonu, RNA bazli gen terapotikleri i¢in yeni bir yol acan RNA
aktivasyonu (RNAa) olarak bilinir (128). RNAa baslangigta tesadiifen kesfedilmis (124)
ve sonrasinda gilinlimiize kadar bir ¢ok caligmada gen transkripsiyonunu artirmaya
yonelik farkli yaklagimlarin gelistirilmesinde fonksiyon almigtir. Dahasi, giderek artan
kanitlar, saRNA'larin yalnizca gen fonksiyonunu incelemek ve transkripsiyonel aktiviteyi
diizenlemek icin yeni bir yaklasim saglamakla kalmayip ayni zamanda basta kanser
olmak tiizere ¢esitli hastaliklara karsi klinik tedavi i¢in biiyiik bir potansiyel vadettigini
gostermektedir (122). Kanserle iliskili genler, hiicre dongiisiinii ve ¢ogalmasini modiile
etmek, hiicre yaslanmasin1 ve apoptozu tetiklemek, kanser hiicresi istilasin1 ve gociinii
engellemek ve kemoterapi direncini tersine ¢evirmek icin saRNA'lar tarafindan

diizenlenebilmektedir (122).
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saRNA aracili RNAa, kanser baskilayici genler hedef alinarak kanserle
miicadelede yeni ve giiglii bir yontem saglayabilir (129). saRNA’nin kanserde hedef
aldig1 baz1 genler ve yolaklar Sekil 2.11°de (130) gosterilmistir. Timor baskilayici
genlerin RNAa yoluyla hedefe yonelik aktivasyonunun, mesane, akciger, meme, bobrek,
pankreas, lenfoma ve prostat kanseri dahil olmak iizere farkli kanser hiicreleri {izerinde
in vitro anti-biiytime veya in vivo antitiimor etkileri ortaya ¢ikardigi gosterilmistir; bu da
RNAa'nin kanser igin terapotik potansiyele sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (131).
Ornegin baz1 galismalarda, C/EBPa (CCAAT/arttirict baglayici protein o) saRNA ile
hedef alinarak pankreas kanseri (132) ve karaciger kanserinde (133) kansere karsi
terapotik yaklagim olarak olumlu sonuglar alinmistir. Dahasi, C/EBPa hedef alan MTL-
CEBPA adli saRNA, karaciger kanseri olan hastalar i¢in klinik denemesindedir ve
saRNA terapétikine iligkin ilk insan ¢alismasini temsil etmektedir (134-136). Diger bazi
calismalarda ise, saRNA ile CDKN1A (Siklin Bagimli Kinaz Inhibitérii 1A, p21) geni
hedef alinarak, mide kanseri hiicrelerinde ¢ogalmayu, istilay1r ve gocii engelledigi (137),
T24 insan mesane kanseri hiicrelerinde G1 fazi durmasini ve apoptozu indiikledigi (138),
KRK hiicre hatlarinda GO/G1'de hiicre dongiisii durmasina ve apoptoza neden oldugu,
hiicrelerde anti-proliferasyon etki olusturdugu, koloni olusumunda azalmaya ve hiicre
yaslanmasina sebep oldugu, ayrica farelerde kolorektal hiicre kaynakli tiimér biiytimesini
onemli Olglide inhibe ettigi (139), farelerde gelistirilen insan KRK’nin ortotopik bir
modelinde antitiimor etkinligi gosterdigi (131), in vitro kosullarda A549 akciger ADK
hiicre hattinda sisplatine olan duyarlilig: arttirdigi ve hiicre biiyiimesini engelledigi ve in
vivo kosullarda ise AS549 ksenograft farelerde tiimor biiylimesini onemli Olgiide
engelleyebilecegi (22), rapor edilmistir. Kanserde saRNA ile hedeflenen genler C/EBPa,
ve p21 ile simirli olamamakla beraber bir¢ok ¢alismada farkli genler dahil edilerek

arastirmalar devam etmektedir (130, 140).
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Sekil 2.11. saRNA bazli terapétiklerin antikanser mekanizmasi (130).

2.6. Kiiciik RNA Modifikasyonu ve Etkili Taginim

Birgok ¢aba gosterilmesine ragmen, niikleik asidin sistemik iletimi, ilgili dokuya
tasinmas1 konusunda karmasik zorluklarla karsi karsiyadir (141). Tedavinin etkili
olabilmesi i¢in ilk ve en dnemli adim kiiciik RNA’nin enjeksiyon bolgesinden tiimor
hiicrelerine iletilmesini saglamaktir. Kiigilk RNA’lar sistemik olarak uygulandiginda
aktif bolgeye ulagsmalarin1 engelleyen fizyolojik ve biyolojik engelleri agsmasi gerekir
(142-144). Bu bariyerler arasinda, bunlarla sinirli olmamak iizere, intravaskiiler bozulma,
bagisiklik sistemi tarafindan taninma, renal klirens, timér dokusuna niifuz etme ve tiimor
hiicrelerine alimdaki engeller ve tiimor hiicrelerine girdiginde endozomal kagis yer alir
(119). Bu zorluklarin tstesinden gelmek ve kiiciik RNA’larin hedef hiicrelerine
ulagsmasin1 kolaylastirmak i¢in kimyasal modifikasyonlar ve tasima formiilasyonlari
gereklidir (145).

Mevcut biyoorganik tekniklerle, oligoniikleotitler tek iplikgikler halinde
sentezlenebilir ve modifiye edilebilir, daha sonra istenen ¢ift iplikli hale getirilebilir.
Yapay modifikasyonlar1 igeren ozellestirilebilir oligoniikleotit sentezi, ¢iplak kiiciik

RNA'nin uygulanmasiyla iligkili sorunlarin iistesinden gelerek RNA terapétiklerinin
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potansiyelini artirabilir (119). Kiigilk RNA’nin islevsel etkinliginin potansiyelini
arttirmaya yonelik yontemlerden biri, kiigiik RNA’nin RNA omurgas: {izerinde kimyasal
modifikasyonlar uygulamaktir. RNA'nin en yaygin degisikliklerinden biri, riboz
omurgasindaki 2' pozisyonunun modifikasyonudur. Bu modifikasyonlar arasinda 2'-O-
metil (2'-Ome) (146), 2'-O-metoksietil (2'-MOE) (147) ve 2'-deoksi-2'-floro (2'-F) (148)
ve ¢ok daha fazlasi yer alir. Kiiciik RNA’larda uygulanan bazi modifikasyonlar Sekil
2.12°de (149) gosterilmistir. Bu kimyasal modifikasyonlar niikleazlara karsi stabiliteyi
arttirir ve termal stabiliteyi gelistirir (119). Dahasi, 2'-F ile modifiye edilmis kii¢iik
RNA’nin modifiye edilmemis RNA'ya gore in vitro modelde immiin uyarimi énemli
oOlglide azalttigi ve bazi durumlarda in vitro ve in vivo aktivitede iyilesme gosterdigi
belirtilmistir (150). Ayrica, 2'-F ile modifiye edilmis RNA ile yapilan ¢alismalar hiicre
lizat1 (151) ve plazmada (152) stabilitenin arttigini gostermistir.
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Sekil 2.12. Kiigiik RNA’larda gergeklestirilen baz1 modifikasyonlar (149).
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Kii¢iik RNA'nin sistemik iletimi ve hedefine ulagsmak adina fizyolojik engellerin
asilmast i¢in modifikasyonun yani sira tasima sistemlerine de ihtiyag vardir (153, 154).
Tasima sistemleri, kiigik RNA’nin serum stabilitesini saglamak, bagisiklik sistemi
uyarimini engellemek, serum proteinleri ve kanser dis1 hiicrelerle etkilesimi azaltmak,
bobrek temizligiyle miicadele etmek, kanser dokularina erisim saglamak i¢in damar
gecirgenligini arttirmak, hiicre girisini ve endozomal kagigi saglamak ve diisiik
toksisiteye neden olmak gibi 6zelliklere sahip olmalidir (155). Gelistirilmis nanoteknoloji
platformlarinin ortaya ¢ikisi, kiiglik RNA hedefli salinima yonelik ¢ok islevli tagima
formiilasyonlarinin ilerlemesini arttirmaktadir. Lipozomlar, miseller, eksozomlar,
sentetik organik polimerler (polietilenimin, dendrimer, siklodekstrin) ve inorganik
malzemeler (karbon nanotiipler, kuantum noktalari, altin nanopartikiiller (AuNP’ler))
gibi c¢esitli dogal ve sentetik nanotasiyicilar, basarili kiiciik RNA iletimi ig¢in
tasarlanmistir ve bunlardan birkac1 klinik degerlendirme altindadir (155). Bazi
nanotastyicilar Sekil 2.13’de (156) gosterilmistir. Bunlarin arasindan, AuNP'ler, yiiksek
diizeyde biyouyumluluklari, kolay sentezleri, yliksek yiizey-hacim orani ve basit ylizey
islevsellestirmeleri nedeniyle kiigiik RNA tasima sistemi olarak biiyiikk potansiyel
gostermektedir (157, 158).
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Sekil 2.13. ila¢ saliimi icin nanotasiyicilarin siniflandiriimasi (156).
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AuNP'lerin sentezi ve Ozelliklerine odaklanan arastirmalar, nanotip ve
nanoteknolojilerin ileri alanlarina dogru genislemistir (159, 160). Kiikiirt, amino veya
hidroksil gruplar1 kimyasal veya fiziksel etkilesimler yoluyla AuNP'lerin yiizeyine
baglanir (161) ve cesitli AuNP konjugasyonlarina konu olur. AuNP'ler genellikle kii¢iik
organik molekiil katmanlari tarafindan farkli ¢ozeltilerde stabilize edilir. Bu siirecte sitrat,
sudaki AuNP'ler i¢in hem indirgeyici bir maddeyi hem de bir stabilizasyon maddesini
temsil eder (162). Alblimin, sitrat korumali AuNP'lere kendiliginden baglanabilir ve
ortaya ¢ikan nanosistemler, ¢ok bilesenli ilag sistemi uygulamalar1 i¢in ilgi ¢ekicidir (163,
164).

Protein stabilize, suda ¢oziiniir AuNP’ler biyomedikal ve biyoteknolojide 6nemli
bir yere sahiptir (165). Tamamlayici bir sekilde, AuNP islevsellestirmesi ve endojen
proteinlerle  kaplanmasi, AuNP bazli nanosistemlerin  dolasim  siiresini,
biyouyumlulugunu, secici alimini ve biyolojik dagilimini artirabilir (166, 167). Serum
albumini (SA), plazmada en ¢ok bulunan proteindir ve karboksil, amino ve silfidril gibi
ytuiklii fonksiyonel gruplara sahip ¢ok sayida amino asit igerir. Bu durum, nanopartikiiller
de dahil olmak iizere terapdtik sistemlere baglanmak i¢in cesitli baglanma bdlgelerine
sahip olmasini saglar ve ayrica SA, bir besin ve amino asit kaynagi olarak tlimor
hiicrelerindeki spesifik reseptorler yoluyla hiicre alimma maruz kalabilir ve yiiklii
ajanlarin biyoyararlanimi arttirilabilir (168). Boylece, AuNP'ler SA molekiilleri ile
kaplandiginda kiiciik RNA’lar1 tasiyabilen ve bunlar1 hedef bolgelere ulastirabilen ¢ok
islevli nanoplatformlarin ortaya ¢ikmasimi saglayabilir (169). Son zamanlarda,
biyomedikal uygulamalar i¢in umut verici bir nanoplatformun baslangicini temsil eden
AUNP-SA tabanl sistemlerle ilgili ¢ok Sayida ¢alisma rapor edilmistir ve AUNP-SA
konusunda daha fazla gelismenin miimkiin oldugu ve gelecekte bu sistemlerin klinik

olarak denenecegi ifade edilmektedir (168).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada, AUNP sentezi gercekleslestirildikten sonra sentezlenen AuNP’lerin
kiiciik RNA’lar ile konjugasyonlari1 yapildi ve hiicreler konjugatlar ile transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrasi test ve analizler gergeklestirildi. Calismanin is akis plan1 Sekil

3.1’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Calismanin is akis plani.

3.1. Hiicre Hatlar

Calismada, temel olarak mutant KRAS (p.G12S ¢.34G>A) ve yabani tip p53
tastyan A549 (ATCC CCL-185) insan akciger ADK hiicre hatti kullanildi. Calismamiza
konu olan kombine terapotik stratejinin kontrol edilmesi amaciyla mutant KRAS
(p.G13D ¢.38G>A) ve yabani tip p53 tasiyan HCT116 (ATCC CCL-247) insan kolorektal
karsinom hiicre hatt1 caligmaya dahil edildi. Calisma sirasinda tiim deneysel asamalar her

iki hiicre hatt1 i¢in esit sartlarda uygulandi.

3.2. Hedef Gen ve Proteinler

Calismada temel olarak TP53 ve KRAS genleri ve bu genlerin ifade ettigi
proteinler hedef olarak segildi. Bununla beraber p53 ve KRAS proteinlerinin alt
yolaklarinda gorevli olan bazi proteinler ve onlari kodlayan genler de hedef olarak
belirlendi. Hedef genler Tablo 3.2’de verilmistir.
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3.3. Kiiciik RNA Molekiillerinin Tasarlanmasi ve Sentezi

siKras (KRAS siRNA.923) (16), sap53 (dsP53-285) (18-20), kontrol siRNA
(siScramble.923) (16) ve kontrol saRNA (dsControl) (18-20) molekiilleri daha dnceden
yayimlanmis olan ¢alismalardaki sekans bilgileri kullanilarak sentezlendi. Sentez ve
temin islemleri biyoteknoloji firmasi (SUGENOMICS) aracili gergeklestirildi. Kiigiik
RNA (siKras, sap53, kontrol siRNA ve kontrol saRNA) molekiillerinin hedef ve sekans
bilgileri Tablo 3.1’de verilmistir. Sentez sirasinda her bir kiiciik RNA molekiilii riboz
sekerinin 2’inci karbonunda flor modifikasyonu (2'-F) bulunduracak sekilde modifiye
edildi. Buna ek olarak, kiigik RNA’larin AuNP iizerine konjugasyonlarinin
saglanabilmesi i¢in anlaml zincir (sense strand)’in 5° ucuna disiilfit (SS) bagi eklendi.
Hiicre kiiltiirii ortaminda ve transfekte edilmis hiicrelerde siRNA'larin niikleaz direncini
arttirmasi adina RN A molekiillerinin her iki zincirinin 3* ucuna 2 adet dT (deoksitimidin)
cikintis1 eklendi (115). Her bir RNA molekiilii tek zincir halinde sentezlendiginden,
hibridizasyon reaksiyonu ile anlamli zincir (sense strand) ve karsi anlamli zincir
(antisense strand) tek bir ¢ift zincirli RNA (dsRNA) molekiilii haline getirildi.
Hibridizasyon reaksiyonu her iki tamamlayici tek zincir RNA molekiiliiniin esit hacim ve
konsantrasyonda baglanma tamponu (annealing buffer, 10 mM Tris (pH 7.5-8.0), 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA, PanReac AppliChem) icerisinde 5 dakika boyunca 95 °C’de 1s1 blogu
(Digital Dry Baths/Block Heaters, Thermo Scientific) ile inkiibe edildikten sonra oda

sicakliginda yavagca sogumaya birakilarak gergeklestirildi.

Tablo 3.1. Kiigiik RNA’larin hedef ve sekans bilgileri.

Kiiciik Hedef  Hedef Kars1 anlamh sekans Anlamh sekans
RNA Gen Bolge (5-3) 5 -3)

siKras KRAS MRNA CUUAGAAAAAAGAAGGUUUCC[dTdT]  GGAAACCUUCUUUUUUCUAAG[ATAT]

Kontrol
. - - GCCUAAUAAUAAGGAAUACGU[ATAT]  ACGUAUUCCUUAUUAUUAGGC[dTAT]
SIRNA
sap53 p53 Promotor UUAGGAAGGCUUUCCGUAA[ATAT] UUACGGAAAGCCUUCCUAA[dTAT]
Kontrol
- - UCUACUGUCACUCAGUAGU[AT][dT] ~ ACUACUGAGUGACAGUAGA[AT][dT]
saRNA
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3.4. AuNP Sentezi ve Karakterizasyonu

1 mM 20 nm AuNP sentezi daha Once literatiirde rapor edildigi sekliyle
gerceklestirildi (170). Altin sentezinde kullanilan tiim cam malzemeler %20’lik kromik
asit ile yikanip ve steril dH20 ile durulandiktan sonra 3 saat boyunca 180 °C’lik past6r
firiinda (Niive) kurutuldu. 0.08 gram Tetrakloroaurik(111) asit trihidrat (%99, Alfa Easar)
tartild1 ve 200 ml steril ultra saf su (Millipore, Milli-Q Direct-Q®5 UV Water Purification
System) i¢erisinde manyetik 1sitici-karistiric ile karistiritlip kaynatildi ve ¢oziilerek sari
renkli bir ¢6zelti haline getirildi. Kaynama basladiktan sonra 20 ml 38.8 mM trisodyum
sitrat dihidrat (Thermo Fisher) sulu ¢ozeltisi hizli bir sekilde sar1 renkli altin ¢ozeltisi
tizerine eklendi. Trisodyum sitrat dihidrat sulu ¢ozeltisi eklendikten ¢ok kisa bir siire
sonra ¢ozeltinin rengi Once berraklasti, daha sonra siyaha dondii ve en sonunda sarap
kirmizisi rengini aldi. Kaynama birka¢ dakika daha devam ettirilip ardindan manyetik
karistirici lizerinde oda sicakliginda karistirilarak sogumaya birakildi ve boylece AUNP
sentezi tamamlandi. Sonrasinda, 0.45 pm’lik filtre (Isolab) ile filtrelendi ve sentezlenen
AuNP’lerin boyutlar1 spektorofotometre 6lgtimii (400-600 nm aras1 1 nm’lik dalga boyu
ile absorbans oOl¢imii) (Agilent Technologies, BioTek Epoch Microplate
Spectrophotometer) ve Zeta boyut ve potansiyel (Anton Paar, Litesizer 500) analizleri ile
teyit edildi. Sentezlenen AuNP konsantrasyonu 3 kat arttirildi. Bu islem igin, Amicon®
Ultra-50k Santrifiij Filtresi (Merck KGaA) kullanilarak 3750 rpm’de 10 °C’de 30 dakika
santrifiij edildi ve filtre igerisinde elde edilen AuNP’ler ilk ¢6zelti hacminin 1/3 oraninda
steril ultra saf su igerisinde ¢6ziiliip Beer-Lambert Yasas1 (A=¢lc, A: absorbance, €: molar
tilkenme katsayist (M~! cm™), I: kiivetin 151k yolu uzunlugu (cm), c: konsantrasyon (M))
kullanirak 20 nm AUNP igin e= 8.78x 108 M~! cm™! (171) esitligi ile son konsantrasyon

hesaplandi ve konjugasyon islemine kadar 4 °C’de saklandi.

3.5. Konjugasyon

Kiiclik RNA’lar sentez sirasinda anlamli zincirin 5° ucuna ilave edilmis SS baglari
Tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP, Sigma Aldrich) ile siilfidril (tiyol, SH) gruplarina
indirgenerek, AuNP iizerine konjuge edildi. Ilk olarak, 10 uM kiiciik RNA iizerindeki SS
baglari, 100 uM TCEP bulunduran 400 pL’lik sulu ¢6zelti igerisinde, 25°C’de 300 rpm’de
(ESCO, Provocell™ Incubator Block 1) 1 saat boyunca inkiibe edilerek SH gruplarina
indirgendi. Daha sonra, 3 kat konsantre hale getirilmis 600 pL. AuNP ¢o6zeltisi igerisine
eklendi ve 25°C’de 300 rpm’de gece boyu (12-16 saat) inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra, inkiibasyon kosullar1 degistirilmeden (25°C’de 300 rpm’de) 0.1 M PBS (phosphate
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buffered saline: fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi, pH 7.4, Biowest) ile final konsantrasyonu
0.01 M olana kadar her 10 dakika da bir 10 uL PBS toplamda 12 defa eklenerek tuzla
yaslandirma (salt aging) islemi gerceklestirildi. 12 defa 0.1 M PBS eklendikten sonra, +4
°C’de 300 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Daha sonra, konjugasyona tabi
tutalan AuNP-kiiciik RNA ¢ozeltisi 14,000 rpm’de 20 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Siipernatant atildiktan sonra pellet 1 ml 20 mM sodyum fosfat tamponu (5.6 mM
NaH2PO4, 14.4 mM Na2HPO4, %5 BSA, %0.25 Tween 20 ve %10 siikroz) icerisinde
¢ozildi ve 14.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Bu islem 1 kez daha tekrar edildi ve
sonunda AuUNP-kiiciik RNA konjugat pelleti 1 ml 20 mM sodium fosfat tamponu
igerisinde ¢oziilerek transfeksiyon iglemine kadar +4 °C’de saklandi. Konjugasyon
isleminin tamamlanmasinin ardindan, AuNP-kiigiik RNA konjugatlarinin tekrardan
spektrofotometre Gl¢limii ve zeta boyut ve potansiyel analizleri yapildi ve ilk sentez
sirasinda elde edilen AuNP ile karsilastirilarak konjugasyonlar dogrulandi. AuNP
konsantrasyonu basina konjuge olmus kiigciik RNA konsantrayonunu hesaplamak igin
asagidaki formiil kullanildi.

Konjuge olmus kii¢iik RNA (uM) / AuNP (mM)= [((((konjugasyon 6ncesi kiigiik
RNA absorbans degeri (A260)-(konjugasyon sonrasi konjuge olmamis kiiciik RNA
absorbans degeri (A260))) / (konjugasyon 6ncesi kiigiik RNA absorbans degeri (A260)))
x (ilk kiigiik RNA konsantrasyonu (uM))) / (teorik olarak hesaplanmig AuNP

konsantrasyonu (mM))].

3.6. Hiicre Kiiltiirii

-80 °C’de kriyojenik tiiplerde saklanan 1 ml hiicre ¢ozeltileri (A549 ve HCT116)
tizerine hizli bir sekilde 37 °C’de ilitilmis bir miktar besi yeri (DMEM, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Gibco) eklenerek ¢ozdiiriildii ve toplamda 5 ml olacak sekilde
steril falkon tiiplere (Isolab) alindi. 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij (Niive, NF800OR)
islemi uygulandi ve iistte kalan siipernatant kismi uzaklastirildi. Tiip igerisinde kalan
hiicre pelleti tizerine 5 ml %10 fetal sigir serumu (FBS, Capricorn), L-glutamin (Gibco)
ve %1 penisilin/streptomisin (Gibco) ile desteklenmis DMEM besi yeri eklenerek 25
cm2’lik (Greiner CELLSTAR®) kiiltiir flasklarina transfer edildi. Inverted mikroskop
(BAB, BAB-TERS) yardimiyla flask igerisindeki hiicreler kontrol edildikten sonra %5
CO; igeren nemlendirilmis inkiibatorde (ESCO, CCL-170B-8) 37 °C’de kiiltiire edildi.
Kiiltiir boyunca, 24 saatlik periyodlar halinde, inverted mikroskop yardimiyla hiicrelerin
tutunmasi, gelisimi ve kontaminasyon agisindan kontrolleri yapildi. Hiicreler, flaskin
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tabaninin yaklasik %80-85’ini kapladiktan sonra pasaj i¢in hazirlandi. Bu islem i¢in, eski
besi yeri steril serolojik pipet (Greiner CELLSTAR®) ile flasktan uzaklastirildiktan sonra
hiicreler Ca?* ve Mg?* icermeyen 2 ml PBS ile 3 defa yikand1. Yikama isleminin ardindan,
hiicrelerin tizerine 1.25 ml %0.25’lik 1X Tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco) eklenerek 37
°C’lik inkiibatorde yaklasik 5 dk boyunca bekletildi ve hiicrelerin flask tabanindan
kalkmalar1 saglandi. Flask tabanindan kalkmis hiicrelerin tizerine 3.75 ml taze besi yeri
eklendikten sonra steril falkon tiipe alinarak 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismi ulastirildiktan sonra hiicre pelleti tizerine yeterli miktarda taze besi yeri

eklenerek siispanse edildi ve diger deneysel uygulamalarda kullanildi.

3.7. Transfeksiyon

Pasajlama islemi ile hazirlanmis hiicre soliisyonlar1 hiicre sayim islemleri JuLI™
Br (NanoEntek) cihazi ile yapildiktan sonra 6’I1 hiicre plakalarina (Thermo Fisher) 2x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapildi ve toplam sivi hacmi her bir kuyucuk i¢in 3
ml olacak sekilde serum ilave edilmis (%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin) taze besi
yeri eklendi. Hiicreler, 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerin yapismasi kontrol edildi
ve hiicrelerin flaska tutunmalarinin ger¢eklesmesinin ardindan hiicre hatlarina 1.5 ml
transfeksiyon besi yeri ortaminda (serum icermeyen DMEM ortami) kiigilk RNA’larin
son konsantrasyonu 25, 50 ve 100 nM olacak sekilde AuUNP-kiiciik RNA konjugatlari
uyguland: ve 6-8 saat boyunca %5 CO: i¢eren nemlendirilmis inkiibatorde 37 °C de
inkiibe edildi. Daha sonra tranfeksiyon besi yeri ortamina igerisinde iki kat FBS igeren
(%20) esit miktarda (1.5 ml) DMEM ortami eklendi ve 24 saat oluncaya kadar inkiibe
edildi. Ardindan, son durumdaki besi yeri ortami1 taze hazirlanmis normal biiylime ortami
(%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis DMEM) ile
degistirilerek transfeksiyon islemi tamamlandi. Transfeksiyon islemleri her iki hiicre
hattina (A549 ve HCT116) ayn1 sekilde uygulandi. Transfeksiyon islemleri ile, hiicreler
ayn1 hiicre hatti i¢in farkli uygulama gruplarina ayrildi. Kisaca hiicre gruplari; kontrol
grubu (transfekte edilmemis hiicreler), AuNP (mock grubu, yalnizca AuNP ile transfekte
edilmis hiicreler), siKras (AuNP-siKras konjugati ile transfekte edilmis hiicreler), sap53
(AuNP-sap53 konjugati ile transfekte edilmis hiicreler), kontrol saRNA (AuNP-kontrol
saRNA konjugati ile transfekte edilmis hiicreler), kontrol SiRNA (AuNP-kontrol siRNA
konjugati ile transfekte edilmis hiicreler), siKras + sap53 (AuNP-siKras-sap53 birlikte
konjugati ile transfekte edilmis hiicreler) ve kontrol siRNA + kontrol saRNA (AuNP-
kontrol siRNA-kontrol-saRNA birlikte konjugati ile transfekte edilmis hiicreler) olarak
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adlandirildi. Transfeksiyon isleminin ardindan hiicreler diger deneysel asamalarda

kullanildi.

3.8. RNA Izolasyonu ve Real Time qPCR Analizi

Hiicreler AuNP-kiigiik RNA konjugatlari ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6
kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 3’er defa
PBS ile yikandi. Ardindan, yikanmis olan her kuyucuga 500°er pL. %0.25’lik tripsin
cozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakas1
tabanindan kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin {izerine 1’er ml taze besi yeri
eklenerek steril eppendorf tiiplere (Microcult) alindi. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca
santrifiij (Sigma 1-14 mikrosantrifiij) isleminden sonra her bir hiicre pelletinden toplam
RNA, RNA izolasyon kiti (Invitrogen™ PureLink™ RNA Mini Kit) kullanilarak iiretici
firma protokoliine uygun olarak izole edildi. Toplam RNA miktar1 spektrofotometre
(Denovix DS-11 FX+ Spectrophotometer/Fluorometer) kullanilarak tayin edildi.
Tamamlayict DNA (cDNA) sentez Kiti (ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit)
kullanilarak 1 pg toplam RNA ile cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA’lar StepOne™
Plus v2.3 yazilimi ile StepOnePlus™ Real-Time PCR Sisteminde (Applied Biosystems
[AB]) calisildi. RT-qPCR sirasinda her bir reaksiyon i¢in 100 ng cDNA, 10 uL 2X Master
Mix (Promega, GoTaq® gqPCR Master Mix), 200 nM ileri ve geri primer (Sentebiolab)
ve toplam hacmi 20 pL tamamlayacak sekilde niikleaz icermeyen ddH20 kullanildi. PCR
baslangicinda cift sarmal olan cDNA’lar 95 °C’de 10 dakika boyunca 1sitilip tek zincir
haline getirildikten sonra, reaksiyon 40 dongili boyunca 95 °C’de 10 saniye, 60°C’de 30
saniye (ileri ve geri primerler i¢in iretici firmanin sunmus oldugu sicaklik degerlerinin +
5 °C sicaklik degerleri denererek primer baglanma sicakligi optimize edildi ve tim
primerler i¢in ortak olarak 60 °C belirlendi) olarak uygulandi. RT-qPCR’da kullanilan
primerlerin sekans bilgileri Tablo 3.2’de verilmistir. qPCR isleminden sonra, StepOne™
Plus v2.3 yazilimi her reaksiyon i¢in bir Ct degeri tiretti ve bu Ct degerleri kullanilarak
hedef genler ifadelenmeleri agisindan analiz edildi. lgili genlerin relatif ekpresyonlarmin
farkli hiicre gruplan arasinda karsilastirilmas: livak metodu (2724€7) ile yapild1 (172).
Internal kontrol olarak GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz) geni referans alind.
Hesaplama sirasinda oncelikle [2CT(ontrol grubu hedef gen)/oCT(kontrol grubu GAPDH)]-1= 9-ACT
formiilii ile kontrol grubu i¢in hedef gen (p53, KRAS vb. )/GAPDH orani hesaplandi.
Daha sonra kontrol grubunun her bir hedef geni igin ayr1 ayr1 olmak iizere 22T degerleri

toplaminin kontrol deney tekrar sayisina boliinmesiyle kontrol grubunda her bir hedef gen
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i¢in ortalama 24T degeri hesaplandi. Bunun beraberinde ayn1 hiicre hattina ait her hiicre

grubu igin de kontrolde oldugu gibi her bir hedef gen igin 24¢T degeri hesaplandi. Son

olarak, ayni hedef genlerin farkli hiicre gruplar: arasinda kontrol grubuna kiyasla rolatif

ifadelenmeleri, asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.
2 -[ACT(her bir hiicre grubu)-ACT( kontrol grubu ortalamast)] — 2-AACT

Tablo 3.2. RT-qPCR primer sekanslari.

Gen Ileri primer (5°- 3°) Geri primer (5’ - 3’)

p53 CAGCACATGACGGAGGTTGT TCATCCAAATACTCCACACGC
p21 GCCCAGTGGACAGCGAGCAG GCCGGCGTTTGGAGTGGTAGA
Siklin D1  GCTGCGAAGTGGAAACCATC CCTCCTTCTGCACACATTTGAA
CDK4 ATGGCTACCTCTCGATATGAGC CATTGGGGACTCTCACACTCT
CDK6 TCTTCATTCACACCGAGTAGTGC TGAGGTTAGAGCCATCTGGAAA
GAPDH TCCCATCACCATCTTCCA CATCACGCCACAGTTTCC
KRAS AAGAGACCAAGGTTGCAAGG TGAGCTATCCAAACTGCCCT
AKT GGGTGCATTTGAGAGAAGCC CACACCCGGAGAACAAACTG
ERK1 AAGATCAGCCCCTTCGAACA CCATCAGGTCCTGCACAATG
ERK2 ACACCAACCTCTCGTACATCGG TGGCAGTAGGTCTGGTGCTCAA
BAX TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
PUMA ACGACCTCAACGCACAGTACGA CCTAATTGGGCTCCATCTCGGG
BCL2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
Kaspaz-3  GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG GCATCGACATCTGTACCAGACC
Kaspaz-9  GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT CAACGTACCAGGAGCCACTCTT
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3.9. Protein izolasyonu ve Western Blot Analizi

AUNP-kiigiik RNA konjugatlar ile transfekte edilmis hiicrelerden 72 saat sonra,
%1 proteaz ve fosfataz (Thermo Fisher) eklenmis RIPA tamponu (1X RIPA: 50 mM Tris
HCI (PanReac AppliChem), 150 mM NaCl (PanReac AppliChem), %1 (v/v) NP-40
(PanReac AppliChem), %0.5 (w/v) sodyum deoksikolat (PanReac AppliChem), 1.0 mM
EDTA (PanReac AppliChem) ve %0.1 (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS, PanReac
AppliChem), pH 7.4) kullanilarak protein izolasyonu yapildi. 6 kuyucuklu hiicre
plakasinda her bir kuyucuk igin (~1x10°® hiicre), 500 uL 1X RIPA tamponu kullanildi.
Hiicreler, protein izolasyonundan 6nce ii¢ defa soguk 1 ml PBS (pH 7.4) ile yikandiktan
sonra, soguk RIPA tamponu ile 6 kuyucuklu kiiltiir plakasindan uzaklastirild1 ve steril
eppendorf tiiplere alindi. Eppendorf tiipler 20 dakika boyunca +4 °C’de hafifce
calkalandi. Daha sonra, eppendorf tiipler +4°C’de 13,000 rpm’de 20 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij islemiyle elde edilen siipernatant kisminda ¢6ziilmiis proteinler
daha sonraki deneysel asamalarda kullanilmak tizere -80°C ’de saklandi. Western Blot
analizi i¢in, hiicrelerden izole edilen proteinlerin BCA testi (ABP Biosciences)
kullanilarak iiretici firmanin saglamis oldugu protokol ile miktar tayini yapildi. Esit
miktarlarda protein (25-40 pg) igeren soliisyon esit hacimde 2X Laemmli tamponu (
0.125M Trizma baz, %4 SDS, %20 gliserol (PanReac AppliChem), %10 2-
merkaptoetanol (PanReac AppliChem) ve %0.02 bromophenol blue (PanReac
AppliChem)) ile karistirilip jele yiiklendikten sonra, SDS-PAGE yiiriitme sistemi (Mini-
PROTEAN Tetra Cell) kullanilarak SDS yiiriitme tamponu (%3.03 Trizma baz, %14.44
Glisin (PanReac AppliChem) ve %1 SDS) igerisinde 120 V’de 90 dakika boyunca
yiriitme iglemi uygulandi. SDS-PAGE jel igerikleri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de
belirtilmistir. SDS-PAGE sonras1 proteinler jelden Western Blot protokoliine uygun
transfer tamponu kullanilarak (1X yari-kuru transfer tamponu: (%0.58 Trizma baz, %0.29
glisin, %0.037 SDS ve %20 metanol (Sigma)), Western Blot transfer sistemi (Thermo
Scientific™ Pierce™ Power Blotter) ile 7 dakika boyunca 25 V ve 1.3 A uygulanarak
PVDF (GVS) membrana transfer edildi. Protein transfer edilmis membran 1.5 saat
boyunca oda sicakliginda 1X TBS-T (Tris buffered saline: Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi; 20
mM Trizma baz, 150 mM NaCl, %0.1 Tween 20 (PanReac AppliChem), pH 7.4) ile
hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu (Serva) solusyonuyla hafifce calkalanarak bloklandi.
Bloklama isleminden sonra, membranlar, membran yiizeyindeki hedef proteinlere
spesifik antikorlar (birincil antikor, 1X TBS-T igerisinde hazirlanmis %5 siit tozu

solusyonunda 1/1000 oraninda seyreltilmis) ile gece boyunca +4 °C’de (ya da 2 saat oda
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sicakliginda) hafifce calkalanarak (37 rpm, Daihan) inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, membranlar 1X TBS-T ile 20’ser dakika boyunca 3’er defa yikandi. Ardindan,
membranlar birincil antikora baglanacak olan HRP (At Kestanesi Peroksidazi) enzimi ile
konjuge edilmis ikincil antikor (1X TBS-T igerisinde hazirlanmis %5 siit tozu
soliisyonunda 1/10000 oraninda seyreltilmis) ile 1.5 saat boyunca hafif¢e ¢alkalanarak
oda sicakliginda inkiibe edildi. Membranlar yeniden 1X TBS-T ile 20’er dakika boyunca
3’er defa yikandi ve hedef proteinler, HRP enziminin siibstrati olan ECL (Enhanced
Chemiluminescence, Gelistirilmis Kemiliiminesans) (Santa Cruz) goriintiileme Kkiti
kulanilarak immiinokimyasal olarak goriintiilenip (G:BOX Chemi XRQ, Syngene)
GeneTools yazilimi (Syngene) ile analiz edildi. internal kontrol olarak GAPDH proteini
kullanildi. Analiz sirasinda GeneTolls yaziliminin sunmus oldugu protein bant
yogunluklari kiyaslanarak farkli hiicre gruplar1 arasinda her bir protein ekpresyon iliskisi
rolatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme sirasinda dncelikle kontrol grubu i¢in hedef
protein (p53, KRAS vb. )/GAPDH protein bant yogunlugu orani hesaplandi. Daha sonra
kontrol grubunun her bir hedef proteini i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere bu oranlarin toplaminin
kontrol deney tekrar sayisina boliinmesiyle kontrol grubunda her bir hedef protein igin
ortalama protein bant yogunluk orani hesaplandi. Bunun beraberinde ayn1 hiicre hattina
ait her hiicre grubu i¢in de kontrolde oldugu gibi her bir hedef protein igin protein bant
yogunluk orani hesaplandi. Son olarak, ayni hedef proteinlerin farkli hiicre gruplar
arasinda kontrol grubuna kiyasla rolatif ifadelenmeleri, asagidaki formiil kullanilarak
belirlendi; rolatif protein ifadelenmesi = [(Hedef gen protein yogunlugu orantyer bir hiicre
grubuy/ (Hedef gen protein yogunlugu orant)kontrol grubu ortalamasyy] . VWestern Blot analizlerinde

kullanilan birincil ve ikincil antikor bilgileri Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.3. SDS-PAGE ayirici jel igerigi.

Ayiricl jel ( %10)

Kimyasal (icerik) pL (mikrolitre)
1.5 Tris HCI pH 8.8 1250

ddH20 2000

%30 akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 1670

%20 SDS 25

%10 APS 25

TEMED 2.5
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Tablo 3.4. SDS-PAGE istifleme jeli igerigi.

Istifleme jeli (%5)
Kimyasal (icerik) pL (mikrolitre)
1M Tris HCI pH 6.8 375
ddH20 2088
%30 akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 506
%20 SDS 15
%10 APS 15
TEMED 1.5

Tablo 3.5. Western Blot analizlerinde kullanilan antikor bilgileri.

Antikor Sirket Katalog Numarasi
Anti-p53 Abcam ab131442
Anti-p21 Elabscience E-AB-66357
Anti-Cyclin D1 Elabscience E-AB-63508
Anti-CDK4 Elabscience E-AB-13989
Anti-CDKG6 BT-LAB BT-AP14883
Anti-GAPDH BT-LAB BT-AP15693
Anti-KRAS Elabscience E-AB-32152
Anti-AKT Elabscience E-AB-30465
Anti-p-AKT Elabscience E-AB-20802
Anti-ERK1 Elabscience E-AB-31372
Anti-ERK2 Elabscience E-AB-31372
Anti-p-ERK1 Elabscience E-AB-70310
Anti-p-ERK2 Elabscience E-AB-70310
Anti-BAX Elabscience E-AB-40495
Anti-PUMA Elabscience E-AB-67059
Anti-BCL2 Elabscience E-AB-15522
Anti-Kaspaz-3 Elabscience E-AB-60646
Anti-K-Kaspaz-3 Elabscience E-AB-60646
Anti-K-Kaspaz-3 Elabscience E-AB-60646
Anti-K-Kaspaz-9 Elabscience E-AB-60760
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3.10. Hiicre Canlihg Testi

Ayni hiicre hattina ait farkli hiicre gruplarinda hiicre canliligi CellTiter-Blue® Cell
Viability Assay (Promega) kiti kullanilarak tiretici firmanin protokolii uygulanip tespit
edildi ve gruplar arasinda karsilastirildi. 6’11 hiicre plakasinda kiigiik RNA’lar ile
transfekte edilen hiicreler 24 saat sonunda eski besi yeri uzaklastirildiktan sonra 3’er defa
2 ml PBS ile yikandi. Ardindan, yikanmis her bir kuyucuga 500’°er pL 9%0.25lik tripsin
cozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin plakanin
tabanindan kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin {lizerine 1’er ml taze besi yeri
eklenerek steril eppendorf tiiplere alindi. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
isleminden sonra hiicreler 96 kuyucuklu plakada 1000 hiicre/kuyu yogunlugunda ekildi.
Hiicre bilyiimesi 5 giin boyunca giinliik olarak degerlendirildi. Olgiim sirasinda, her
kuyunun bir onceki besi yeri ortami, 10 uL CellTiter-Blue® soliisyonu ile dnceden
karistirtlmis 100 uL taze besi yeri ortami ile degistirildi. Ardindan, 37°C'de 2 saat
inkiibasyondan sonra, her bir kuyunun 570 ve 600 nm'de absorbansi Biotek Epoch
Mikroplaka Spektrofotometre ile tespit edildi ve her 6l¢lim sonrasinda besi yeri ortami
taze biiyime ortam1 (%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile
desteklenmis DMEM) ile yeniden degistirildi. Hiicre canliigmin 5 giinlik
degerlendirilmesi adina her bir deneysel gruba ait giinliik dlgiimlerden elde edilen 570
nm’deki absorbans degerinden 600 nm’deki absorbans degeri c¢ikarilarak gruplar
arasindaki hiicre canlilig1 farkliliklar1 giinliik olarak tespit edildi. Ayrica, hiicre canlilik
oranlart [((O2 x Al) - (O1 x A2))/((02 x P1) - (O1 x P2))]x100 formiilii kullanilarak
belirlendi. Bu formiilde; Ol = 570 nm'de oksitlenmis resazurin'in molar tiikenme
katsayis1i, O2 = 600 nm'de oksitlenmis resazurin’in molar tiikenme katsayisi, A1 = 570
nm'de test gruplarinin (yalnizca AuNP (mock grubu) veya AuNP-kiigiik RNA
konjugatlar1 ile transfekte edilmis hiicre grubu) absorbansi, A2 = 600 nm'de test
gruplarinin (yalnizca AuNP (mock grubu) veya AuNP-kiiciik RNA konjugatlari ile
transfekte edilmis hiicre grubu) absorbansi, P1 =570 nm'de pozitif biiylime kontrol grubu
(transfekte edilmemis hiicre grubu) absorbansi, P2 = 600 nm'de pozitif biiylime kontrol

grubu (transfekte edilmemis hiicre grubu) absorbansi.

3.11. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicreler AUNP-kiigiik RNA konjugatlari ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6
kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 3’er defa
PBS ile yikandi. Ardindan, yikanmis olan her kuyucuga 500’er pL %0.25’lik tripsin
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cozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakasi
tabanindan kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin lizerine 1’er ml taze besi yeri
eklenerek steril eppendorf tiiplere alindi. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
isleminden sonra her bir hiicre pelleti eppendorf tiiplerde hafifce ¢alkalanarak %70 etanol
(Sigma) ile ¢oziildii ve 4°C'de 2 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda hiicreler,
7 dakika boyunca santrifiij edildi ve PBS ile iki kez yikandiktan sonra, 500 pL PBS
igerisinde seyreltilmis 0.1 mg/mL RNase A ile 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Santrifiij
edilerek elde edilen hiicre pelleti, daha sonra PBS igerisinde hazirlanmig 0.05 mg/ml
propidyum iyot (PI) ile yeniden siispanse edildi ve 1siktan korunarak 4°C'de 30 dakika
boyunca inkiibe edildi. Son olarak, PI ile inkiibe edilmis hiicreler BD Accuri™ C6 Plus
akis sitometresi (BD Life Sciences) kullanliarak analiz edildi. Ayni hiicre hattina ait her
hiicre grubu basina maksimum 10.000 olay (hiicre) analiz edildi ve hiicre kalintilari, ileri
sacilim (FSC) ve yan sagilim (SSC) 151k gecisine dayali olarak analizden ¢ikartildi. Pl,
mavi bir lazer (488 nm) tarafindan uyarildi ve FL2 kanalinda 585/40nm bandpass filtre
kullanilarak floresan 1sima tespit edildi. Elde edilen sonuglar, BD Accuri™ C6 Plus
yazilimi (BD Life Sciences) kullanilarak analiz edildi. Analizler neticesinde, AuNP-
kiiciik RNA konjugatlarinin hiicre dongiisii tizerindeki etkisi degerlendirilerek ayni hiicre

hattina ait farkli hiicre gruplari arasinda hiicre dongiisii evreleri karsilagtirilda.

3.12. Apoptoz ve Nekroz Testleri

Ilgili testler, apoptoz kiti kullanilip iiretici firma protokollerine bagli kalmarak
yapildi (BioLegend, APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI). Hiicreler AuNP-
kiiciik RNA konjugatlart ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 kuyucuklu kiiltiir
plakasindan besi yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 3’er defa PBS ile yikandu.
Ardindan, yikanmis olan her kuyucuga 500’er pLL 0.25°lik tripsin ¢ozeltisi eklenerek 37
°C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakas1 tabanindan kalkmasi
saglandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1’er ml taze besi yeri eklenerek steril eppendorf
tiiplere alind1. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij isleminden sonra her bir hiicre
pelleti eppendorf tiipler icerisinde kit tarafindan saglanan 100 pL Annexin V baglama
tamponu ile yeniden siispanse edildi ve tizerine 5 pL. Anneksin V-FITC konjugat1 (90
pg/ml) ve 10 uL PI (0.5 mg/ml) boyasi eklenip hafif¢ce galkalandiktan sonra 15 dakika
boyunca 151k gérmeyen ortamda oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan

son durumdaki hiicre solusyonunun iizerine 400 pL daha Annexin V baglama tamponu
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eklendi ve apoptoz ve nekrozu saptamak i¢in hiicre 6rnekleri BD Accuri™ C6 Plus Flow
Cytometer cihazi kullanilarak analiz edildi. Ayni hiicre hattina ait her hiicre grubu bagina
maksimum 10.000 olay (hiicre) analiz edildi ve hiicre kalintilari, ileri (FSC) ve yan
sacilim (SSC) 151k gegisine dayali olarak analizden ¢ikartildi. FITC ve PI, mavi bir lazer
(488 nm) tarafindan uyarildi ve FITC FL1 kanalinda 533/30 nm, PI ise FL2 kanalinda
585/40nm bandpass filtre kullanilarak floresan tespit edildi. Akis sitometrisi tarafindan
iiretilen veriler, BD Accuri™ C6 Plus yazilimi kullanilarak farkli hiicre uygulama
gruplarinda AuNP-kii¢ciik RNA konjugatlarinin apoptozu tetikleyip tetiklemedigi analiz
edilerek ayni hiicre hattina ait farkli hiicre gruplari arasinda apoptoz oranlar

karsilastirildi.

3.13. Koloni Olusturma Deneyi

Koloni olusturma deneyi daha dnce literatiirde rapor edildigi sekliyle uygulandi
(18). Hiicreler AuNP-kiiciik RNA konjugatlar ile transfekte edildikten 24 saat sonra 6
kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 3’er defa
PBS ile yikandi. Ardindan, yikanmis olan her kuyucuga 500’er pL %0.25’lik tripsin
cozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakasi
tabanindan kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1’er ml taze besi yeri
eklenerek steril eppendorf tiiplere alindi. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
isleminden sonra her bir hiicre pelleti taze besi yeri ortami ile yeniden siispanse edildi ve
JuLI™ Br cihazi ile hiicre sayim1 yapildiktan sonra yaklasik 1000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde yeni bir steril 6 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna ekildi. Hiicre biiylimesini
stirdiirmek i¢in kiiltiir ortam1 her 3 giinde bir degistirildi. 10. giinde, koloniler 3’er defa
steril PBS ile yikandiktan sonra 15 dakika boyunca soguk %100 metanol ile fikse edildi.
Ardindan, metanol uzaklastirildi ve koloniler oda sicakliginda 30 dakika boyunca %25
metanol ve %75 ddH20 igeren soliisyon ile hazirlanmis %0.5 Kristal viyolet (Merck) ile
boyandi. Koloniler, fazla boya uzaklastirilinca kadar steril distile su ile yikandi ve oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Koloni olusum hizi, ayni hiicre hattina ait her farkli
hiicre grubu i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere asagidaki formiil ile hesaplandi.

Koloni olusum hiz1 (%) = (koloni sayisi/ekilen hiicre sayisi) x 100. Hesaplama ile
elde edilen veriler ayni hiicre hattina ait farkli hiicre gruplari ile karsilastirilarak AuNP-
kiicik RNA transfeksiyon uygulamasinin hiicre hatlarinda koloni olusturma hizi

uzerindeki etkisi analiz edildi.
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3.14. Yara lyilesmesi Deneyi

Yara iyilesmesi deneyi daha once literatiirde uygulandigi sekliyle gerceklestirildi
(19). Hiicreler AuNP-kii¢iik RNA konjugatlari ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6
kuyucuklu kiiltiir plakasindan besi yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 3’er defa
PBS ile yikandi. Ardindan, yikanmis olan her kuyucuga 500’er pL %0.25’1lik tripsin
cozeltisi eklenerek 37 °C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakasi
tabanindan kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1’er ml taze besi yeri
eklenerek steril eppendorf tiiplere alindi. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
isleminden sonra her bir hiicre pelleti taze besi yeri ortami ile yeniden siispanse edildi ve
JuLI™ Br cihazi ile hiicre sayimi yapildiktan sonra yaklasik 5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde yeni bir steril 6 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna ekildi. Gece boyunca
inkiibasyondan sonra, birlesik hiicre tabakalari, 10 uL (Thermo Fisher) steril pipet ucu ile
cizildi. Daha sonra yapismayan hiicreler sterilize edilmis PBS ile 3 defa yikandi ve
kuyucuklara taze besi yeri ortami ilave edildi. Cizigin neden oldugu bosluk alani, hiicre
goriintiileme sistemi (JuLI™ Br) ile izlendi. Her kuyucukta {i¢ rastgele ortlismeyen alan,
cizimden 0, 12 ve 24 saat sonra fotograflandi. iki dogrusal bolge arasindaki cizik
genisligi, yara kapanmasmin kapasitesini degerlendirmek icin o&lgiildii. Olgiimler
sonunda, ayni hiicre hattina ait farkl hiicre gruplar1 arasinda ¢izik genisliginin kapanmasi
acisindan karsilastirmasi yapildi. Degerlendirme sirasinda ayni hiicre hattina ait her hiicre
grubu icin 12. ve 24. saat sonrasindaki ¢izik genisligi 6l¢limleri, 0. saat ¢izik genisligine
oranlanarak gruplar iginde yara kapanma orani hesaplandi. Her hiicre grubu arasinda yara
kapanma oranlarinin hesaplanmasi sirasinda asagidaki formiil kullanildi.

Yara kapanma orani1 (%) = (100 - ((12. veya 24. saat ¢izik genisligi)/(0. saat ¢izik
genisligi)) x 100). Daha sonra ayni hiicre hattina ait farkli hiicre gruplar1 arasinda yara

kapanma oranlar1 karsilastirildi.

3.15. Migrasyon ve Invazyon Deneyleri

Migrasyonu (hiicresel gocii) incelemek i¢in polikarbonat membran (Transwell®
Permeable Supports, Polycarbonate (PC) Membrane, 3428) kullanilarak Boyden ¢emberi
testi uyguland1. Invasyonu (hiicresel istilay1) incelemek icin ise Boyden gemberi testi,
polikarbonat membran tizerine 1 ml hiicre dist matris (200-300 pg/mL) (Corning®
Matrigel® Basement Membrane Matrix, 354234) eklendikten sonra 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilerek hazirlanip uygulandi. Her iki deneysel uygulama sirasinda hiicre

plakasinin deneysel amagl kullanilacak her bir kuyucuguna 8 pm por gapina sahip steril
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polikarbonat membran (invazyon igin iizerine hiicre dis1 matris eklenmis membran)
yerlestirildi ve kuyucuklar 2 farkli b6lmeye ayrildi. Membran altinda kalan bolmeye
serum ilave edilmis besi yeri (2600 uL), membran iizerine ise transfekte edilmis hiicre
iceren serum ilavesiz taze besi yeri (1500 pL) eklenerek uygulamalar gerceklestirildi. ilk
olarak, hiicrelerin polikarbonat membran {izerine eklenmesinden 6nce hiicreler AUNP-
kiiglik RNA konjugatlar ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 kuyucuklu kiiltiir
plakasindan besi yeri uzaklastirildi ve plakanin her kuyucugu 3’er defa PBS ile yikandi.
Ardindan, yikanmis olan her kuyucuga 500’er puL %0.25’lik tripsin ¢ozeltisi eklenerek 37
°C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kiiltiir plakasi tabanindan kalkmasi
saglandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1’er ml taze besi yeri eklenerek steril eppendorf
tiiplere alindi ve 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij edildi. Elde edilen her bir hiicre
pelleti serum ilavesiz taze besi yeri ortami ile yeniden siispanse edildi ve hiicre sayimi
yapildi. Sayimi yapilan hiicreler invazyon ve migrasyon deneyleri igin 10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde serumsuz besi yeri igerisinde membranlar (invazyon i¢in {izerine hiicre dis1
matris eklenmis membranlar) iizerine eklendi ve 24 saat boyunca %5 CO2 iceren
nemlendirilmis inkiibatérde 37 °C’de kiiltiire edildi. Siire sonunda, membran tstiindeki
(serumsuz besi yeri kisminda kalan) membran boyunca hareket etmeyen hiicreler steril
pamuk yardimiyla uzaklastirildi. Ardindan, membran boyunca hareket eden hiicreler,
soguk %100 metanol ile 15 dakika boyunca fikse edildikten sonra, %0.5°1ik kristal viyolet
ile 1 saat boyunca oda sicakliginda boyandi. Son olarak, membranlar steril distile su ile
yikanip fazla boya uzaklastirildi ve membranin serumlu besi yerine bakan kismindaki
hiicreler mikroskop altinda sayildi. Sayma islemi ile elde edilen hiicre sayilari
kullanilarak ayni hiicre hattina ait farkli uygulama gruplari arasinda migrasyon ve
invazyon kapasiteleri karsilastirildi. Karsilastirma islemleri sirasinda asagidaki formiil
kullanildi.

Migrasyon veya invazyon (%) = [(herbir uygulama grubunda membrani gecen

hiicre sayis1)/(kontrol grubunda membrani gegen hiicre sayisi)] x 100.

3.16. istatistiksel Analiz

Her deneysel uygulama igin ayni1 hiicre hattina ait kontrol hiicre grubu (transfekte
edilmemis hiicre grubu) ile test gruplarinin (yalnizca AuNP (mock grubu) veya AuNP-
kiiglik RNA konjugatlar ile transfekte edilmis hiicre grubu) arasinda, ve siKras ve sap53
tekli transfeksiyon gruplari ile AUNP-siKras-sap53 birlikte transfeksiyon grubu arasinda

deneysel siireclerden elde edilmis olan sonuglar karsilastirilarak kiyaslama verileri elde
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edildi. Ayni hiicre hattina ait herhangi iki uygulama grubu arasindaki deneysel farklilik
diizeyi student’s t-test uygulanarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Bu karsilagtirma
neticesinde elde edilmis olan p<0.05 degeri deney sonuglar1 agisindan iki grup arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmektedir. p<0.05’den daha kiigiik
degerler (p<0.01 veya p<0.00.1) iki grup sonuglar1 arasinda istatistiksel agidan daha fazla
farkliligr ifade etmektedir. p>0.05 degerleri ise iki grup sonuglari arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini ifade etmektedir. Kontrol grubu ile kiyaslamalarda
anlamli farki ifade etmek igin “*’ simgesi, AuNP-siKras-sap53 birlikte (kombine)
transfeksiyonu ile kiyaslamalarda ise bu farki ifade etmek icin ‘#" simgesi kullanildi.
Istatistiksel analiz icin her bir deneysel grubun 3’lii biyolojik tekrar sonuglari

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahismada Kullanmilan Hiicre Hatlarinin Morfolojisi
Calismada kullanilan A549 ve HCT116 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
JuLI™ Br hiicre goriintilleme cihazi ile 1X, 4X ve 16X biyiitiilerek Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. A549 hiicresinin 1X (a), 4X (b), 16X (c) ve HCT116 hiicresinin 1X (d), 4X (e),
16X (f) goriintiileri.
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4.2. AuUNP Sentezi ve Karakterizasyonu

AUNP sentezinin karakterizasyonu, spektrofotometre ve zeta boyut ve potansiyel
analizleri ile saglandi. Spektrofotometre analizleri dogrultusunda sentezlenmis 20 nm
AuNP i¢in 521 nm dalga boyunda maksimum absorbans gézlemlendi ve boylece 20 nm

AUNP sentezi spektrofotometrik olarak dogrulandi. Zeta boyut analizleri ile sentezlenen
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AuNP ¢ozeltisinde partikiil ortalama boyutu 20.07 nm olarak tespit edildi. Zeta potansiyel
analizi dogrultusunda AuNP ¢ozeltisinin ortalama -31.46 mV potansiyele sahip oldugu
gozlemlendi. Boylece zeta boyut ve potansiyel analizleri ile 20 nm AuUNP sentezi

dogrulandi. AuNP sentez sonuglari ile ilgili goriintii ve grafikler Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. AuNP sentez ve analiz goriintiileri. 20 nm AuNP ¢ozeltisi (a), 3 kat konsantre
edilmis AuNP cozeltisi (b), spektrofotometrik analiz grafigi (c), zeta boyut analizi grafigi
(d) ve zeta potansiyel analizi grafigi (e).
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4.3. AuNP-kii¢iik RNA Konjugasyonu ve Konjugasyonun Dogrulanmasi

AUNP sentezi ve karakterizasyonundan sonra AuUNP-kii¢iik RNA konjugasyonlari
gerceklestirildi ve her bir kiiciik RNA (siKras, sap53, kontrol saRNA ve kontrol siRNA)
AUNP konjugasyonu spektrofotometre ve zeta boyut ve potansiyel analizleri ile
dogrulandi. AuNP konjugatlar1 %5 BSA igeren 20 mM sodyum fosfat tamponu icerisinde
saklandig1 i¢cin AuNP-BSA konjugati karsilagtirma amaci ile karakterizasyona dahil
edildi. Yalnizca BSA ortaminda saklanan AuNP’ler i¢in spektrotometrik olarak
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda 2 nm artis ile 523 nm’de maksimum
absorbans gozlemlendi. AuNP-kiigcik RNA konjugatlarinin ise maksimum absorbans
verdigi dalga boylarinda sirastyla AUNP-kontrol saRNA i¢in 6 nm (527 nm), AuNP-
sap53 i¢in 6 nm (527 nm), AuNP-kontrol siRNA i¢in 5 nm (526 nm), AuNP-siKras i¢in
6 nm (527 nm), AuNP-kontrol siRNA+kontrol saRNA i¢in 5 nm (526 nm) ve AuNP-
siKras+sap53 igin 6 nm (527 nm) artis ile maksimum absorbans gozlemlendi. Bu
gozlemler dogrultusunda AuNP-kiiciik RNA konjugasyonlart spektrofotometrik olarak
dogrulandi. Farklt AuNP konjugatlar1 i¢in konjugasyondan dnce ve sonraki goriintiiler

Sekil 4.3’de verilmistir. Konjugatlarin spektrofotometrik analiz grafikleri Sekil 4.4’de

verilmigtir.
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Sekil 4.3. AuNP-kii¢iik RNA konjugatlarinin konjugasyon dncesi ve sonrasi goriintiileri.
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Sekil 4.4. AuNP-kiicik RNA konjugatlarinin konjugasyon Oncesi ve sonrasi
spektrofotometrik veri grafikleri.

Zeta boyut analizinde ise spektrofotometrik analizler ile paralel sonuglar elde

edildi ve konjugatlar igin ortalama partikiil boyutlarinda sirasiyla AUNP-BSA ig¢in 5.95
nm (26.02 £+ 0.17 nm), AuNP-kontrol saRNA i¢in 10.44 nm (30.51 + 0.23 nm ), AuNP-
sap53 i¢in 10.64 nm (30.71 + 0.65 nm), AuNP-kontrol sSiRNA 10.28 nm (30.35 £+ 0.29
nm), AuNP-siKras i¢in 10.85 nm (30.92 + 0.59 nm), AuNP-kontrol siRNA+kontrol
saRNA i¢in 10.54 nm (30.61 + 0.43 nm) ve AuNP-siKras+sap53 10.79 nm (30.86 + 0.38
nm) artis gozlemlendi. AuNP-kiicik RNA konjugatlarinin AuNP-BSA konjugatina

oranla ortalama partikiil boyutlarinda daha fazla artis gostermesiyle konjugasyon zeta

boyut analizi ile dogrulandi. Konjugatlarin zeta boyut analiz grafikleri Sekil 4.5’de

verilmistir.
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Sekil 4.5. AuNP-kiiciik RNA konjugatlarinin konjugasyon dncesi ve sonrasi zeta boyut
analizi veri grafikleri.

Zeta potansiyel analizinde ise konjugatlar i¢in ortalama zeta potansiyellerinde
sirastyla AuNP-BSA i¢in 13.85 mV (-17.61 = 0.57 mV), AuNP-kontrol saRNA i¢in 4.09
mV (-27.37 £ 0.16 mV), AuNP-sap53 i¢in -1.2 mV (-32.66 + 0.88 mV), AuNP-kontrol
SIRNA 2.58 mV (-28.88 + 0.25 mV), AuNP-siKras i¢in 1.77 mV (-29.69 + 0.29 mV),
AuNP-kontrol siRNA-+kontrol saRNA i¢in 1.94 mV (-29.52 £+ 0.44 mV), ve AuNP-
siKras+sap53 1.07 mV (-30.39 + 0.16 mV) artis gozlemlendi. AuNP-kiigcik RNA
konjugatlarinin AuNP-BSA konjugatina oranla ortalama potansiyellerinde ¢ok daha az
artis gostermesiyle konjugasyon zeta potansiyel analizi ile dogrulandi. Konjugatlarin zeta

potansiyel analiz grafikleri Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. AuNP-kiiciik RNA konjugatlarinin konjugasyon Oncesi ve sonrasi zeta
potansiyel analizi veri grafikleri.

AuNP-kii¢iik RNA konjugasyonlari teyit edildikten sonra, AUNP konsantrasyonu
basina kiicilk RNA konsantrasyonu; konjuge olmus kiicilk RNA (uM) / AUNP (mM)=
[((((konjugasyon Oncesi kiigiik RNA absorbans degeri (A260)-(konjugasyon sonrasi
konjuge olmamis kiiciik RNA absorbans degeri (A260))) / (konjugasyon oncesi kiiciik
RNA absorbans degeri (A260))) x (ilk kii¢ciik RNA konsantrasyonu (uM))) / (teorik olarak
hesaplanmis AuNP konsantrasyonu (mM))]= [((((0.4127)-(0.071)) / (0.4127)) x (4 uM))
/ (1.8 mM)] islemi ile yaklasik olarak 1 mM AuNP basina 1.84 uM kiigiik RNA
konsantrasyonu hesaplandi. Transfeksiyon islemleri i¢in hesaplanmis bu veriler
tizerinden AuNP-kiiciik RNA konjugatlar1 uygulandi. Uygulama sirasinda 25, 50 ve 100
nM kiicik RNA transfeksiyonu igin sirayla 13.5, 27 ve 54 puM AuNP birlikte

transfeksiyon islemlerine dahil oldu.
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4.4. RT-qPCR ile mRNA Ifadelenme Analizi

Hiicrelerin, AuNP-kiiciik RNA transfeksiyonundan 72 saat sonra toplam RNA
izolasyonlar1 gerceklestirildi ve 1 pg toplam RNA’dan tamamlayici DNA (cDNA)
sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar StepOne™ Plus v2.3 yazilimi ile StepOnePlus™ Real-
Time PCR Sisteminde analiz edildi. gPCR isleminden sonra, StepOne™ Plus v2.3
yazilimi her reaksiyon i¢in bir Ct degeri tiretti ve bu Ctdegerleri kullanilarak hedef genler
MRNA ifadelenmeleri agisindan analiz edildi.

Her iki hiicre hattina ait farkli uygulama gruplar1 (kontrol grubu (transfekte
edilmemis hiicre grubu), yalnizca AuNP ile transfekte edilmis hiicre grubu (mock grubu)
ve AuNP-kiigiik RNA konjugatlari ile transfekte edilmis hiicre grubu) igin StepOne™
Plus v2.3 yaziliminin saglamis oldugu her bir gene ait Ct degeri kullanilip livak metodu
uygulanarak mRNA ifadelenme seviyeleri analiz edildi. ilk olarak A549 ve HCT116
hiicre hatlar1 icin p53 ve KRAS mRNA seviyelerinin farkli hiicre uygulama gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla oranlar1 analiz edildi. Elde edilen sonuglar grafiksel veri halinde
A549 ve HCT116 hiicreleri i¢in sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu
verilerden yola ¢ikilarak 25, 50 ve 100 nM sap53 ve siKras uygulamalarinin neden oldugu
p53 ve KRAS mRNA seviyelerindeki degisim degerlendirilmis olup son konsantrasyon
olarak 50 nM sap53 ve siKras saglayan AUNP-kiigiik RNA konjugatlarinin uygulanmis
oldugu gruplarin p53 ve KRAS mRNA seviyelerinin kontrol grubuna oranla, A549 hiicre
hattinda p53 mRNA’s1 igin ortalama 4.01 kat fazla ifade olmasina, KRAS mRNA’s1 i¢in
ortalama 5.76 kat az ifade olmasina, HCT116 hiicre hattinda ise p53 mRNA’s1 igin
ortalama 3.48 kat fazla ifade olmasina, KRAS mRNA’s1 i¢in ortalama 5.68 kat az ifade
olmasma neden oldugu tespit edildi. Her iki hiicre hattinin farkli konsantrayonlarda
AuNP, AuNP-kontrol siRNA ve AuNP-kontrol saRNA konjugatlari ile transfekte
olmasmin p53 ve KRAS mRNA seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla farka neden

olmadig tespit edildi.
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Bu degerlendirmelerden yola ¢ikilarak daha sonra yapilan gPCR analizlerinde son
konsantrasyonda 50 nM kii¢iik RNA’larin her ikisi ile birlikte transfekte edilmis (AUNP-
kontrol siRNA-+kontrol saRNA konjugati veya AuNP-siKras+sap53 konjugati ile
transfekte edilmis) olan hiicre gruplar ile kontrol grubu arasinda mRNA seviye farklari
analiz edilmistir. Her iki hiicre hatt1 son konsantrasyonda 50 nM siKras ve sap53 saglayan
AUNP-siKras+sap53 konjugati ile transfekte edildi ve p53 ve KRAS mRNA seviyelerinin
kontrol grubuna oranla, A549 hiicre hattinda p53 mRNA’s1 i¢in ortalama 8.32 kat fazla
ifade olmasma, KRAS mRNA’s1 i¢in ortalama 6.29 kat az ifade olmasina, HCT116 hiicre
hattinda ise p53 mRNA’s1 i¢in ortalama 6.54 kat fazla ifade olmasina, KRAS mRNA’s1
igin ortalama 6.17 az ifade olmasina neden oldugu tespit edildi. Boylelikle, sap53 ve
siKras’in  birlikte 50 nM konsantrasyonla transfekte edilmesi, ayr1 ayr
transfeksiyonlarina kiyasla sirasiyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda p53 mRNA
seviyesini 2.08 ve 1.88 kat arttirdig1 (p<0.001, p<0.01) ve KRAS mRNA seviyesini
degistirmedigi (p>0.05) tespit edildi. Her iki hiicre hatt1 i¢in 54 uM AuUNP ve her iki
kiiciik RNA igin son konsantrasyonda 50 nM saglayan AuNP-kontrol siRNA+kontrol
saRNA konjugati ile transfekte olmasinin p53 ve KRAS mRNA seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla farka neden olmadig: tespit edildi. Analizler yalnizca p53 ve KRAS
mRNA seviyeleri ile sinirli kalmayip, p53 ve KRAS’1n alt sinyal yolaklarinda gorev
yapan diger genlerin de A549 ve HCT116 hiicre hatlari i¢in 50 nM kiigiik RNA’larin her
ikisi ile birlikte transfekte edilmis gruplarinda mRNA seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla oranlari analiz edilmis olup, sonuglar grafiksel veri halinde A549 ve HCT116
hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. A549 hiicre hattinda
AuNP-siKras-sap53 birlikte konjugati ile transfekte olmus hiicrelerde kontrol grubuna
kiyasla ortalama p21 seviyesi 7.1, PUMA seviyesi 7.03 ve BAX seviyesi 6.47 kat mMRNA
diizeyinde arttig1, siklin D1 seviyesi 6.32, CDK4 seviyesi 6.85, CDK6 seviyesi 6.92,
BCL-2 seviyesi 5.99 kat mRNA diizeyinde ifadelenmelerinin azaldigi gozlemlendi.
Kaspaz-9, Kaspaz-3, Erk 1/2 ve Akt mRNA ifadelenmeleri diizeyinde AuNP-siKras-
sap53 ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0.05). HCT116 hiicre
hattinda ise AUNP-siKras-sap53 birlikte konjugat ile transfekte olmus hiicrelerde kontrol
grubuna kiyasla ortalama p21 seviyesi 5.87, PUMA seviyesi 5.76 ve BAX seviyesi 5.67
kat mRNA diizeyinde arttigi, siklin D1 seviyesi 4.70, CDK4 seviyesi 4.62, CDK6
seviyesi 4.69, BCL-2 seviyesi 4.27 kat mRNA diizeyinde ifadelenmelerinin azaldig:
gozlemledi. Kaspaz-9, Kaspaz-3, Erk 1/2 ve Akt mRNA ifadelenmeleri diizeyinde AuNP-
siKras-sap53 ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0.05).
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Sekil 4.9. A549 hiicre hattinda p53 ve KRAS alt yolaklarinda gorevli genler

MRNA ifadelenme seviyeleri.
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Sekil 4.10. HCT116 hiicre hattinda p53 ve KRAS alt yolaklarinda gorevli genlerin rolatif

MRNA ifadelenme seviyeleri.



4.5. Western Blot ile Protein ifadelenme Analizi

Hiicrelerden, AuNP-kiiciik RNA transfeksiyonundan 72 saat sonra protein
izolasyonu gergeklestirildi ve BCA testi kullanilarak protein miktar tayini yapildi. Her iki
hiicre hatt1 igin farkli uygulama gruplarindan (kontrol grubu (transfekte edilmemis hiicre
grubu), yalnizca AuNP ile transfekte edilmis hiicre grubu (mock grubu) ve AuNP-kii¢iik
RNA konjugatlar1 ile transfekte edilmis hiicre grubu) esit miktar protein kullanilarak
SDS-PAGE ve Western Blot analizleri gerceklestirildi. Western Blot teknigi ile elde
edilmis olan protein bant yogunluklar1 kullanilarak hedef genler protein ifadelenmeleri
agisindan analiz edildi.

[k olarak A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in p53 ve KRAS protein seviyelerinin
farkli hiicre uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla oranlar1 analiz edildi. Elde
edilen sonuglar, protein bant goriintiileri ve grafiksel veri halinde A549 ve HCT116
hiicreleri i¢in sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak
25, 50 ve 100 nM sap53 ve siKras uygulamalarinin neden oldugu p53 ve KRAS protein
seviyelerindeki degisim degerlendirilmis olup son konsantrasyon olarak 50 nM sap53 ve
siKras saglayan AuNP-kii¢iik RNA konjugatlarinin uygulanmis oldugu gruplarin p53 ve
KRAS protein seviyelerinin kontrol grubuna oranla, A549 hiicre hattinda p53 proteini
igin ortalama 3.47 kat fazla ifade olmasina, KRAS proteini i¢in ortalama 7.69 kat az ifade
olmasma, HCT116 hiicre hattinda ise p53 proteini i¢in ortalama 3.26 kat fazla ifade
olmasima, KRAS proteini i¢in ortalama 7.33 kat az ifade olmasina neden oldugu tespit
edildi. Her iki hiicre hattinin farkli konsantrayonlarda AuNP, AuNP-kontrol siRNA ve
AuNP kontrol saRNA konjugatlari ile transfekte olmasinin p53 ve KRAS protein

seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla farka neden olmadig: tespit edildi.
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Sekil 4.11. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda p53 ve KRAS rolatif protein

ifadelenme seviyeleri.
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Sekil 4.12. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda p53 ve KRAS rolatif

protein ifadelenme seviyeleri.

(IN@ 001D seis

(@ 00T) VNS [enuoy

(Y $S) ANV

(N 09) sersyrs

(@ 0S) VNAIS [onuoy

N LD ANV

-— e —
GAPDH oo smwss came QNS CUIRD oRe QoW CRES GRS GEAED

(u §7) seyrs

(@ €7) VNAIS [onuoy

(UM €D ANV

[onuosy

KRAS oiug wonw @9 oo

53



Bu degerlendirmelerden yola ¢ikilarak daha sonra yapilan Western Blot
analizlerinde son konsantrasyonda 50 nM kiigiik RNA’larin her ikisi ile birlikte transfekte
edilmis (AuNP-kontrol siRNA+kontrol saRNA konjugati veya AuNP-siKras+sap53
konjugati ile transfekte edilmis) olan hiicre gruplari ile kontrol grubu arasinda protein
seviye farklar1 analiz edilmistir. Her iki hiicre hatt1 son konsantrasyonda 50 nM siKras ve
sap53 saglayan AuNP-siKras+sap53 konjugati ile transfekte edilmis ve p53 ve KRAS
mRNA seviyelerinin kontrol grubuna oranla, A549 hiicre hattinda p53 proteini igin
ortalama 7.16 kat fazla ifade olmasina, KRAS proteini igin ortalama 8.13 kat az ifade
olmasina, HCT116 hiicre hattinda ise p53 proteini i¢in ortalama 6.04 kat fazla ifade
olmasma, KRAS proteini i¢in ortalama 7.70 kat az ifade olmasina neden oldugu tespit
edilmistir. Boylelikle, sap53 ve siKras’in birlikte 50 nM konsantrasyonla transfekte
edilmesi, ayr1 ayr1 transfeksiyonlarina kiyasla sirasiyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda
p53 protein seviyesini 2.06 ve 1.85 kat arttirdig1 (p<0.001, p<0.01) ve KRAS protein
seviyesini degistirmedigi saptandi (p>0.05). Her iki hiicre hatt1 i¢in 54 uM AuUNP ve her
iki kii¢iik RNA i¢in son konsantrasyonda 50 nM saglayan AuNP-kontrol sSiRNA+kontrol
saRNA konjugati ile transfekte olmasimin p53 ve KRAS protein seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla farka neden olmadigi tespit edildi. Analizler yalnizca p53 ve KRAS
proteinler seviyeleri ile sinirli kalmayip, p53 ve KRAS 1 alt sinyal yolaklarinda gorev
yapan diger genlerin de A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in 50 nM kii¢lik RNA’larin her
ikisi ile birlikte transfekte edilmis gruplarinda protein seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla oranlar1 analiz edilmis olup, sonuglar protein bant goriintiileri ve grafiksel veri
halinde A549 hiicre hatt1 i¢in Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’da, HCT116 hiicre hatt1 i¢in Sekil
4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir. A549 hiicre hattinda AuNP-siKras-sap53 birlikte
konjugati ile transfekte olmus hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla ortalama p21 seviyesi
6.73, PUMA seviyesi 6.63 ve BAX seviyesi 6.31, Kesilmis Kaspaz-9 (K-Kaspaz-9)
seviyesi 6.40, Kesilmis Kaspaz-3 (K-Kaspaz-3) seviyesi 6.30 kat protein diizeyinde
artt1g1, siklin D1 seviyesi 7.87, CDK4 seviyesi 8.11, CDKG6 seviyesi 8.36, BCL-2 seviyesi
8.54, Kaspaz-9 seviyesi 6.79, Kaspaz-3 seviyesi 6.18, fosfatlanmis Erkl (p-Erk-1)
seviyesi 9.16, fosfatlanmis Erk-2 (p-Erk-2) seviyesi 9.63 ve fosfatlanmig Akt (p-Akt)
seviyesi 9.33 kat protein diizeyinde ifadelenmelerinin azaldig1 gézlemlendi. Erk 1/2 ve
Akt protein ifadelenmeleri diizeyinde AuNP-siKras-sap53 ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0.05). HCT116 hiicre hattinda ise AuNP-siKras-sap53
birlikte konjugat1 ile transfekte olmus hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla ortalama p21
seviyesi 5.65, PUMA seviyesi 5.53 ve BAX seviyesi 5.50, Kesilmis Kaspaz-9 (K-Kaspaz-
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9) seviyesi 5.47, Kesilmis Kaspaz-3 (K-Kaspaz-3) seviyesi 5.24 kat protein diizeyinde
artt1g1, siklin D1 seviyesi 5.22, CDK4 seviyesi 5.35, CDKG6 seviyesi 5.54, BCL-2 seviyesi
5.23, Kaspaz-9 seviyesi 5.27, Kaspaz-3 seviyesi 5.16, fosfatlanmis Erkl (p-Erk-1)
seviyesi 5.32, fosfatlanmis Erk-2 (p-Erk-2) seviyesi 5.09 ve fosfatlanmis Akt (p-Akt)
seviyesi 2.93 kat protein diizeyinde ifadelenmelerinin azaldig1 gézlemlendi. Erk 1/2 ve
Akt protein ifadelenmeleri diizeyinde AuNP-siKras-sap53 ile kontrol grubu arasinda

anlaml bir fark gozlemlenmedi (p>0.05).
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Sekil 4.13. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda p53 ve alt yollarinda gorevli
proteinlerin rolatif ifadelenme seviyeleri.
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Sekil 4.14. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda KRAS ve alt yollarinda
gorevli proteinlerin rolatif ifadelenme seviyeleri.
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Sekil 4.15. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda p53 ve alt yollarinda

gorevli proteinlerin rdlatif ifadelenme seviyeleri.
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Sekil 4.16. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda KRAS ve alt yollarinda

gorevli proteinlerin rolatif ifadelenme seviyeleri.

4.6. Hiicre Canhihg Testi

Farkli uygulama gruplar arasinda resazurin test ile hiicre canlilig1 analiz edildi.

[lk olarak her iki hiicre hatt: igin tastyici ajan olan AuNP’nin farkli konsantrasyonlarinin

Kiicik RNA transfeksiyonu icin uygulanan

hiicre canliligina etkileri arastirildi.

AuNP’nin minimum ve maksimum konsantrasyonu degerlerinden her seferinde 2 kat
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azalan ve artan olmak lizere daha diisiik ve daha yiiksek konsantrasyonlar uygulandi ve
kontrol grubu ile kiyaslandi. Uygulamanin 5. giiniinde elde edilen verilere gore 2 kat artan
ve 2 kat azalan AuNP konsantrasyonu uygulanan hiicre gruplarinda kontrol grubuna gore

hiicre canliligi agisindan fark olmadigi gézlemlendi (p>0.05). Sonuglar Sekil 4.17°de

verilmigtir.
A HCT116

100,00 5 108 100,00 108

o TR 9897 g M o 9837

9799 3 97,10
5 5
n 7

: gl QB : o QB
~a ol B |

HAuNP (M) Hiicre Canlihg1 (%) B AuNP (M) Hiicre Canlihg1 (%)

Sekil 4.17. A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda farkli konsantrasyon AuNP (uM)
uygulamasinin hiicre canlilig1 (%)’ na etkisi.

Daha sonra, hiicreler AuNP-kiiciik RNA transfeksiyonunu takip eden 5 giin
boyunca giinliik olarak hiicre canlilig1 acisindan analiz edildi. A549 hiicre hatti i¢in farkl
hiicre uygulama gruplarinda 5 giinliik analizler neticesinde kontrol grubuna kiyasla,
yalnizca sap53 ile transfekte edilen hiicre grubunda 3. giin %32.83, 4. giin %36.50 ve 5.
giin %39.79 ortalama hiicre 6liimii gézlemlenmistir. Ayni hiicre hattinda yalnizca siKras
ile transfekte olmus hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla, 3. giin %28.96, 4.giin
%32.65 ve 5.giin %35.78 ortalama hiicre 6limii gdzlemlenmistir. A549 hiicre hattinda
sap53 ve siKras ile birlikte transfekte olmus hiicre grubunda ise 3. giin %52.95, 4.giin
%357.74 ve 5. giin %61.91 ortalama hiicre 6limi gézlemlenmistir. A549 hiicre hatt1 igin

farkl1 hiicre gruplarinda hiicre canliligin1 gosteren veri grafigi Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinin 5 giinliik hiicre canlilig
analizi.

HCT116 hiicre hattinda analizler neticesinde kontrol grubuna kiyasla, yalnizca
sap53 ile transfekte edilen hiicre grubunda 3. giin %28.07, 4. giin % 29.82 ve 5. giin %
31.45 ortalama hiicre 6limii gézlemlenmistir. Ayn1 hiicre hattinda yalnizca siKras ile
transfekte olmus hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla, 3. giin %19.58, 4.giin %20.98
ve 5.glin %22.97 ortalama hiicre 6liimii gézlemlenmistir. HCT116 hiicre hattinda sap53
ve siKras ile birlikte transfekte olmus hiicre grubunda ise 3. giin %50.09, 4.giin %52.85
ve 5. giin % 56.86 ortalama hiicre 6liimii gozlemlenmistir. HCT116 hiicre hatt1 i¢in farkl
hiicre gruplarinda hiicre canliligini gdsteren veri grafigi Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinin 5 giinliik hiicre canlilig1
analizi.

Analizler neticesinde A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda siKras ve sap53 birlikte
transfeksiyonunun sirasiyla yalnizca sap53 transfeksiyonuna kiyasla ortalama 3. giin
%20.12 ve %22.02, 4. giin %21.24 ve %23.03 ve 5.glin %22.12 ve %25.41, yalnizca
siKras ile transfeksiyonuna kiyasla ise ortalama 3. giin %23.99 ve %30.51, 4. giin %25.09
ve %31.87 ve 5.giin %26.13 ve %33.89 daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar neticesinde her iki hiicre hatti i¢in de birlikte transfeksiyonun ayri
ayr1 transfeksiyonlara kiyasla ¢ok daha fazla oranda hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit
edilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in diger hiicre gruplari ile kontrol grubu arasinda anlaml

bir hiicre 6liimii fark: tespit edilmemistir (p>0.05).
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4.7. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicrelerin farkli uygulama gruplarinda AuNP-kiiciik RNA konjugatlarinin hiicre
dongiisii evrelerindeki sebep oldugu degisikliklerin ortaya konmasi amaciyla hiicre
dongiisii analizi uygulanmistir. P1 ile inkiibe edilmis farkli gruptaki hiicreler BD Accuri™
C6 Plus akis sitometresi kullanilarak analiz edildi. Elde edilen sonuglar, BD Accuri™ C6
Plus yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Analiz sirasinda, S fazindaki hiicreler, G1'deki
hiicrelerden daha fazla DNA'ya sahip olacagindan orantili olarak daha fazla boya ald1 ve
DNA igeriklerini ikiye katlayana kadar daha parlak bir sekilde floresan 1sima verdi.
G2'deki hiicreler, G1'deki hiicrelerden yaklagik iki kat daha parlak 1s1ma verdi. Bu sekilde
hiicrelerin, hiicre dongiisii evrelerinden GO/G1, S veya G2/M’de olduklari tespit edildi ve
farkli hiicre gruplar1 arasinda hiicre dongiisii fazlar1 karsilastirilarak AuNP-kiiciik RNA
konjugatlarinin hiicre dongiisii tizerindeki etkisi degerlendirildi.

Degerlendirmeler neticesinde, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmis A549
ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %75.86 ve %70.05, siKras ile transfekte
edilmis olan hiicre grubunda ise ortalama %64.12 ve %59.40 hiicrenin G0/G1 fazinda
olduklari tespit edildi. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda
sirasiyla A549 ve HCT1116 igin ortalama %86.85 ve %81.40 GO/G1 fazi gozlemlendi.
Bununla beraber, sap53 ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %24.33 ve %15.84, siKras ile
transfekte edilmis hiicre grubunda ise kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre
hatlar1 i¢in sirastyla %12.62 ve %5.19 daha fazla hiicrenin G0/G1 fazinda oldugu tespit
edildi. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre gruplarinda ise kontrol
grubuna kiyasla sirasiyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda %35.35 ve %27.19 daha
fazla GO/G1 faz1 gozlemlendi.

S faz1 analizleri sirasinda, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmis A549 ve
HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %9.51 ve %10.19, siKras ile transfekte
edilmis olan hiicre grubunda ise ortalama %16.16 ve %13.56 hiicrenin S fazinda olduklar
tespit edildi. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sirasiyla A549
ve HCT1116 igin ortalama %1.64 ve % 6.27 S faz1 gbzlemlendi. Bununla beraber, sap53
ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre
hatlarinda sirasiyla ortalama %25.09 ve %20.03, siKras ile transfekte edilmis hiicre
grubunda ise kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 igin sirasiyla
%18.24 ve %16.66 daha az hiicrenin S fazinda oldugu tespit edildi. sap53 ve siKras ile
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birlikte transfekte edilmis hiicre gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla sirasiyla A549
ve HCT116 hiicre hatlarinda %32.96 ve %23.95 daha az S faz1 gozlemlendi.

G2/M faz1 analizleri neticesinde, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmis
A549 ve HCTI116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %2.07 ve %2.48, siKras ile
transfekte edilmis olan hiicre grubunda ise ortalama %6.48ve %4.26 hiicrenin G2/M
fazinda olduklar1 tespit edildi. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre
grubunda sirastyla A549 ve HCTI116 igin ortalama %0.26 ve %0.3 G2/M fazi
gbzlemlendi. Bununla beraber, sap53 ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %9.72 ve %7.08,
siKras ile transfekte edilmis hiicre grubunda ise kontrol grubuna kiyasla AS549 ve
HCT116 hiicre hatlar icin sirastyla %9.72 ve %5.29 daha az hiicrenin G2/M fazinda
oldugu tespit edildi. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda ise
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda %11.53 ve %9.25
daha az G2/M faz1 gozlemlendi. Hiicre dongiisii analiz sonuglart A549 ve HCT116 hiicre
hatlar1 i¢in sirastyla Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda hiicre dongiisii analizi
sonuglart.
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Sekil 4.21. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda hiicre dongiisii analizi
sonuglari.

Gozlemler dogrultusunda, hiicre dongiisii analizlerinde sap53 ve siKras ile birlikte
transfekte edilmis hiicre gruplarinda A549 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla yalnizca sap53 ve
yalnizca SiKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla GO/G1 fazinda %10.99 ve
%22.73 daha fazla hiicrenin oldugu tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatt1 igin G0/G1 fazi
sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sap53 ve siKras ile ayr1 ayri
transfekte edilmis gruba kiyasla sirasiyla %11.35 ve %22.00 daha fazla oldugu tespit
edilmistir. S fazi1 analizlerinde, sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre
gruplarinda A549 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla yalnizca sap53 ve yalnizca siKras ile transfekte
edilmis hiicre gruplarina kiyasla S fazinda %7.87 ve %14.52 daha az hiicrenin oldugu
tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatt1 i¢in S fazi sap53 ve siKras ile birlikte transfekte
edilmis hiicre grubunda sap53 ve siKras ile ayr1 ayri transfekte edilmis gruba kiyasla
sirastyla %3.92 ve %7.29 daha az oldugu tespit edilmistir. G2/M faz1 analizlerinde, sap53
ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre gruplarinda A549 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla
yalnizca sap53 ve yalnizca SiKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla G2/M
fazinda %1.8 ve %6.21 daha az hiicrenin oldugu tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatti
icin G2/M faz1 sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sap53 ve

62



siKras ile ayr1 ayr transfekte edilmis gruba kiyasla sirasiyla %2.17 ve %3.96 daha az
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar neticesinde her iki hiicre hatt1 i¢in de birlikte
transfeksiyonun ayr1 ayr1 transfeksiyonlara kiyasla ¢ok daha fazla oranda hiicrenin G0/G1
fazinda hiicre boliinmesini durdurdugu tespit edilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in diger
hiicre gruplari ile kontrol grubu arasinda hiicre dongiisii fazlari agisindan anlamli bir fark

tespit edilmemistir (p>0.05).

4.8. Apoptoz ve Nekroz Testleri

Hiicrelerin farkli uygulama gruplarinda AuNP-kiicik RNA konjugatlarinin
apoptozu tetikteyip tetiklemedigini ortaya koymak amaciyla apoptoz ve nekroz testleri
uygulanmistir. Pl ve Anneksin V-FITC konjugati ile birlikte inkiibe edilmis farkli
gruptaki hiicreler BD Accuri™ C6 Plus akis sitometresi ile analiz edildi. Akis sitometrisi
tarafindan tretilen veriler, BD Accuri™ C6 Plus yazilimi kullanilarak degerlendirildi.
Degerlendirme sirasinda, PI'nin Annexin V-FITC'ye karsi temsil edildigi iki boyutlu
nokta grafikleri ¢izildi. Bu grafikler, asagidakilere karsilik gelen dort bolgeye ayrilarak:
1) Pl ve FITC negatif (PI/FITC -/-, Q3) olan canli hiicreler; 2) PI negatif ve FITC pozitif
(PI/FITC -/+, Q1) olan apoptotik hiicreler; 3) Pl ve FITC pozitif (PI/FITC +/+, Q2) olan
gec apoptotik hiicreler; 4) Pl pozitif ve FITC negatif (PI/FITC +/-, Q4) olan nekrotik
hiicreler olarak belirlendi.

Degerlendirmeler neticesinde, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmis A549
ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %23.50 ve %18.89, siKras ile transfekte
edilmis olan hiicre grubunda ise ortalama %20.04 ve %14.67 apoptoz gézlemlendi. siKras
ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sirasiyla A549 ve HCT1116 igin
ortalama %47.17 ve %36.90 apoptoz gozlemlendi. Bununla beraber, sap53 ile transfekte
edilmis hiicre gruplarinda kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda
sirasiyla ortalama %22.75 ve %18.71, siKras ile transfekte edilmis hiicre grubunda ise
kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla %19.29 ve %14.49
daha fazla apoptoz tetiklendigi gozlemlendi. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis
hiicre gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla sirasiyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda
%46.42 ve %36.72 daha fazla apoptoz gbzlemlendi. Her iki hiicre hatti i¢in diger hiicre
gruplari ile kontrol grubu arasinda apoptozun tetiklenmesi agisindan anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (p>0.05). Ayrica, her iki hiicre hatti i¢in farkli gruplar arasinda ve

kontrol grubuna kiyasla nekrozun tetiklenmesi adina anlamli bir fark tespit edilmemistir
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(p>0.05). Apoptoz ve nekroz testi sonuglart A549 ve HCT116 hiicre hatlari i¢in sirasiyla
Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de verilmistir.

Gozlemler dogrultusunda, hiicre dongiisii analizlerinde sap53 ve siKras ile birlikte
transfekte edilmis hiicre gruplarinda A549 hiicre hatt1 igin sirasiyla yalnizca sap53 ve
yalnizca siKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla %23.67 ve %27.13 daha
fazla apoptoz tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatt1 i¢in apoptozun sap53 ve siKras ile
birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sap53 ve siKras ile ayr1 ayr1 transfekte edilmis
gruba kiyasla sirasiyla %18.01 ve %22.23 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
neticesinde her iki hiicre hatt1 i¢in de birlikte transfeksiyonun ayr1 ayr transfeksiyonlara
kiyasla ¢ok daha fazla oranda apoptozu tetikledigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.22. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda apoptoz testi sonuglari.
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Sekil 4.23. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinda apoptoz testi sonuglari.

64



4.9. Koloni Olusturma Deneyi

Koloni olusturma deneyleri, hiicrelerin AuNP-kiigiik RNA transfeksiyonu
sonrasinda  koloni  olusturabilme kapasitelerinin  degerlendirilmesi  amaciyla
gerceklestrilmistir. Her iki hiicre hatt1 igin transfeksiyonu takip eden 24 saat sonra
deneyler baslatilmis ve deneyin 10.gilinlin’de koloniler %0.5 kristal viyolet boyasi ile
boyanarak sayi ve biiyiikliikleri agisindan analiz edilmistir. Bir hiicre toplulugunun koloni
sayilabilmesi i¢in en az 50 hiicre igeriyor olmasi dikkate alinarak degerlendirmeler
yapilmustir.

A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sap53 ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda
kontrol gruplarina kiyasla koloni olusturma yetenekleri sirasiyla %62.18 ve %53.23,
siKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda ise kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla
%54.37 ve %45.16 azaldig1 gozlemlenmistir. Her iki hiicre hatt1 igin de sap53 ve siKras
ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda kontrole kiyasla daha kiiciik boyutta
kolonilesmeler gozlemlenmistir. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre
gruplarinda ise koloni olusturma yeteneklerinde A549 ve HCT116 hiicreleri i¢in kontrol
hiicre gruplarina kiyasla sirasiyla %79.43 ve %77.42 azaldig1 goriilmiistiir ve koloni
biyiikliiklerinin kontrol hiicre gruplarina gére ¢ok daha kiigiik olduklar1 gézlemlenmistir.
Her iki hiicre hatt1 i¢in koloni olusturma yetenekleri agisindan diger hiicre uygulama
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir.

Gozlemler dogrultusunda, koloni olusturma deneyinde sap53 ve siKras ile birlikte
transfeksiyonunun A549 hiicre hatti i¢in sirasiyla yalnizca sap53 ve yalnizca SiKras ile
transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla ortalama %17.25 ve %25.06 daha az koloni
olusumuna sebep oldugu tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatti igin ise birlikte
transfeksiyonun sap53 ve siKras ile ayri ayn transfekte edilmis gruplarina kiyasla
sirasiyla %24.19 ve %32.26 daha az koloni olusumuna sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar neticesinde her iki hiicre hatti icin de birlikte transfeksiyonun ayri ayri
transfeksiyonlara kiyasla koloni olusumunu ¢ok daha fazla engelledigi tespit edilmistir.
A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in koloni olusturma deney sonuglari sirasiyla Sekil 4.24
ve Sekil 4.25’de verilmistir.
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4.10. Yara lyilesmesi Deneyi

Hiicrelerin farklt uygulama gruplarinda hareket ve cogalabilme o&zelliklerinin
analiz edilmesi amaciyla yara iyilesmesi deneyi uygulanmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in
farkli hiicre gruplarinda yara olusumu gergeklestirildikten 12 ve 24 saat sonra ilk duruma
gore (0.saat) yara kapatma yetenekleri ¢izik alanlarmin Olgiilmesiyle oransal olarak
hesaplanmis ve oranlar kontrol grubu oranlari ile karsilastirilarak degerlendirmeler
yapilmistir. Bu degerlendirmeler neticesinde, 12 saat sonra sap53 ile transfekte edilmis
A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %21.67 ve %24.65, siKras ile
transfekte edilmis olan hiicre grubunda ise ortalama %26.32 ve %34.54 yara kapanmasi
gozlemlenmistir. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sirasiyla
A549 ve HCT116 i¢in ortalama %9.32 ve %15.23 yara kapanmasi gozlemlenmistir. 12
saat sonunda, sap53 ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %25.00 ve %32.66, siKras ile
transfekte edilmis hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre hatlar1
icin sirastyla %20.34 ve %22.66 fazla yara agiklig1 gdzlemlenmistir. sap53 ve siKras ile
birlikte transfekte edilmis hiicre gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla sirasiyla A549
ve HCT116 hiicre hatlarinda %37.34 ve %42.00 daha fazla yara acikligi gozlemlenmistir.
12 saat sonrasi analizlerde diger hiicre gruplari ile kontrol grubu arasinda yara agiklig
acisindan anlaml bir farklilik gézlemlenmedi (p>0.05). 24 saat sonrasi analizlerinde ise,
sap53 ile transfekte edilmis A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla %26.67 ve
%39.66, siKras ile transfekte edilmis olan hiicre grubunda ise %34.33 ve %53.26 yara
kapanmasi1 gozlemlenmistir. SiKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre
grubunda sirasiyla A549 ve HCT116 igin %11.27 ve %22.86 yara kapanmasi
gozlemlenmistir. 24 saat sonunda, sap53 ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama %42.66 ve %43.67,
siKras ile transfekte edilmis hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116
hiicre hatlari i¢in sirastyla %35.00 ve %30.01 daha fazla yara acikligr gozlemlenmistir.
sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre gruplarinda ise kontrol grubuna
kiyasla sirasiyla A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda %58.06 ve %60.11 fazla yara agikligi
gbzlemlenmistir. 24 saat sonrasi analizlerde diger hiicre gruplar1 ile kontrol grubu
arasinda yara agikliglr acisindan anlamli bir farklilik gézlemlenmedi (p>0.05). Yara
iyilesmesi goriintii ve analiz sonuglart A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla Sekil

4.26 ve Sekil 4.27°de verilmistir.
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Gozlemler neticesinde, 12 saat sonra yapilan analizlerde sap53 ve siKras ile
birlikte transfeksiyonunun A549 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla yalnizca sap53 ve yalnizca
siKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla %12.35 ve %17.00 daha fazla yara
acikligina sebep oldugu tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatt1 i¢in bu oranlar sirasiyla
%9.42 ve %19.31 daha fazla oldugu tespit edilmistir. 24 saat sonra yapilan analizlerde ise
sap53 ve siKras ile birlikte transfeksiyonunun A549 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla yalnizca
sap53 ve yalmizca SiKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla %15.40 ve
%23.06 daha fazla yara agikligina sebep oldugu tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatt1 igin
bu oranlar sirasiyla %16.80 ve %30.40 daha fazla oldugu tespit edilmistir. 12 ve 24 saat
sonrasi analizleri neticesinde her iki hiicre hatti icin de birlikte transfeksiyonun ayr1 ayri
transfeksiyonlara kiyasla ¢ok daha fazla oranda yara kapanmasina engel oldugu tespit

edilmistir.

4.11. Migrasyon ve Invazyon Deneyleri

Hiicrelerin farkli uygulama gruplarinda migrasyon (go¢) ve invazyon (istila)
yeteneklerinin analiz edilmesi amaciyla polikarbonat membran kullanilarak boyden
cember testi uygulanmistir. Her iki hiicre hatti i¢in farkli hiicre gruplarinda 24 saat
inkiibasyonun ardindan migratif ve invazif hiicreler sayilip kontrol grubu sayilari ile
karsilastirilarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu degerlendirmeler neticesinde, sap53 ile
transfekte edilmis A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla
ortalama %25.58 ve %33.54, siKras ile transfekte edilmis olan hiicre grubunda ise
ortalama %35.50 ve %49.21 hiicrenin membrani gegerek goc ettigi gézlemlenmistir.
siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmis hiicre grubunda sirasiyla A549 ve HCT116
icin kontrol grubuna kiyasla ortalama %14.10 ve %20.38 go¢ eden hiicre
gozlemlenmistir.

Invazyon testi neticesinde, sap53 ile transfekte edilmis hiicre gruplarinda A549 ve
HCT116 hiicre hatlar1 i¢in kontrol grubuna kiyasla sirasiyla ortalama %20.03 ve %30.07,
siKras ile transfekte edilmis hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla A549 ve HCT116
hiicre hatlar1 igin sirasiyla %27.52 ve %53.54 invazif hiicre gézlemlenmistir. sap53 ve
siKras ile birlikte transfekte edilmis hiicre gruplarinda ise kontrol gruplarina kiyasla A549
ve HCT116 hiicre hatlarinda sirasiyla %5.01 ve %14.09 invazif hiicre gézlemlenmistir.

Gozlemler neticesinde, migrasyon deneyinde yapilan analizlerle sap53 ve siKras
ile birlikte transfeksiyonunun A549 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla yalnizca sap53 ve yalnizca

siKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla migrasyonu %11.48 ve %21.40 daha
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fazla engelledigi tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatti i¢in bu oranlar sirasiyla %13.16 ve
%28.83 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Invazyon deneyinde yapilan analizlerde ise
sap53 ve siKras ile birlikte transfeksiyonunun A549 hiicre hatti igin sirasiyla yalnizca
sap53 ve yalnizca siKras ile transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla invazyonu
%15.02 ve %22.51 daha fazla engelledigi tespit edilmistir. HCT116 hiicre hatt1 i¢in bu
oranlar sirasiyla %15.98 ve %39.45 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Invazyon ve
migrasyon deneyleri sonrasi analizleri neticesinde her iki hiicre hatt1 i¢in de birlikte
transfeksiyonun ayri ayr transfeksiyonlara kiyasla ¢ok daha fazla oranda migrasyon ve
invazyonu Onledigi tespit edilmistir. Diger hiicre gruplari ile kontrol grubu arasinda
migrasyon ve invazyon agisindan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
Migrasyon ve invazyon goriintii ve analiz sonuglar1t A549 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in

sirastyla Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da gosterilmistir.
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Sekil 4.28. A549 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinin migrasyon ve invazyon
sonugclari.
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Sekil 4.29. HCT116 hiicre hattinda farkli uygulama gruplarinin migrasyon ve invazyon
sonuglari.
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5. TARTISMA

KRAS, tiim kanserler arasinda yiiksek mutasyon oranina sahip en iyi bilinen
onkogendir ve pankreas duktal adenokarsinomu (PDADK), KHDAK ve KRK dahil
olmak tizere bir dizi yiiksek derecede oliimciil kanserle iligkilidir (120). KRAS'taki
onkogenik mutasyonlar ¢ogunlukla 12, 13 ve 61 numarali kodonlara odaklanir. Bu
bolgelerdeki mutasyon seviyeleri izoform ve malignite tipine bagh olarak degisir (173).
Ozellikle kodon 12'deki glisin, en sik yanlis mutasyonlardan etkilenir (174). Dahasi,
KRAS yanlis mutasyonlarini koken dokularda; KRAS G12D, KRK ve PDADK'deki tiim
KRAS mutasyonlariin ~%25-40'm1 olustururken KRAS G12C, akciger ADK’de tiim
KRAS mutasyonlarinin >%40"n1 olusturur (173). Ne yazik ki, 40 yillik tescilli ilag
aragtirmalarina ragmen, mutasyona ugramis KRAS alt tipi KRAS'1 (G12C) hedeflemesi
yeni onaylanan sotorasib disinda, KRAS mutasyonlarini hedef alan etkili bir strateji
heniiz mevcut degildir (120). Ayrica KRAS mutasyonu olan hastalarin mevcut standart
tedaviye yaniti genellikle zayiftir. Bu nedenle, RNAI dahil olmak iizere bircok c¢aba,
KRAS" hedeflemeye odaklanmistir. KRAS kaynakli kanserde KRAS mutasyonlarini
hedeflemeye yonelik acil ve karsilanmamis bir ihtiyag vardir (120).

SIRNA, gen ifadesinin son derece spesifik, geri dondiiriilebilir kontroliinii sundugu
icin muazzam bir terapdtik potansiyel barindirir (175). siRNA ile hedefe 6zgii terapotik
yaklagimlarin kullanildigi kanserler arasinda meme kanseri, AK , beyin tiimorleri,
yumurtalik kanseri, kolon kanseri ve prostat kanseri yer alir (118). Ornegin, Siklin B1
siRNA inhibisyon stratejisi, prostat ve AK’de in vivo olarak uygulanmistir ve farelerde
deri alti AK modelinde tiimér hacminde %70'e varan azalmaya sebep oldugu ve tedavi
edilen hayvanlarin yaris1 daha uzun hayatta kalma sergiledigi gosterilmistir (119). Diger
bir calismada, MAD2 siRNA deri alt1 kolon karsinomu tagiyan farelere intraven6z olarak
uygulanmig ve tiimor biiylimesini %35 oraninda inhibe ettigini gosterilmistir (120).
Yapilan bir baska calismada ise Plkl siRNA deri alti meme tiimorii tasiyan farelere
intravendz olarak enjekte edilmis ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiimor hacminin
%70 oraninda azalmasina yol ac¢tig1 rapor edilmistir (121).

Son zamanlarda, RNAi ve siRNA, KRAS-mutant timérlerdeki uygulamalarla
umut verici antitiimor etkinligi gostermistir (82, 176). Boylece, siRNA tedavisi KRAS"
hedeflemek i¢in umut verici bir yaklagim haline gelmistir (115). Cesitli caligmalar siRNA
tabanli yaklasimlarin KRAS'' hedeflemedeki etkinligini gostermistir. Ornegin, bir

calismada pankreas kanseri hiicrelerinde mutant KRAS'm basarili bir sekilde inhibe
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edildigi ve bunun sonucunda tiimor biiylimesinin azaldigi bildirilmistir (177). Bu
aragtirma, KRAS kaynakli kanserlere karsi terapotik bir strateji olarak siRNA'nin
potansiyelini vurgulamistir. Bagka bir caligmada ise, AK’de mutant KRAS'1 hedeflemek
icin siRNA kullanimi arastirilmis ve sonuglar, mutant KRAS''n siRNA aracili
inhibisyonunun, tiimor hiicresi proliferasyonunda azalmaya ve apoptozda artisa yol
actigimmi gostermistir (178). Bu calisma, KRAS mutasyonlu AK igin siRNA bazli
tedavilerin uygulanabilirligini vurgulamistir. Bunlarla birlikte, siRNA kullaniip KRAS
hedeflenerek yapilan bir ¢alismada, KRAS ekspresyonunun giiglii ve spesifik bir sekilde
baskilandigi, kolon kanseri hiicrelerinde proliferasyon ve canliligin azaldigi, in vitro
apoptozun indiiklendigi ve kolon kanseri ksenograft fare modellerinde tiimor biiyiimesini
onemli 6l¢iide yavaslattigi gosterilmistir (102). Ek olarak, KRAS ile iliskili kanserler igin
siRNA Dbazli tedavilerin gelistirilmesi, bunlarin giivenirligini ve etkinligini
degerlendirmek icin stiregelen denemelerle birlikte aktif bir arastirma alani olmaya
devam etmektedir (179).

Gen tedavisinde RNA temelli baska bir yaklagim ise gen transkripsiyonunun
arttirilmasidir. saRNA’lar, gen promotor bolgelerini spesifik olarak hedefleyerek
transkripsiyonel gen aktivasyonuna yol acarlar. saRNA kullanan terapotik yaklagimlar,
son yillarda farkli kanser tiirleri i¢in birgok gen hedef alinarak uygulanmaya devam
etmektedir (17). Ornegin, promotdr hedefli saRNA yaklasimi yoluyla Dihidro-
pirimidinaz benzeri 3 (DPYSL3) gen ekspresyonunun arttiritlmasi, prostat kanser hiicresi
hareketliligini ve metastaz1 baskiladigr (180), saRNA tarafindan NK3 homeobox 1
(NKX3-1) geninin indiiksiyonu, prostat tiimorii biiylimesini inhibe ettigi (181), E-
cadherinin saRNA tarafindan indiksiyonu, insan mesane kanseri hiicresinde (182) ve
bobrek karsinom hiicrelerinde (183) invazyonu ve migrasyonu engelledigi rapor
edilmigtir. Diger bazi c¢alismalarda ise saRNA’nin tiimor baskilayici kanserde
hipermetillenmis 1’in (HIC-1’in) meme kanseri tizerindeki aktivitesini restore ettigi ve
saRNA tedavisi lizerine, immiin aktivasyonu, hiicre dongiisii durdurulmasi, apoptozun
indiiklenmesi, anti-metastaz ve hiicre farklilasmasinda rol oynayan genlerin indiiklendigi
ve hiicre istilasinda, hiicre biiylimesinde ve hiicre boliinmesinde rol oynayan genlerin ve
onkogenlerin de asagi yonde regiile edildigi (184) ve klonojenligi ve istilacilig
engelledigi (185) gosterilmistir. Ayrica, vezatin, yapisan kavsak transmembran
proteini’nin (VEZT’nin) saRNA tarafindan indiiksiyonu mide kanseri hiicrelerinin
cogalmasini, istilasin1 ve gociinii engelledigi (186), saRNA’in, fosfataz ve tensin

homologu (PTEN) ekspresyonunu artirarak epidermal biiyiime faktorii reseptorii-mutant
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AK’de tirozin kinaz inhibitor direncini tersine ¢evirdigi ve apoptozun artmasinda sebep
oldugu (187) ve Endojen D3 vitamini yukar: regiile edilmis protein 1 (VDUP1) geninin
saRNA tarafindan hedeflenen indiiksiyonu, AK hiicrelerinin biliylimesini engelledigi
(188) bildirilmistir. Bunlara ek olarak saRNA ile terapotik yaklasimlarda siklikla C/EBPa
(132-136) ve p21 (22, 131, 137-139) genlerini hedef alinarak ¢alismalar devam
etmektedir. Bu yaklasimlardan C/EBPo’nin saRNA ile hedef alinmasi kilinik
denemesindedir ve saRNA terapotikine iliskin insanlar {izerinde yapilan ilk ¢alismayi
temsil etmektedir (134-136).

Son yillarda TP53 geni saRNA’nin hedefi haline gelmistir. Bununla ilgili olarak,
yabani tip p53'iin ekspresyonunu diizenleyerek prostat kanseri hiicrelerini baskilamak igin
spesifik saRNA kullanilmis ve deneysel olarak saRNA'nin, insan prostat kanseri hiicre
hatlar1 LNCaP ve DUI145'teki p53 promotor bolgesini hedefleyerek yabani tip p53
ekspresyonunu 6nemli ol¢iide aktive ettigi, p53'tin asir1 ekspresyonunun ise siklin D1 ve
sikline bagiml kinazin (CDK) 4/6 ekspresyonunu asagi regiile ettigi, prostat kanseri
hiicrelerinde G0/G1 faz1 hiicre dongiisli durmasini indiikledigi ve hiicre ¢gogalmasini ve
klon olusumunu inhibe ettigi rapor edilmistir (18). Bagka bir ¢alisma, SaRNA’nin, p53
promoter bolgesine etki ederek insan mesane kanseri hiicreleri T24 ve EJ'de p53
ekspresyonunu aktive ettigini ve in vitro deneylerle, saRNA’nin hiicre ¢ogalmasini ve
klon olusumunu inhibe ettigini, GO/G1 fazi hiicre dongiisii durmasini indiikledigini ve
invazyonu ve metastazi inhibe ettigini ve farelerde yapilan in vivo deneylerle ise,
saRNA’nin mesane kanserinin ksenograft modelinde tiimor biiyiimesini ve metastazin
onemli 6lglide inhibe ettigini gostermistir (19). Daha sonra yapilan ¢alismada ise, saRNA
ile p53’tin hedef alinmasiyla, mide kanseri hiicrelerinde in vitro proliferasyon ve
migrasyon yeteneklerinin Onemli oOlgiide inhibe edildigi ve bdylece biyolojik
davraniglarini etkiledigi ortaya konmustur (20). Bu ¢alismalar, yabani tip p53 tasiyan
hiicre kaynakli diger kanser hastaliklarinda p53’iin saRNA ile hedef alinarak antikanser
tedavi stratejisi gelistirilmesi adina umut vadetmektedir.

Baz1 galigmalar tek basina spesifik bir genin hedef alinmasinin yani sira belirli
kombinasyon tedavi yaklagimlarinin daha verimli sonuglar ortaya koydugunu destekler
niteliktedir. Ornegin, bir ¢alismada, p21°i hedef alan saRNA ve antikanser ajan olan
sisplatin kombine olarak kullanilmig ve in vitro kosullarda A549 akciger ADK hiicre
hattinda sisplatine olan duyarliligin arttig1 ve hiicre biiyiimesinin engellendigi ve in vivo
kosullarda ise AS549 ksenograft farelerde tiimor biliyliimesini ©Onemli dlcilide

engelleyebilecegi gosterilmistir (22). Diger bir kombinasyon terapétik yaklagiminda ise
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akciger ADK’de miR-34a ve KRAS’1 hedef alan siRNA birlikte kullanilmis ve iki ajanin
ayr1 ayri1 kullanilmasiyla karsilastirildiginda anti-timor etkilerini arttirdigi ve timor
gerilemesine yol ag¢tig1 rapor edilmistir (16). Farkli bir kombine yaklasimda, 5-FU ve
miR-532-3p/si-KRAS ile birlikte kombine olarak uygulanmasinin KRK hiicrelerinin
malign fenotiplerini inhibe etmek i¢in umut verici bir potansiyel strateji saglayabilecegi
gosterilmis ve tek basina kullanilan serbest 5-FU ile karsilagtirildiginda, 5-FU ve
miRNA/siRNA'in birlikte verilmesi anti-tiimor etkinligini biiyiik 6l¢iide arttirdig: rapor
edilmistir (189).

Mutant KRAS tasiyan akciger (12, 121, 178) ve kolon kanserlerinde (104, 121)
SIRNA ile KRAS hedef alinarak antikanser etkileri daha 6nceden yapilan ¢aligmalarla
ortaya konmustur. Bununla beraber, mutant KRAS ve yabani tip p53 tasiyan A549 insan
akciger kanser hiicrelerinde KRAS’1n, diisilk p53 seviyesinin korunmasima katkida
bulundugu ve siRNA ile KRAS’in inhibe edilmesinin p53'i stabilize edip yeniden
etkinlestirdigi ve boylece malign doniisimii engelledigi gosterilmistir (190). Ek olarak,
mutant KRAS'!n kolorektal tiimor hiicrelerinde ERK2-p53 kompleksinin olusumunu
spesifik olarak destekledigi ve MEK1/2 ve ERK2 inhibit6rlerinin uygulanmasiyla bu
kompleksin bozulmasi, p53'e bagimli PUMA transkripsiyonunu aktive ederek giiclii
apoptotik tepkiler ortaya ¢ikardigi ve boylece KRAS mutant tiimdriinti 6ldiirdiigii ortaya
konmustur (191). Bu g¢alismalar mutant KRAS’in inhibisyonunun p53’iin biyolojik
aktivitesinin artmasinda etkili rolii olabilecegine ve KRAS’ 1n siRNA ile inhibisyonu ile
p537iin saRNA ile aktivasyonunun kombine olarak kullaniminin p53°iin aktivasyonunu
daha da arttirabilecegine 1s1k tutmustur. Fakat bu kombine yaklagim, mutant KRAS ve
yabani yip p53 tastyan akciger ADK ve KRK i¢in daha dnceden uygulanmis bir ¢alisma
olarak karsimiza ¢ikmamaktadir. Buradan hareketle, calismamizda mutant KRAS ve
yabani tip p53 tasiyan A549 akciger ADK hiicre hattinda RNA temelli yeni bir kombine
terapotik strateji gelistirmeyi amagladik. Bu amag dogrultusunda, KRAS’1in mRNA’sin1
3’ kodlama yapmayan bolgesinden hedef alip ekspresyonunu inhibe eden siRNA (16) ve
p53’iin promotor bolgesini hedef alip ekspresyonunu arttiran saRNA (18-20), 20 nm altin
AuNP’ler sentezlenip karakterize edildikten sonra, birlikte ayn1 AuNP {izerine konjuge
edildi ve elde edilen AuNP-(siRNA ve saRNA) konjugatlar1 kiiltiir ortaminda A549
hiicresine transfekte edilerek analizler gergeklestirildi.

Yapilan deneyler neticesinde bu kombine yaklagimin siRNA ve saRNA’nin ayri
ayr1 uygulanmalaria oranla kontrol hiicre grubuna kiyasla hiicre dongiisiiniin durmasi,

koloni olusturma oraninin azalmasi, apoptozun tetiklenmesi, migrasyon ve invazyonun
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engellenmesi gibi hiicresel olaylar1 ¢ok daha fazla sagladigini ortaya koyduk.
Calismamiza konu olan kombine terapdtik stratejinin, mutant KRAS ve yabani tip p53
tagtyan farkli hiicre hattinda ayni/benzer etkiler gosterip gostermeyecegi agisindan
kontrol edilmesi amaciyla HCT116 insan KRK hiicre hatt1 ¢alismaya dahil edildi ve
benzer sekilde kombine yaklasimin, ayri ayri transfeksiyonlarin saglamis oldugu
antikanser etkiye kiyasla daha fazla etkili oldugu ortaya kondu. Calisma sirasinda tim
deneysel asamalar her iki hiicre hatti i¢in esit sartlarda uygulanarak gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglar neticesinde ¢alismamizin RNA temelli yeni kombinasyon terapotik

yaklasimlarin gelistirilmesinde onciiliik etmesi beklenmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda temel olarak KRAS mutant ve yabani tip p53 tasiyan A549 hiicre
hattinda daha once arastirilmamis olan RNA temelli kombine bir yaklasim denenmis
olup, siRNA (KRAS siRNA.923) ile KRAS inhibisyonunun ve saRNA (dsP53-285) ile
p53 aktivasyonunun birlikte uygulanmasinin neden olabilecegi hiicresel olaylar
incelenmistir. Ayni kosullarda HCT116 hiicre hatt1 galismaya dahil edilerek, calismamiza
konu olan kombine terapétik stratejinin, mutant KRAS ve yabani tip p53 tasiyan farkli
hiicre hattinda ayni/benzer etkiler gosterip gostermeyecegi acisindan kontrol edilmesi
amaclanmustir.

A549 ve HCT116 hiicre hatlarinda kombine terapi yaklasimin kontrole kiyasla,
hiicre proliferasyonunu azalttigi, GO/G1 fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina neden
oldugu, apoptozu tetikledigi, koloni olusumunu azaltici etkide bulundugu ve invazyon ve
migrasyonu engelledigi saptanmistir. Ayn1 zamanda her iki hiicre hatt1 i¢cin kombine
yaklagimin, siRNA ve saRNA’nin ayr1 ayri kullanildigi terapi yaklagimlarina kiyasla
hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda daha fazla durdurdugu, apoptozu daha ¢ok tetikledigi ve
hiicre proliferasyonunu, koloni olusturma yetenegini, invazyonu ve migrasyonu daha
fazla azalttigi belirlenmistir. Boylelikle, calismamiza konu olan kombine olarak
uygulanmig bu yaklasimin her iki hiicre hatti i¢in kontrol grubuna kiyasla antikanser etKi
sagladig1 tespit edilmis olup, bu kombine yaklasimin her iki kii¢iik RNA’nin ayr1 ayri
saglamis oldugu antikanser etkiye oranla ¢ok daha fazla antikanser etkiye sahip oldugu
ortaya konmustur.

Caligmamizdaki terapotik yaklagim, in vitro olarak yalnizca iki hiicre hattinda
denenmistir. Kombine yaklagimin antikanser etkilerini daha fazla belirleyebilmek ve ayr1
ayr1 uygulamalara oranla farkini ortaya koyabilmek adina bu yaklagimin mutant KRAS
ve yabani tip p53 tasiyan farkli hiicre hatlarinda ve dahasi in vivo olarak denenmesi

onerilmektedir.
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