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ÖZET 

A549 İnsan Akciğer Adenokarsinom Hücre Hattında RNA Temelli p53 Tümör 

Supresör Gen Aktivasyonu ve KRAS Proto-onkogen İnhibisyonunun Kombine 

Olarak Terapötik Kullanımının Araştırılması 

 

Amaç: Çalışmada, mutant KRAS ve yabani tip p53 taşıyan kanser hücrelerinde 

KRAS ekspresyonunu inhibe eden siRNA ile p53 ekpresyonunu aktive eden saRNA’nın 

birlikte kullanımının ayrı ayrı transfeksiyonlarına kıyasla antikanser etkisinin ortaya 

konması ve yeni bir RNA temelli terapötik yaklaşım geliştirilmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot: Çalışmada temel olarak A549 hücre hattı ve kontrol olarak 

HCT116 hücre hattı kullanıldı. AuNP sentezi gerçekleştirildi, sentezlenen AuNP’lerin 

küçük RNA’lar ile konjugasyonları yapıldı ve hücreler konjugatlar ile transfekte edildi. 

Transfeksiyon sonrası mRNA ve protein ekspresyonu analizleri sırasıyla RT-qPCR ve 

Western Blot yöntemleri ile gerçekleştirildi. mRNA ve protein analizleri ile etkili küçük 

RNA konsantrasyonları belirlendi. Belirlenen konsantrasyonlar kullanılarak kombine ve 

ayrı ayrı olarak transfeksiyon işlemleri gerçekleştirildi ve hücre canlılığı testi, hücre 

döngüsü analizi, apoptoz ve nekroz testi, koloni oluşturma deneyi, yara iyileşmesi deneyi, 

invazyon ve migrasyon deneyleri yapılarak tranfeksiyonun neden olduğu hücresel 

düzeyde olaylar incelendi. Student’s t-test uygulanarak sonuçlar istatistiksel olarak 

değerlendirildi. 

Bulgular: Her iki küçük RNA'nın birlikte 50 nM konsantrasyonla transfekte 

edilmesi, ayrı ayrı transfeksiyonlarına kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında 

p53 mRNA seviyelerinde (p<0.001, p<0.01) ve protein seviyelerinde (p<0.001, p<0.01) 

önemli bir artışa neden olduğu ve KRAS mRNA ve protein seviyelerini değiştirmediği 

saptandı (p>0.05). Her iki hücre hattında, kombine tedavi yaklaşımının ayrı ayrı 

transfeksiyonlara kıyasla hücre döngüsünü G0/G1 fazında daha fazla durdurduğu, 

apoptozu daha çok tetiklediği ve hücre proliferasyonunu, koloni oluşturma yeteneğini, 

invazyonu ve migrasyonu daha fazla azalttığı belirlendi. 

Sonuç: Çalışmamıza konu olan kombine yaklaşımın her iki hücre hattı için kontrol 

grubuna kıyasla antikanser etki sağladığı ve bu yaklaşımın her iki küçük RNA’nın ayrı 

ayrı sağlamış olduğu antikanser etkiye oranla çok daha fazla antikanser etkiye sahip 

olduğu ortaya konmuştur. 

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-qPCR 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 G0/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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CDNK1A : Siklin bağımlı kinaz inhibitörü 1a 

CT  : Döngü eşiği 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DNA  : Deoksiribonükleik asit 

DPYSL3 : Dihidro-pirimidinaz benzeri 3 

dsRNA : Çift sarmallı RNA 

dT   : Deoksitimidin 

ECL  : Geliştirilmiş kemilüminesans 

EDTA  : Etilendiamintetraasetik asit 

EGFR  : Epidermal büyüme faktörü reseptörü  

ERK  : Hücre dışı sinyal düzenlemeli kinaz 

FBS  : Fetal sığır serumu  
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FITC  : Floresein izosiyanat 

FSC  : İleri saçılım 

FU  : Florourasil 

GADD45 : Büyüme durması ve DNA hasarı indükleyici 45 

GAP   : GTPaz aktive edici protein  

GAPDH : Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz 

GDP  : Guanozin difosfat 

GEF  : Guanin nükleotit değişim faktörü 

GTP  : Guanozin trifosfat 

HIC1  : Kanserde hipermetillenmiş 1  

HRP  : At kestanesi peroksidazı 

KHAK  : Küçük hücreli akciğer kanseri  

KHDAK : Küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

KRAS  : Kirsten rat sarkomu viral onkogen homologu 

KRK  : Kolorektal kanser 

MAD2  : Mitotik durdurma eksikliği 2 

MEK  : Mitojen aktivasyonlu protein kinaz kinaz 

ml  : Mililitre 

mM  : Millimolar 

mRNA : Mesajcı RNA 

mV  : Millivolt 

NKX3-1 : NK3 homeobox 1 

nm  : Nanometre 

nM  : Nanomolar 

PAGE  : Poliakrilamid jel elektroforezi 

PBS  : Fosfat tamponlu tuz çözeltisi 

PC  : Polikarbonat 

PDADK : Pankreas duktal adenokarsinom 

PI  : Propidyum iyot 

PI3K  : Fosfoinozitol 3-kinaz 

Plk1  : Polo benzeri kinaz 1 

PTEN  : Fosfataz ve tensin homologu 

PUMA : Apoptozun p53 tarafından yukarı regüle edilen modülatörü 

PVDF  : Poliviniliden florür 
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RAB  : Ras ilişkili bağlanma proteini 

RAD  : Diyabetle ilişkili Ras 

RAF  : Hızla ilerleyen fibrosarkom 

RAL  : Ras benzeri protein  

RAN  : Ras ilişkili nüklear protein 

RAP  : Ras yakını protein 

RAS  : Rat sarkoma 

RHEB  : Beyinde zenginleştirilmiş Ras homologu  

RHO  : Ras homologu 

RIPA  : Radyoimmünopresipitasyon analiz 

RISK  : RNA ile indüklenen susturma kompleksi 

RIT  : Dokulardaki Ras benzeri protein 

RITA  : RNA ile indüklenen transkripsiyonel aktivasyon 

RNA  : Ribonükleik asit 

RNAa   : RNA aktivasyonu 

RNAi  : RNA interferans 

ROS1  : Proto-onkogen tirozin-protein kinaz ROS 

rpm  : Dakikadaki devir sayısı 

RT-qPCR : Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu 

SA  : Serum albumini 

saRNA : Küçük aktive edici RNA 

SDS  : Sodyum dodesil sülfat 

SH  : Sülfidril 

SHK  : Skuamöz hücreli karsinom 

siRNA  : Küçük interferans RNA 

SS  : Disülfit  

SSC  : Yan saçılım 

ssRNA : Tek sarmallı RNA  

TBS  : Tris tamponlu tuz çözeltisi 

TCEP  : Tris(2-karboksietil)fosfin  

TEMED : N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin  

TP53  : Tümör protein p53 
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1. GİRİŞ 

Akciğer kanseri (AK) en sık teşhis edilen kanser türlerinden biridir ve kansere 

bağlı ölümlerin önde gelen kaynağıdır (1). Histopatolojik bulgulara göre AK, esas olarak 

iki alt tipten oluşur: küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) ve küçük hücreli dışı akciğer 

kanseri (KHDAK) (2). KHDAK'ler tüm AK vakalarının %85'ini oluşturur (3) ve son 

yirmi yılın istatistikleri, KHDAK için 5 yıllık sağkalımın %20'den az olduğunu 

göstermiştir (2). KHDAK üç ana histolojik alt tip içerir: adenokarsinom (ADK), skuamöz 

hücreli karsinom (SHK) ve büyük hücreli karsinom (BHK) (4). KHDAK'nin 

çoğunluğunu temsil eden akciğer ADK tüm AK vakalarının %38.5'ini oluşturmaktadır 

(5). Akciğer ADK hastalığının patogenezinin anlaşılmasındaki başarılara ve tedavisinde 

yeni yaklaşımların geliştirilmesine rağmen, ne yazık ki, akciğer ADK, genel sağkalımı 5 

yıldan az olan en agresif ve öldürme hızı en yüksek tümör tiplerinden biridir (6). Akciğer 

ADK'nin geleneksel radyoterapilere ve kemoterapilere karşı yüksek direnci, tedavi 

etkinliği için büyük bir zorluk teşkil etmektedir (7). Bu durum akciğer ADK’nin tedavisi 

için yeni terapötik yaklaşımların geliştirilmesi gerektirdiği gerçeğini ortaya koymaktadır. 

KHDAK'de hedefleme için rutin olarak araştırılan onkogenlerin arasında Kirsten 

rat sarkomu viral onkogen homologu (KRAS) bulunur (8). KHDAK hastalarının yaklaşık 

%30'u aktive edici KRAS mutasyonlarını barındırır ve bu da onu KHDAK tedavisi için 

potansiyel bir ilaç hedefi haline getirir (8). Mutant KRAS'ı hedefleyen ilaçlar uzun 

yıllardır geliştirilmekte ve klinik deneylerde değerlendirilmektedir. Bu çabalar, KRAS 

proteininin kendisini hedeflemenin yanı sıra, translasyon sonrası modifikasyonlarını, 

membran lokalizasyonunu, protein-protein etkileşimlerini ve alt sinyal yollarını da 

içermektedir (9). Fakat, KRAS hedefli ilaç çalışmalarının çoğu başarısız olmuştur (9). 

Tüm bu bilgiler, KRAS mutant KHDAK’ler için bu geni hedef alan spesifik yeni terapötik 

ajanlara ihtiyacın olunduğu gerçeğini ortaya koymaktadır. 

Son yıllarda, kanserin genetik temelinin anlaşılması ve hücrelere fonksiyonel gen 

transferi için tekniklerin geliştirilmesi, klinik deneylerde gen tedavisinin kullanımını 

teşvik etmiştir. Bu heyecan verici strateji, tümör baskılayıcı genlerin aktivasyonu ve/veya 

tümör teşvik edici onkogenlerin gen tedavisi yöntemleri ile bloke edilmesine olanak 

sağlamıştır (10). Küçük (veya kısa) interferans RNA (siRNA), protein kodlayan genlerin 

kısa süreli susturulmasını indüklemek için en yaygın olarak kullanılan bir tür gen 

tedavisidir. Onkogenler, mutasyona uğramış tümör baskılayıcı genler ve tümör 
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ilerlemesine katkıda bulunan diğer genler, gen susturma için potansiyel hedeflerdir. 

siRNA kullanan hedef terapi, yakın zamanda kanserin gelişimi ve metastazında yer alan 

genlerin spesifik olarak hedeflenmesi yoluyla kanser tedavisi için yeni bir strateji olarak 

ortaya çıkmıştır. Bu strateji, özel hedefleme işleviyle geleneksel terapötik yaklaşımla 

ilişkili yan etkilerin üstesinden geleceği anlamı taşımaktadır (11). Bu anlamda, siRNA 

teknolojisi akciğer ADK’nin hedefe özgü tedavisi için potansiyel bir terapötik yaklaşım 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu doğrultuda yapılan bir çalışmada, KRAS mutasyonu 

taşıyan akciğer ADK hücre hattında mutant KRAS’ı hedef alan siRNA ile hücreler 

transfekte edilmiş ve hücre büyümesinin azaldığı gösterilmiştir (12).  

KRAS mutasyonunun yanı sıra TP53 tümör baskılayıcı gen, KHDAK ve diğer 

kanserlerde sıklıkla mutasyona uğrar (11). KHDAK hastalarının yaklaşık %50'si p53 

mutasyonlarını barındırır (7). p53 mutasyonlarının sıklığı, KHDAK tümör örnekleri 

arasında SHK’lerde en yüksek ve ADK’lerde ise daha düşüktür (13). p53'teki fonksiyon 

kaybı mutasyonları insan kanserlerinde, özellikle AK’de yaygın olmasına rağmen, mutant 

p53 proteinlerini fonksiyonel bir duruma dönüştüren kesin ilaçlar henüz elde edilebilmiş 

değildir (14). Mutasyona uğramış p53'ü eksprese eden AK hücre hatları ile yapılan klinik 

öncesi çalışmalarda, miR-34 ile mikroRNA aktarım tedavisi umut verici bir sonuç 

olmuştur (15). miR-34’ün yüksek ifadelenmesi KHDAK’nin birçok modelinde tümör ve 

kanser ilerlemesini kısıtlamıştır (16). p53’ün alt yolağının hedef alınıp, kanserin 

ilerlemesinin kısıtlanmasındaki başarısı yabani tip (mutant olmayan) p53 içeren 

KHDAK’lerin tedavisi için bu genin hedef alınabileceği anlamını taşımaktadır. 

Gen tedavisinde RNA temelli başka bir yaklaşım ise gen transkripsiyonunun 

arttırılmasıdır. Küçük (veya kısa) aktive edici RNA (saRNA)’lar, gen promotör 

bölgelerini spesifik olarak hedefleyerek transkripsiyonel gen aktivasyonuna yol açarlar. 

saRNA kullanan terapötik yaklaşımlar, son yıllarda farklı kanser türleri için p53 ve daha 

birçok gen hedef alınarak uygulanmaya devam etmektedir (17). Bu doğrultuda yapılan 

bir çalışmada, saRNA tarafından aktive edilen p53'ün aşırı ekspresyonu, insan prostat 

kanseri hücrelerinin büyümesini baskıladığı bildirilmiştir (18). Yapılan diğer bir 

çalışmada ise, yabani tip p53'ün saRNA aracılı ifadesinin arttırılması, insan mesane 

kanseri hücrelerinin büyümesini ve metastazı baskıladığı rapor edilmiştir (19). Daha 

sonra yapılan çalışmada ise, saRNA ile p53’ün hedef alınmasıyla, mide kanseri 

hücrelerinde in vitro proliferasyon ve migrasyon yeteneklerinin önemli ölçüde inhibe 

edildiği ve böylece biyolojik davranışlarını etkilediği ortaya konmuştur (20). Bu 
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örneklerden anlaşıldığı üzere mutant olmayan p53’ün saRNA aracılı gen ekspresyonunun 

arttrılması akciğer ADK için de terapötik bir yaklaşım olarak uygulanabilecektir.  

Bazı çalışmalar tek başına spesifik bir genin hedef alınmasının dışında KHDAK 

için belirli kombinasyon tedavi yaklaşımlarının daha verimli sonuçlar ortaya koyduğunu 

destekler niteliktedir. Bu doğrultuda, KHDAK’de KRAS ve onun alt sinyal yollarının 

bulunduğu birçok kombinasyon tedavi yaklaşımı rapor edilmiştir (21). Kombinasyon 

terapötik yaklaşımlar yalnızca KRAS ve onun alt sinyal yolağı ile sınırlı kalmayıp, birçok 

çalışmada farklı kombinasyonlar denenmiştir. Örneğin, bir çalışmada, p53’ün alt sinyal 

yolağı proteini olan p21’i hedef alan saRNA ve antikanser ajan olan sisplatin kombine 

olarak kullanılmış ve in vitro koşullarda A549 akciğer ADK hücre hattında sisplatine olan 

duyarlılığın arttığını ve hücre büyümesinin engellendiğini ve in vivo koşullarda ise A549 

ksenograft farelerde tümör büyümesini önemli ölçüde engelleyebileceği gösterilmiştir 

(22). Diğer bir kombinasyon terapötik yaklaşımında ise akciğer ADK’de p53’ün direkt 

transkripsiyonel hedef aldığı miR-34a ve KRAS’ı hedef alan siRNA birlikte kullanılmış 

ve iki ajanın ayrı ayrı kullanılmasıyla karşılaştırıldığında anti-tümör etkilerini arttırdığını 

ve tümör gerilemesine yol açtığı rapor edilmiştir (16). 

Tüm bu bilgiler göz önünde bulundurulduğunda, akciğer ADK’de spesifik hedefli 

kombinasyon tedavi yaklaşımlarının daha verimli olabileceği beklenmektedir ve yeni 

kombinasyon terapötik yaklaşımlara ihtiyaç duyulmaktadır. Buradan hareketle, 

çalışmamızda mutant KRAS ve yabani tip p53 bulunduran A549 akciğer ADK hücre 

hattında RNA temelli yeni bir kombine terapötik strateji geliştirmeyi amaçlamaktayız. Bu 

amaç doğrultusunda, KRAS’ın mesajcı RNA’sını (mRNA) 3’ kodlama yapmayan 

bölgesinden hedef alıp ekspresyonunu inhibe eden siRNA (16) ve p53’ün promotör 

bölgesini hedef alıp ekspresyonunu arttıran saRNA’yı (18-20) kombine olarak 

kullanarak, bu kombine yaklaşımın siRNA ve saRNA’nın ayrı ayrı uygulanmalarına 

oranla kontrol hücre grubuna kıyasla hücre döngüsünün durması, koloni oluşturma 

oranının azalması, apoptozun tetiklenmesi, migrasyon ve invazyonun engellenmesi gibi 

hücresel olayları daha fazla sağlayıp sağlamayacağının ortaya konması hedeflenmektedir. 

HCT116 insan kolorektal karsinom hücre hattı çalışmaya dahil edilerek, çalışmamıza 

konu olan kombine terapötik stratejinin, mutant KRAS ve yabani tip p53 taşıyan farklı 

hücre hattında aynı/benzer etkiler gösterip göstermeyeceği açısından kontrol edilmesi 

amaçlanmıştır. Çalışma sırasında tüm deneysel aşamalar her iki hücre hattı için eşit 

şartlarda uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlar neticesinde çalışmamızın RNA temelli yeni 

kombinasyon terapötik yaklaşımların geliştirilmesinde öncülük etmesi beklenmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Anormal hücrelerin kontrolsüz büyümesi ve yayılmasıyla karakterize edilen 

karmaşık ve yıkıcı bir hastalık grubu olan kanser, önemli bir küresel sağlık sorunu olmaya 

devam etmektedir (23). Kanser, 2020 yılında tahminen 19.3 milyon yeni vaka ve 9.9 

milyon ölümle dünya çapında morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenidir (1). Bazı 

kanser türlerine göre istatistik veriler Şekil 2.1’de (1) gösterilmiştir. Kanser vakalarının 

artmaya devam etmesi, sağlık sistemleri ve toplum için önemli zorluklar yaratmaktadır 

(1). Bu hastalığı anlamak ve önlemek, teşhisi ve tedavisi için etkili stratejiler geliştirmek 

amacıyla araştırmacılar, kanser gelişiminin altında yatan mekanizmalar ve risk faktörleri 

hakkında kapsamlı araştırmalar yürütmektedir (24).  

 

 

Şekil 2.1. Dünya genelinde kanser görülme sıklığı ve ölüm oranları (1). 
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Kanser, vücudun hemen hemen her doku ve organında ortaya çıkabilir, bu da onu 

oldukça heterojen ve çok yönlü bir hastalık haline getirir (25). Kanserin çeşitli doğası, 

tanımlanmış 200'den fazla farklı kanser türüne de yansımaktadır (1). Kanser çok çeşitli 

hastalıkları barındırsa da, hepsinin ortak özelliği kontrolsüz hücre çoğalmasıdır (25). Bu 

kontrolsüz hücre büyümesi, iyi huylu veya kötü huylu tümörlerin ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır (26).  

Kanserli tümörler olarak da bilinen kötü huylu tümörler, yakınındaki dokuları 

istila etme ve metastaz adı verilen bir süreçle vücudun uzak bölgelerine yayılma 

potansiyeline sahiptir (25). Kanserin nedenleri çok faktörlüdür; genetik yatkınlık, 

çevresel etkenler, yaşam tarzı ve kanser riskine katkıda bulunan bulaşıcı ajanların 

birleşimi bu faktörler arasındadır (27). Tütün kullanımı, diyet ve karsinojenlere maruz 

kalma gibi çevresel faktörler kanser gelişimiyle güçlü bir şekilde bağlantılıdır (28). 

Kanserin hücresel gelişimi genetik mutasyonları, epigenetik değişiklikleri ve mikroçevre 

ile etkileşimleri içeren çok aşamalı bir süreçtir (24). Bu değişiklikler hücre büyümesini 

ve bölünmesini kontrol eden normal düzenleyici mekanizmaları bozabilir ve kanserde 

görülen kontrolsüz çoğalmaya yol açabilir (24). Kanserin ilerlemesine neden olan genetik 

ve moleküler değişikliklerin anlaşılması, hedefe yönelik tedavilerin ve erken teşhis 

yöntemlerinin geliştirilmesi açısından çok önemlidir (29). Son yıllarda genom bilimi ve 

moleküler biyolojideki ilerlemeler, kansere yatkınlığın genetik temeline ilişkin yeni 

bilgiler sunarak kalıtsal gen mutasyonlarının kanser riskindeki rolüne ışık tutmuştur (30).  

Kanser araştırmaları son yıllarda önemli ilerlemeler kaydetmiş ve birçok kanser 

hastası için tedavilerin ve sonuçların iyileştirilmesine yol açmıştır (31). Ancak kanserin 

karmaşıklığını daha iyi anlama, daha etkili önleme ve tedavi stratejileri geliştirme 

arayışında zorluklar devam etmektedir. Devam eden araştırmalar, kanser biyolojisinin 

inceliklerini çözmeyi, yeni terapötik yaklaşımları keşfetmeyi ve bu hastalığın küresel 

yükünü azaltma nihai hedefiyle erken teşhis yöntemlerini geliştirmeyi amaçlamaktadır 

(1). 

 

2.1.1. KRAS Onkogeni ve Kanserdeki Rolü 

KRAS, çeşitli kanser türlerinin gelişiminde ve ilerlemesinde önemli rol oynayan 

bir proto-onkogendir. Bu gen, hücre büyümesi, hayatta kalması ve farklılaşması için kritik 

olan hücre sinyal yollarını düzenleyen KRAS adında bir proteinini kodlar (32). KRAS, 

RAS süper ailesi veya RAS benzeri GTPazlar olarak bilinen bir grup küçük guanozin 

trifosfat (GTP) bağlayıcı proteindir. RAS süper ailesinin üyeleri yapılarına, sekanslarına 
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ve işlevlerine göre ailelere ve alt ailelere ayrılır. Beş ana aile RAS, RHO, RAN, RAB ve 

ARF GTPazlardır. RAS ailesinin kendisi ayrıca 6 alt aileye (RAS, RAL, RAP, RHEB, 

RAD ve RIT) bölünmüştür ve her alt aile, temel GTPaz ve nükleotit değişim aktivitesini 

sağlayan ortak çekirdek G alanını paylaşır. RAS, RAS alt ailesinde en sık çalışılan 

proteindir. İnsanlarda oldukça homolog olan üç RAS proteini HRAS, NRAS ve KRAS 

bulunur (33). İnsan KRAS proteinin yapısı Şekil 2.2’de (34) gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.2. İnsan KRAS'ının moleküler modellemesi (34). 

 

 KRAS proteini sırasıyla guanozin difosfata (GDP) ve GTP’ye bağlanarak aktif 

olmayan (inaktif) formdan aktif forma geçiş yapar (35). Fizyolojik koşullar altında, 

KRAS düzenlemesi, GTP ile GDP değişimini katalize eden guanin nükleotit değişim 

faktörlerinin (GEF'ler) ve GTP ‘den GDP’ye hidroliz oranını artıran GTPaz aktive edici 

proteinlerin (GAP'ler) karşıt aktiviteleri tarafından kontrol edilen bir GDP-GTP döngüsü 

yoluyla gerçekleşir. GTP'ye bağlı KRAS, çeşitli efektör proteinlerle etkileşime girerek bu 

efektörlerin aktivitesine ve/veya lokalizasyonuna etki eder ve sonuçta geniş bir hücresel 

yol yelpazesini etkiler (36). KRAS düzenleme döngüsü Şekil 2.3’de (33) gösterilmiştir. 
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Şekil 2.3. KRAS GTPaz döngüsü (33). 

 

RAS genleri, aktive edici mutasyonlar veya yukarı ve aşağı sinyal bileşenlerindeki 

değişiklikler nedeniyle çoğu insan tümöründe anormaldirler (37). RAS genlerinin kanser 

biyolojisindeki önemi kapsamlı bir şekilde araştırılmış ve bilimsel olarak belgelenmiştir. 

Üç ras geninden (HRAS, NRAS ve KRAS) birinin kodon 12, 13 veya 61'indeki 

mutasyonlar, bu genleri aktif onkogenlere dönüştürür (38). Bu nokta mutasyonlarının 

tespitine yönelik hızlı analizler yakın zamanda geliştirilmiş ve mutasyona uğramış RAS 

genlerinin insan tümörlerinin patogenezinde oynadığı rolü araştırmak için kullanılmıştır 

(38). Ras gen mutasyonlarının çeşitli tümör tiplerinde bulunabileceği, ancak görülme 

sıklığının büyük ölçüde değişebileceği ortaya çıkmıştır. En yüksek insidanslar pankreas 

(%90), kolon ve tiroid (%50) ve akciğer ADK’lerinde (%30) bulunur (38). Bazı tümör 

tipleri için, RAS mutasyonunun varlığı ile tümörün klinik veya histopatolojik özellikleri 

arasında bir ilişki olabilir. Mutasyonların tetiklenmesinde çevresel ajanların rol 

oynayabileceğine dair bazı kanıtlar vardır (38).  

RAS gen ailesinin bir üyesi olan KRAS geni insan kanserlerinde sıklıkla 

mutasyona uğrar (38) ve RAS mutasyonlarının %86’sını oluştur (33). KRAS genindeki 

mutasyonlar, RAS sinyal yolunun yapısal aktivasyonuna yol açarak kontrolsüz hücre 

çoğalmasını ve apoptoza karşı direnci teşvik eder (37). KRAS'ın onkogenik potansiyeli, 

hücrenin hayatta kalması ve çoğalması için çok önemli olan RAF/MEK/ERK ve 

PI3K/AKT yolları dahil olmak üzere aşağı yöndeki efektörleri aracılığıyla sağlanır (39). 

KRAS mutasyonları agresif tümör fenotipleri, kemoterapiye karşı artan direnç ve çeşitli 
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kanser türlerinde kötü prognoz ile ilişkilidir (40). Tümör büyümesini teşvik etmenin yanı 

sıra, KRAS mutasyonları aynı zamanda metastaz ve anjiyogeneze de katkıda bulunarak 

kanserin malignitesini daha da körükler (32). KRAS mutasyonları kaynaklı kanser 

oluşumunun ana yolları Şekil 2.4’de (33) gösterilmiştir .  

 

 

Şekil 2.4. Başlıca KRAS efektör yolları (33). 

 

KRAS'ın inhibisyonu uzun süredir kanser tedavisi için önemli bir hedef olmuştur, 

ancak etkili KRAS hedefli tedavilerin geliştirilmesinin, KRAS proteininin anlaşılması zor 

doğası ve onun sayısız aşağı yönlü efektörleri nedeniyle zorlu olmuştur. Ancak ilaç 

geliştirmedeki son atılımlar, KRAS mutasyonlu kanserlerin tedavisinde umut 

vadetmektedir (41). Böyle bir atılım, 2020 yılında ilk seçici KRASG12C inhibitörü olan 

sotorasibin, KRASG12C mutasyonları barındıran KHDAK hastalarında klinik etkinliğini 

göstermesiyle gerçekleşmiştir (42). Bu yeni KRAS inhibitörlerinin etkinliğini 

değerlendirmek ve faydalarını diğer kanser türlerine genişletmek için daha fazla araştırma 

ve klinik denemeler devam etmektedir (43). 

 

2.1.2. TP53 Tümör Supresör Geni ve Kanserdeki Rolü 

Tümör proteini 53 veya p53 olarak da bilinen TP53, bir transkripsiyon faktörüdür. 

Çeşitli genotoksik stres türlerine yanıt olarak p53, spesifik DNA sekanslarına bağlanarak 

bir dizi geni işlemden geçirir, böylece hücre döngüsünü durdurur, hasarlı DNA'yı onarır 

veya hücre kaderi olarak apoptozu indükler (44). p53, katlanmış DNA bağlama ve 
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tetramerizasyon domainlerinden oluşan, hem amino hem de karboksi terminallerinde 

doğası gereği düzensiz bölgelerle çevrelenmiş modüler bir alan yapısına sahiptir ve 4x393 

amino asit dizisi içeren bir homotetramer olarak biyolojik fonsksiyonunu yerine getirir 

(45). p53 proteinin domain yapısı Şekil 2.5’de (45) gösterilmiştir. p53’ün transaktivite 

fonksiyonlarını yerine getirebilmesinde, fosforilasyon, asetilasyon ve prolil 

izomerasyonu veya protein-protein etkileşimi gibi translasyon sonrası mekanizmalar 

önemli rol oynamaktadır (44).  

 

 

Şekil 2.5. p53'ün domain yapısı (45). 

 

TP53'ün birincil işlevlerinden biri, DNA hasarı oluştuğunda DNA onarımını 

kolaylaştırmaktır. Bunu, GADD45 ailesi gibi onarım sürecine dahil olan çeşitli aşağı 

yöndeki genleri aktive ederek ve onarım mekanizmalarının çalışması için zaman 

sağlamak üzere hücre döngüsü durmasını tetikleyerek yapar (46). Bu geçici durma, 

hücrenin DNA'yı onarmasına veya hasar onarılamayacak durumdaysa apoptoza 

uğramasına olanak tanır. Böylelikle programlanmış hücre ölümü süreci olan apoptozun 

önemli bir düzenleyicisi olma görevini üstlenmiş olur (47). Bu durum, genomun 

bütünlüğünü sağlar ve kansere yol açabilecek mutasyonların yayılmasını önler. Tümör 

gelişiminin durdurulmasında, p53 hücre döngüsünün durdurulması ve apoptozun 

tetiklenmesi dışında farklı birçok görev üstlenir ve bunları birçok farklı gen ve proteini 

hedef alarak yerine getirir (48). Bu görevlerden bazıları Şekil 2.6’de (49) gösterilmiştir. 
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Şekil 2.6. p53 tümör baskılamasına aracılık eden yanıtlar (49). 

 

TP53 fonksiyonunun kaybı, başta mutasyonlar yoluyla, kanserde sık görülen bir 

durumdur (50). İşlevsiz TP53, tümör baskılayıcı aktivitelerini bozarak hücrelerin 

apoptozdan kaçmasına, DNA hasarına rağmen çoğalmasına ve mutasyon biriktirmesine 

olanak tanır. Bu olaylar kanser hücrelerinin kontrolsüz büyümesine yol açabilir (51). 

Mutant p53’ün kanser oluşumuna sebep olabileceği bazı durumlar Şekil 2.7’de (52) 

gösterilmiştir. TP53 mutasyonları tek bir kanser türüyle sınırlı değildir; diğerlerinin yanı 

sıra meme, kolorektal, akciğer ve yumurtalık kanserini de içeren geniş bir aralıkta 

gözlemlenmiştir (46). Bazı TP53 mutasyonları yalnızca tümör baskılayıcı fonksiyonunun 

kaybıyla sonuçlanmakla kalmaz, aynı zamanda sıklıkla fonksiyon kazanımı mutasyonları 

olarak adlandırılan yeni onkogenik özellikler de kazandırabilir. Bu mutasyonlar tümörün 

ilerlemesini ve tedavi direncini tetikleyebilir (53). Ancak mutasyonların yokluğunda bile 

p53'ün aktivitesi, translasyon sonrası modifikasyonlar veya düzenleyici yollardaki 

değişiklikler gibi çeşitli mekanizmalar yoluyla tehlikeye girebilir (54). 
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Şekil 2.7. Farklı p53 mutasyonları, bunların fonksiyonu ve onkogenik aktivite üzerindeki 

potansiyel etkileri (52). 

 

TP53 mutasyon durumunun, kanser prognozunu ve tedavi stratejilerini etkileyen 

önemli klinik etkileri vardır. TP53 mutasyonlarına sahip tümörler genellikle daha 

agresiftir ve tedaviye daha az yanıt verir, bu da onları zorlu bir klinik sorun haline getirir 

(55). Araştırmacılar, kanser hücrelerinde p53 fonksiyonunu yeniden sağlamak için hedefe 

yönelik tedavileri aktif olarak araştırmaya devam etmektedirler. p53 proteinini yeniden 

aktive etmek veya stabilize etmek için yeni ilaç geliştirme stratejileri takip edilmekte ve 

kanser tedavisinin iyileştirilmesi için potansiyel yollar sunulmaktadır (46). 

 

2.2. Akciğer Kanseri 

 AK, akciğer dokusundaki hücrelerin kontrolsüz büyümesinden kaynaklanan 

malign bir neoplazmdır ve yüksek insidans ve mortalite oranları nedeniyle önemli bir 

küresel sağlık sorunudur (23). Dünya çapında kansere bağlı ölümlerin önde gelen 

nedenidir ve meme, kolon ve prostat kanserlerinin toplamından daha fazla ölümden 

sorumludur (56). AK genel olarak iki ana türe ayrılır: KHDAK ve KHAK, bu 

kanserlerden her biri farklı özelliklere ve tedavi yaklaşımlarına sahiptir (57). KHDAK, 

tüm vakaların yaklaşık %85'ini oluşturan daha yaygın bir formdur, KHAK ise daha 
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agresif bir hastalık seyri ile ilişkilidir (58). Moleküler biyolojideki ilerlemeler, 

KHDAK'nin, her biri farklı klinik özelliklere ve tedavi seçeneklerine sahip olan ADK, 

skuamöz hücreli karsinom (SHK) ve büyük hücreli karsinom (BHK) gibi farklı alt tiplere 

göre sınıflandırılmasını daha da geliştirmiştir (59). Bu alt tiplerin hem tanı hem de tedavi 

stratejilerini etkileyen farklı histolojik ve genetik özellikleri vardır (60). 

Erken evre AK sıklıkla asemptomatiktir ve tanı tipik olarak ileri bir aşamada 

ortaya çıkar, bu da tedavi seçeneklerinin sınırlı olmasına ve sonuçların daha kötü 

olmasına neden olur (61). Gelişmiş görüntüleme tekniklerinin ve biyobelirteçlerin 

geliştirilmesi, erken teşhis çabalarını iyileştirerek potansiyel olarak daha çok hayatta 

kalma oranlarına yol açmıştır (62). AK’nin tedavisi, cerrahiyi, radyasyon terapisini, 

kemoterapiyi, hedefe yönelik tedavileri ve immünoterapileri kapsayan multidisipliner bir 

yaklaşımı içerir (63). Son on yılda yenilikçi ve hedefe yönelik tedavi yaklaşımlarının 

geliştirilmesi, AK’ye karşı mücadelede yeni umutlar sunmuştur (64). AK’ye yönelik 

tedavi stratejileri, umut verici potansiyel gösteren siRNA gibi yenilikçi yaklaşımların 

entegrasyonuyla yıllar içinde gelişmiştir (65). Bunlara ek olarak, devam eden çalışmalar 

hasta sonuçlarını daha da iyileştirmek için kombinasyon tedavilerini araştırmaktadır (66). 

Bu önemli ilerlemelere rağmen AK tedavisinde ilaç direnci, tedaviye bağlı yan etkiler ve 

nadir görülen genetik değişikliklere yönelik daha fazla araştırma ihtiyacı gibi zorluklar 

devam etmektedir (67-69).  

 

2.2.1. Akciğer Adenokarsinom 

Akciğer ADK, KHDAK’nin en yaygın histolojik alt tipidir ve tüm AK vakalarının 

yaklaşık %40'ını oluşturur (70). Akciğer ADK, farklı genetik ve histopatolojik özelliklere 

sahip karmaşık ve çeşitli bir malignite grubunu temsil eder (57). Akciğer ADK’nin 

histolojik özelliği, lepidik, papiller, asiner veya katı büyüme modelleri olarak ortaya 

çıkabilen, glandüler yapıların varlığıdır (71). Bu farklı morfolojik modeller, akciğer 

ADK’sinin tanı ve tedavide zorluklar yaratabilen heterojenliğini vurgulamaktadır (72).  

Akciğer ADK’nin görülme sıklığındaki artış, bu hastalığın moleküler ve genetik 

temelleri konusunda, kapsamlı araştırmalara yol açmıştır. Genomik çalışmalar, KRAS, 

EGFR (epidermal büyüme faktörü reseptörü) ve ALK (anaplastik lenfoma kinaz) gibi 

genlerdeki mutasyonlar dahil olmak üzere çok sayıda sürücü mutasyon ve değişikliği 

ortaya çıkarmıştır (73, 74). EGFR, KRAS, ALK, ROS1 ve BRAF'taki mutasyonlar gibi 

genetik olaylar, hasta sonuçlarını önemli ölçüde iyileştiren hedefe yönelik tedavilerin 

geliştirilmesine yol açmıştır (75). 
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Biyolojisi ve moleküler temellerinin giderek daha iyi anlaşılmasıyla akciğer ADK, 

hasta sonuçlarını iyileştirmeyi amaçlayan yenilikçi tedavi stratejilerinin odak noktası 

haline gelmiştir (76). Genomik araştırmalardaki ilerlemeler, akciğer ADK’de sürücü 

mutasyonlar ve değişikliklerin karmaşık bir manzarasını ortaya çıkararak 

kişiselleştirilmiş tıbbın önünü açmıştır (75). Bu ilerlemelere rağmen, akciğer ADK’nin 

klinik yönetimi halen bir zorluk olmaya devam etmektedir. Ayrıca, birçok hastaya tedavi 

seçenekleri sınırlıyken ileri evrelerde tanı konulabilmektedir (59). Bu nedenle, devam 

eden araştırmalar, yeni biyobelirteçleri ve terapötik hedefleri ortaya çıkarmaya çalışmakta 

ve bu ölümcül hastalıktan etkilenen bireylerin hayatta kalma oranlarını ve yaşam 

kalitesini artırmayı hedeflemektedir (76). 

 

2.2.2. KRAS Onkogeninin Akciğer Adenokarsinomdaki Rolü 

KRAS, KHDAK’nin yaygın bir alt tipi olan akciğer ADK’sinin gelişiminde ve 

ilerlemesinde önemli bir rol oynar. KRAS genindeki mutasyonlar, tüm akciğer ADK 

vakalarının yaklaşık %30'unda tespit edilmiştir ve bu da KRAS değişikliklerini bu kanser 

türünde en sık gözlemlenen genetik değişikliklerden biri haline getirmektedir (77). KRAS 

mutasyonlu akciğer ADK’leri, onları diğer alt tiplerden ayıran ayırt edici biyolojik 

özelliklere sahiptir. Bu tümörler sıklıkla artan invazivlik, apoptoza karşı direnç ve 

gelişmiş anjiyogenez sergiler. Ek olarak, geleneksel kemoterapi ve radyasyon tedavisine 

daha az yanıt verme eğilimi gösterirler ve bu da KRAS mutasyonları olan hastalarda daha 

kötü prognoza yol açar (78).  

Akciğer ADK’de KRAS mutasyonlarının rolü kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır. 

Örneğin, yapılan bir çalışma KRAS mutasyonlarının, KHDAK tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan EGFR tirozin kinaz inhibitörlerine direnç ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

(79). Diğer bir çalışma da, akciğer ADK’de KRAS mutasyonlarının klinik önemini 

vurgulamıştır. Çalışma, KRAS mutasyonu olan hastaların, EGFR mutasyonu olanlara 

kıyasla hedefe yönelik tedavilere daha zayıf yanıt verdiğini göstermiştir (80). Tarihsel 

olarak, akciğer ADK’de KRAS mutasyonlarını hedeflemek zorlu bir süreç olmuştur 

ancak son gelişmeler umut verici sonuçlar vermiştir. Örneğin, sotorasib gibi KRASG12C 

inhibitörlerinin geliştirilmesi, klinik deneylerde dikkate değer bir etkinlik göstererek, bu 

spesifik mutasyonu barındıran hastalar için umut sağlamıştır (42). G12C mutasyonlu 

KRAS'ın onkogenik sinyal yolları ve doğrudan inhibitörler tarafından inhibisyonu Şekil 

2.8’de (81) özetlenmiştir. 
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Şekil 2.8. G12C mutasyonlu KRAS'ın onkogenik sinyal yolları ve inhibisyonu (81). 

 

Araştırmacılar, mutant KRAS genini seçici olarak susturmak için RNA 

interferansı (RNAi) dahil olmak üzere yenilikçi yaklaşımlar geliştirmektedir. RNAi, 

KRAS mutasyonlu akciğer ADK’sinin tedavisi için umut verici bir yol sunan güçlü bir 

gen susturma tekniğidir. Mutant KRAS mRNA'yı spesifik olarak hedefleyebilen ve 

bozabilen, böylece onkogenik KRAS proteininin sentezini önleyebilen siRNA 

moleküllerinin kullanımını içerir (82). Bu yaklaşım hedefe yönelik bir tedavi olarak ümit 

vadetmektedir. Çalışmalar, mutant KRAS'ın siRNA aracılı yıkılmasının, hücre 

proliferasyonunda bir azalmaya, tümör büyümesinin inhibisyonuna ve akciğer ADK 

hücre hatlarında kemoterapiye duyarlılığın artmasına yol açabileceğini göstermiştir (83). 

Bu alanda araştırmalar devam etmektedir ve çok sayıda klinik öncesi ve klinik çalışma, 

KRAS mutant akciğer ADK için siRNA bazlı tedavilerin fizibilitesini ve etkinliğini 

araştırmıştır. Bu çalışmalar, siRNA taşıma sistemlerinin geliştirilmesine, uygun siRNA 

dizilerinin tanımlanmasına ve bunların tümör büyümesi ve hasta sonuçları üzerindeki 

terapötik etkilerinin değerlendirilmesine odaklanmaktadır (84).  

Akciğer ADK’de KRAS mutasyonlarının inceliklerini anlamak, etkili terapötik 

stratejilerin geliştirilmesi için hayati öneme sahiptir. Araştırmacılar ve klinisyenler, 
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KRAS mutasyonlu akciğer ADK’sinin yarattığı zorluklara karşı koymak için hedefe 

yönelik tedavileri ve kombinasyon tedavilerini aktif olarak araştırmaya devam etmektedir 

(85). 

 

2.2.3. TP53 Tümör Supresör Geninin Akciğer Adenokarsinomdaki Rolü 

Tümör proteini 53 veya p53 olarak da bilinen TP53, akciğer ADK’de çok önemli 

rol oynar. TP53 geninde mutasyon meydana geldiğinde p53 proteini tümör baskılayıcı 

fonksiyonlarını kaybeder ve kanser gelişme riskinin artmasına neden olur. Bu 

mutasyonlar birçok kanser türünde ortak bir özelliktir ve akciğer ADK de bir istisna 

değildir (86). TP53 mutasyonları akciğer ADK bağlamında kapsamlı bir şekilde 

araştırılmış ve kötü prognoz ve kemoterapiye karşı artan direnç ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur (87). p53 mutasyonları ADK’lerin %50'sinde mevcuttur ve hayatta kalma 

oranının azalmasıyla ilişkilidir (75). p53 mutasyonlarının sıklığı, KHDAK tümör 

numuneleri arasında SHK’lerde en yüksek ve ADK’lerde ise daha düşüktür (13). p53'teki 

fonksiyon kaybı mutasyonları insan kanserlerinde, özellikle AK’de yaygın olmasına 

rağmen, mutant p53 proteinlerini fonksiyonel bir duruma dönüştüren kesin ilaçlar henüz 

elde edilebilmiş değildir (14). 

TP53 genindeki mutasyonların, akciğer ADK de dahil olmak üzere çeşitli 

kanserlerin gelişiminde ve ilerlemesinde önemli bir rol oynadığı iyice belirlenmiş olsa da 

(88), mutant olmayan TP53 ile yapılan çalışmalarla kanserin ilermesindeki azaltıcı yönde 

etkileri gösterilmiştir. Örneğin bir çalışmada, p53 geninde bir homozigot delesyon (NCI-

H358) veya bir yanlış anlamlı mutasyon (NCI-H23) taşıyan AK hücre hatlarına, mutant 

olmayan bir p53 tamamlayıcı DNA ekspresyon vektörünün transfer edilmesi, tümör 

hücresi büyümesini büyük ölçüde baskıladığı rapor edilmiştir (89). Diğer bir çalışmada 

ise, yabani tip p53 geninin, p53'ün homozigot silinmesine sahip olan akciğer ADK hücre 

hattında rekombinant adenovirüs aracılı transferinin, bu hücrelerin kemoterapötik ajan 

olan sisplatine karşı duyarlılığını belirgin şekilde arttırdığını göstermiştir (90). Yabani tip 

p53 geninin transferi KHDAK’de klinik deneylerde de araştırılmış ve apoptozu arttırır 

yöndeki etkisi ortaya konmuştur (91). Başka çalışmalarda ise akciğer ADK hücre hattında 

p53 protein-protein ilişkisi hedef alınmış ve bu yaklaşımın hücre canlılığını azaltığı ve 

apoptozu indükleği gösterilmiştir (92). Bu yaklaşımlar mutant olmayan p53 taşıyan 

akciğer ADK’de p53’ün hedef alınarak tedavi stratejilerini geliştirmek için umut 

olmaktadır. 

 



16 

 

2.3. Kolon Kanseri 

Kolon kanseri, dünya çapında kanser ölümlerinin dördüncü önde gelen nedenidir 

ve ilerlemesine karmaşık bir dizi genetik varyasyon eşlik eder (93). Kolon kanserinin 

ilerlemesi dört gelişim aşamasında tanımlanabilir. Başlangıçta, 0 ve 1. aşamalarda tümör, 

"polip" adı verilen kolonun iç katmanlarında büyür. 2. evrede kanser kolon duvarlarının 

ötesine geçerek dış katmanlarda gelişmeye başlar ve “adenom” olarak tanındığı bu evrede 

lenf düğümlerine ilerlememiş olur. Tümör 3. evrede lenf bezlerine ulaşarak “karsinom”u 

oluşturur; sonunda 4. aşama vücutta metastaz yapar (94). Poliplerin invaziv karsinoma 

dönüşmesi yaklaşık 10-15 yıllık bir zaman diliminde neoplastik değişiklikler gerektirir 

(95).  

Kolon kanserinin yaklaşık %60-65'i sporadiktir ve çeşitli çevresel faktörlerin 

getirdiği genetik değişikliklerin birikmesinden kaynaklanır (96). Bu değişikliklerin, 

tümör baskılayıcıların (APC ve p53 vb.) kaybını ve onkogenlerin (KRAS, SMAD4 vb.) 

fonksiyonunun artmasını içeren ardışık ilerleyen genetik olayları içerdiği düşünülür (97). 

Sporadik kolon kanseri vakalarının yaklaşık %40'ında KRAS mutasyonu görülmektedir 

(98). TP53 geni, tüm kolorektal kanser (KRK) vakalarının yaklaşık %60'ında mutasyona 

uğramıştır (99). TP53 geninde çoğu değişiklik ekson 5-8'de meydana gelir. p53 proteini 

durumunda mutasyonlar L2 ilmek, L3 ilmek ve ilmek-yaprak-sarmal yapısal alanlarında 

meydana gelir (100). Mutasyonlar, DNA'ya bağlanma yeteneğini kaybeden ve DNA 

hasarını onarmak için hedef genleri etkinleştiremeyen çok kararlı bir p53 proteinin 

oluşmasıyla sonuçlanarak kanserin ilerlemesine olanak tanır (101). 

Tespit edilen mutasyonlar kolon kanserinde terapötik stratejiler geliştirilmesine 

yol gösterici olmuştur. Örneğin, adagrasib ve sotorasib ile hedefe yönelik tedavi son 

zamanlarda umut verici bir aktivite göstermiştir. Bu küçük moleküller, KRASG12C'yi 

hedef alırlar ve onu geri dönülemez şekilde engellerler (102). Diğer bir terapötik yaklaşım 

sürecinde, küçük moleküllerin farklı kombinasyonlarının etkili olduğu gösterilmiştir. Şu 

anda, adagrasib ve setuksimabın bir kombinasyonu ve bir başka yaklaşım olan sotorasib 

ve panitumumab kombinasyonu, faz III denemeleri için değerlendirilmektedir (103). 

Bunların dışında, siRNA kullanılıp mutant KRAS hedeflenerek yapılan bir çalışmada, 

KRAS ekspresyonunun güçlü ve spesifik bir şekilde baskılandığı, kolon kanseri 

hücrelerinde çoğalma ve canlılığın azaldığı, in vitro apoptozunun indüklendiği ve kolon 

kanseri ksenograft fare modellerinde tümör büyümesini önemli ölçüde yavaşlattığı 

gösterilmiştir (104).  
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Kolon kanserinde bir diğer hedef ise TP53 geni olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu 

anlamda bir çalışmada, mutant TP53 taşıyan kolon kanseri hücre hattında yabani tip 

p53'ün yeniden ekspresyonunun büyüme inhibisyonuna neden olduğu gösterilmiştir 

(105). Diğer bir çalışmada ise, TP53 mutasyonlu kolon kanserinin bir fare modelinde, 

yabani tip TP53'ü kodlayan bir adenovirüsün deri altı tümörlere doğrudan enjeksiyonu 

(intratümöral enjeksiyon), kontrollerle karşılaştırıldığında tedavi edilen farelerde tümör 

gerilemesi ve hayatta kalma sürelerinin iki katına çıkmasıyla sonuçlandığı rapor 

edilmiştir (106). Mutant olmayan TP53 ve onun protein-protein ilişkisi birçok defa hedef 

alınmış ve kolon kanseri dahil birçok kanser türünde hücre büyümesinin engellenmesi ve 

apotozun tetiklenmesinde etkili olduğu gösterilmiştir (92). Bu gelişmeler, yabani tip p53 

taşıyan kolon kanserinde p53’ün hedef alınacağı çalışmaların önünü açmıştır. 

 

2.4. siRNA ve Kanserdeki Rolü 

siRNA, 21-23 nükleotit uzunluğunda küçük RNA moleküllerinin bir alt sınıfıdır 

(107). Sentetik ve kodlamayan siRNA’lar, gen susturma için kullanılan genetik bir araçtır 

(108). siRNA'nın işlevini yeterince yerine getirebilmesi için hedef mRNA ile tam bir 

eşleşmeye ihtiyacı vardır (109). Eşleşme sağlayan siRNA, mRNA bozunması yoluyla 

hedef geninin transkripsiyon sonrası seviyede ekspresyonunu baskılar (110). Aktivasyon 

için siRNA, tek sarmallı RNA (ssRNA) üretmek üzere bir RNA ile indüklenen susturma 

kompleksine (RISK) yerleştirilir. Bu ssRNA, RISK kompleksi için bir antisens kılavuzu 

olarak işlev görür. Tamamlayıcı bir mRNA hedefine bağlanarak ssRNA, RISK kompleksi 

içinde yer alan Argonaute (Ago) proteinleri aracılığıyla bozulmaya neden olur (111, 112). 

RNAi olarak bilinen bu mekanizma ilk olarak Caenorhabditis elegans'ta, eksojen olarak 

aktarılan çift sarmallı RNA'nın (dsRNA) gen ekspresyonunda geçici bir baskılamaya 

neden olduğu zaman keşfedilmiştir (113). siRNA’nın fonksiyonu ve işlev mekanizması 

Şekil 2.9’de (114) gösterilmiştir. 
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Şekil 2.9. RNAi’nin moleküler mekanizması (114). 

 

İlk sentetik siRNA'nın uygulanması, memeli hücrelerinde gen düzenleme için 

siRNA'nın kullanıldığı 2001 yılına kadar uzanır (115). Diğer çalışmalar, antikanser 

tedavisinde gen susturma için siRNA'yı kullanarak takip etmiştir (116, 117). siRNA'nın 

seçici hedefleme yeteneğinden dolayı, farklı kanserlerin tedavisinde kullanılmasına 

büyük ilgi gösterilmiştir (118). Çeşitli kanser karşıtı siRNA bazlı ilaçlar klinik deneylere 

girmiştir ve birçoğu klinik öncesi araştırmalarda aktif olarak aranmaktadır (119). Klinik 

deneylerdeki siRNA bazlı terapötiklerin neredeyse üçte biri kanser tedavileri içindir. 

siRNA'lar, hücre büyümesi, anjiyogenez, metastaz ve/veya ilaç direncinde rol oynayan 

genlerin ekspresyonuna müdahale ederek kanserle ilişkili genleri susturmayı amaçlar. 

Onkogenler, mutasyona uğramış tümör baskılayıcı genler ve tümörün ilerlemesine 

katkıda bulunan diğer genler, gen susturmanın potansiyel hedefleridir (11).  

siRNA ile hedeflenen genler arasında KRAS mutant geni çok kez yer almıştır. 

KRAS, tüm kanserler arasında yüksek mutasyon oranına sahip en iyi bilinen onkogendir 

ve KRK ve KHDAK dahil olmak üzere bir dizi yüksek derecede ölümcül kanserle 

ilişkilidir ve bu sebeple kanserde hedef olarak ilgi çekici olmuştur (120). Örneğin bir 

çalışmada, KRAS’ı hedef alan siRNA, KRAS mutant akciğer ve kolon ADK hücre 

hatlarında canlılığı önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada AK modelinde 

KRAS siRNA tedavisi, birincil tümör büyümesinde ve uzak metastatik hastalıkta önemli 



19 

 

azalmalar gösterdiği ve kolon kanseri modelinde KRAS siRNA’nın, deri altı tümör 

büyümesinin yanı sıra karaciğer metastazlarının büyümesini de önemli ölçüde azalttığı 

rapor edilmiştir (121). Mutant KRAS’ı hedef alan bazı çalışmalar KRAS siRNA ile 

kombine yaklaşım ortaya koymuştur. Örneğin bir çalışmada, miR-34a ve KRAS siRNA 

ile kombinasyon tedavisi, ortalama akciğer tümörünün ilk hacminin %63'ü kadar 

gerilemesi ve apoptotik hücrelerin artmasıyla sonuçlandığı rapor edilmiştir ve hem 

sisplatin hem de miR-34a ve KRAS siRNA kombinasyonundan oluşan formülasyonla 

tedavi edilen fareler, tek tedaviyle tedavi edilen farelerle karşılaştırıldığında önemli 

ölçüde daha uzun süre hayatta kaldığı gösterilmiştir (16). Mutant KRAS'ı hedefleyen 

ilaçlar uzun yıllardır geliştirilmekte ve klinik deneylerde değerlendirilmektedir. Bu 

çabalar, KRAS proteininin kendisini hedeflemenin yanı sıra, translasyon sonrası 

modifikasyonlarını, membran lokalizasyonunu, protein-protein etkileşimlerini ve alt 

sinyal yollarını da içermektedir (9). Fakat, KRAS hedefli ilaç çalışmalarının çoğu 

başarısız olmuştur (9). Tüm bu bilgiler KRAS mutant kanserler için bu geni hedef alan 

spesifik yeni kombinasyon terapötik yaklaşımlara ihtiyacın olunduğu gerçeğini ortaya 

koymaktadır. 

 

2.5. saRNA ve Kanserdeki Rolü 

Küçük aktive edici RNA'lar (saRNA'lar), hem transkripsiyonel hem de epigenetik 

seviyelerde gen promotörlerinde seçilen dizileri hedefleyerek, hedefe özgü gen 

ekspresyonunu arttıran küçük çift sarmallı RNA'lardır (122). saRNA'lar her ipliğin 3' 

ucunda 2 nükleotit çıkıntısı ile birlikte tipik olarak 21 nükleotit uzunluğundadır ve 

memelilerde RNAi'ye benzer şekilde Ago2'ye bağımlı bir şekilde etki gösterir (123). 

Ancak RNAi'den farklı olarak, saRNA aracılı gen manipülasyonu yalnızca hücrelerin 

çekirdeğinde yer alır ve gen ekspresyonunu düzenlemek için transkripsiyonel elemanları 

toplayacak şekilde hareket eder (124). saRNA’nın RNA ile İndüklenmiş Transkripsiyonel 

Aktivasyon (RITA) kompleksi olarak bilinen kofaktör proteinlerinin toplanmasını 

sağlayarak kromatinin yeniden modellenmesine ve modifikasyonuna yardımcı olduğuna 

ve böylelikle hedef genin artan ekspresyonuna neden olduğuna inanılmaktadır (125, 126). 

saRNA’nın öngörülen etki mekanizması Şekil 2.10’de (127) gösterilmiştir.  
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Şekil 2.10. RNAa’nın moleküler yolağı (127). 

 

Bu gen manipülasyonu, RNA bazlı gen terapötikleri için yeni bir yol açan RNA 

aktivasyonu (RNAa) olarak bilinir (128). RNAa başlangıçta tesadüfen keşfedilmiş (124) 

ve sonrasında günümüze kadar bir çok çalışmada gen transkripsiyonunu artırmaya 

yönelik farklı yaklaşımların geliştirilmesinde fonksiyon almıştır. Dahası, giderek artan 

kanıtlar, saRNA'ların yalnızca gen fonksiyonunu incelemek ve transkripsiyonel aktiviteyi 

düzenlemek için yeni bir yaklaşım sağlamakla kalmayıp aynı zamanda başta kanser 

olmak üzere çeşitli hastalıklara karşı klinik tedavi için büyük bir potansiyel vadettiğini 

göstermektedir (122). Kanserle ilişkili genler, hücre döngüsünü ve çoğalmasını modüle 

etmek, hücre yaşlanmasını ve apoptozu tetiklemek, kanser hücresi istilasını ve göçünü 

engellemek ve kemoterapi direncini tersine çevirmek için saRNA'lar tarafından 

düzenlenebilmektedir (122).  
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saRNA aracılı RNAa, kanser baskılayıcı genler hedef alınarak kanserle 

mücadelede yeni ve güçlü bir yöntem sağlayabilir (129). saRNA’nın kanserde hedef 

aldığı bazı genler ve yolaklar Şekil 2.11’de (130) gösterilmiştir. Tümör baskılayıcı 

genlerin RNAa yoluyla hedefe yönelik aktivasyonunun, mesane, akciğer, meme, böbrek, 

pankreas, lenfoma ve prostat kanseri dahil olmak üzere farklı kanser hücreleri üzerinde 

in vitro anti-büyüme veya in vivo antitümör etkileri ortaya çıkardığı gösterilmiştir; bu da 

RNAa'nın kanser için terapötik potansiyele sahip olabileceğini düşündürmektedir (131). 

Örneğin bazı çalışmalarda, C/EBPα (CCAAT/arttırıcı bağlayıcı protein α) saRNA ile 

hedef alınarak pankreas kanseri (132) ve karaciğer kanserinde (133) kansere karşı 

terapötik yaklaşım olarak olumlu sonuçlar alınmıştır. Dahası, C/EBPα hedef alan MTL-

CEBPA adlı saRNA, karaciğer kanseri olan hastalar için klinik denemesindedir ve 

saRNA terapötikine ilişkin ilk insan çalışmasını temsil etmektedir (134-136). Diğer bazı 

çalışmalarda ise, saRNA ile CDKN1A (Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörü 1A, p21) geni 

hedef alınarak, mide kanseri hücrelerinde çoğalmayı, istilayı ve göçü engellediği (137), 

T24 insan mesane kanseri hücrelerinde G1 fazı durmasını ve apoptozu indüklediği (138), 

KRK hücre hatlarında G0/G1'de hücre döngüsü durmasına ve apoptoza neden olduğu, 

hücrelerde anti-proliferasyon etki oluşturduğu, koloni oluşumunda azalmaya ve hücre 

yaşlanmasına sebep olduğu, ayrıca farelerde kolorektal hücre kaynaklı tümör büyümesini 

önemli ölçüde inhibe ettiği (139), farelerde geliştirilen insan KRK’nin ortotopik bir 

modelinde antitümör etkinliği gösterdiği (131), in vitro koşullarda A549 akciğer ADK 

hücre hattında sisplatine olan duyarlılığı arttırdığı ve hücre büyümesini engellediği ve in 

vivo koşullarda ise A549 ksenograft farelerde tümör büyümesini önemli ölçüde 

engelleyebileceği (22), rapor edilmiştir. Kanserde saRNA ile hedeflenen genler C/EBPα 

ve p21 ile sınırlı olamamakla beraber birçok çalışmada farklı genler dahil edilerek 

araştırmalar devam etmektedir (130, 140). 
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Şekil 2.11. saRNA bazlı terapötiklerin antikanser mekanizması (130). 

 

2.6. Küçük RNA Modifikasyonu ve Etkili Taşınımı 

Birçok çaba gösterilmesine rağmen, nükleik asidin sistemik iletimi, ilgili dokuya 

taşınması konusunda karmaşık zorluklarla karşı karşıyadır (141). Tedavinin etkili 

olabilmesi için ilk ve en önemli adım küçük RNA’nın enjeksiyon bölgesinden tümör 

hücrelerine iletilmesini sağlamaktır. Küçük RNA’lar sistemik olarak uygulandığında 

aktif bölgeye ulaşmalarını engelleyen fizyolojik ve biyolojik engelleri aşması gerekir 

(142-144). Bu bariyerler arasında, bunlarla sınırlı olmamak üzere, intravasküler bozulma, 

bağışıklık sistemi tarafından tanınma, renal klirens, tümör dokusuna nüfuz etme ve tümör 

hücrelerine alımdaki engeller ve tümör hücrelerine girdiğinde endozomal kaçış yer alır 

(119). Bu zorlukların üstesinden gelmek ve küçük RNA’ların hedef hücrelerine 

ulaşmasını kolaylaştırmak için kimyasal modifikasyonlar ve taşıma formülasyonları 

gereklidir (145). 

Mevcut biyoorganik tekniklerle, oligonükleotitler tek iplikçikler halinde 

sentezlenebilir ve modifiye edilebilir, daha sonra istenen çift iplikli hale getirilebilir. 

Yapay modifikasyonları içeren özelleştirilebilir oligonükleotit sentezi, çıplak küçük 

RNA'nın uygulanmasıyla ilişkili sorunların üstesinden gelerek RNA terapötiklerinin 
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potansiyelini artırabilir (119). Küçük RNA’nın işlevsel etkinliğinin potansiyelini 

arttırmaya yönelik yöntemlerden biri, küçük RNA’nın RNA omurgası üzerinde kimyasal 

modifikasyonlar uygulamaktır. RNA'nın en yaygın değişikliklerinden biri, riboz 

omurgasındaki 2' pozisyonunun modifikasyonudur. Bu modifikasyonlar arasında 2'-O-

metil (2'-Ome) (146), 2'-O-metoksietil (2'-MOE) (147) ve 2'-deoksi-2'-floro (2'-F) (148) 

ve çok daha fazlası yer alır. Küçük RNA’larda uygulanan bazı modifikasyonlar Şekil 

2.12’de (149) gösterilmiştir. Bu kimyasal modifikasyonlar nükleazlara karşı stabiliteyi 

arttırır ve termal stabiliteyi geliştirir (119). Dahası, 2'-F ile modifiye edilmiş küçük 

RNA’nın modifiye edilmemiş RNA'ya göre in vitro modelde immün uyarımı önemli 

ölçüde azalttığı ve bazı durumlarda in vitro ve in vivo aktivitede iyileşme gösterdiği 

belirtilmiştir (150). Ayrıca, 2'-F ile modifiye edilmiş RNA ile yapılan çalışmalar hücre 

lizatı (151) ve plazmada (152) stabilitenin arttığını göstermiştir.  

 

 

Şekil 2.12. Küçük RNA’larda gerçekleştirilen bazı modifikasyonlar (149). 
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Küçük RNA'nın sistemik iletimi ve hedefine ulaşmak adına fizyolojik engellerin 

aşılması için modifikasyonun yanı sıra taşıma sistemlerine de ihtiyaç vardır (153, 154). 

Taşıma sistemleri, küçük RNA’nın serum stabilitesini sağlamak, bağışıklık sistemi 

uyarımını engellemek, serum proteinleri ve kanser dışı hücrelerle etkileşimi azaltmak, 

böbrek temizliğiyle mücadele etmek, kanser dokularına erişim sağlamak için damar 

geçirgenliğini arttırmak, hücre girişini ve endozomal kaçışı sağlamak ve düşük 

toksisiteye neden olmak gibi özelliklere sahip olmalıdır (155). Geliştirilmiş nanoteknoloji 

platformlarının ortaya çıkışı, küçük RNA hedefli salınıma yönelik çok işlevli taşıma 

formülasyonlarının ilerlemesini arttırmaktadır. Lipozomlar, miseller, eksozomlar, 

sentetik organik polimerler (polietilenimin, dendrimer, siklodekstrin) ve inorganik 

malzemeler (karbon nanotüpler, kuantum noktaları, altın nanopartiküller (AuNP’ler)) 

gibi çeşitli doğal ve sentetik nanotaşıyıcılar, başarılı küçük RNA iletimi için 

tasarlanmıştır ve bunlardan birkaçı klinik değerlendirme altındadır (155). Bazı 

nanotaşıyıcılar Şekil 2.13’de (156) gösterilmiştir. Bunların arasından, AuNP'ler, yüksek 

düzeyde biyouyumlulukları, kolay sentezleri, yüksek yüzey-hacim oranı ve basit yüzey 

işlevselleştirmeleri nedeniyle küçük RNA taşıma sistemi olarak büyük potansiyel 

göstermektedir (157, 158).  

 

Şekil 2.13. İlaç salınımı için nanotaşıyıcıların sınıflandırılması (156). 
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AuNP'lerin sentezi ve özelliklerine odaklanan araştırmalar, nanotıp ve 

nanoteknolojilerin ileri alanlarına doğru genişlemiştir (159, 160). Kükürt, amino veya 

hidroksil grupları kimyasal veya fiziksel etkileşimler yoluyla AuNP'lerin yüzeyine 

bağlanır (161) ve çeşitli AuNP konjugasyonlarına konu olur. AuNP'ler genellikle küçük 

organik molekül katmanları tarafından farklı çözeltilerde stabilize edilir. Bu süreçte sitrat, 

sudaki AuNP'ler için hem indirgeyici bir maddeyi hem de bir stabilizasyon maddesini 

temsil eder (162). Albümin, sitrat korumalı AuNP'lere kendiliğinden bağlanabilir ve 

ortaya çıkan nanosistemler, çok bileşenli ilaç sistemi uygulamaları için ilgi çekicidir (163, 

164). 

Protein stabilize, suda çözünür AuNP’ler biyomedikal ve biyoteknolojide önemli 

bir yere sahiptir (165). Tamamlayıcı bir şekilde, AuNP işlevselleştirmesi ve endojen 

proteinlerle kaplanması, AuNP bazlı nanosistemlerin dolaşım süresini, 

biyouyumluluğunu, seçici alımını ve biyolojik dağılımını artırabilir (166, 167). Serum 

albumini (SA), plazmada en çok bulunan proteindir ve karboksil, amino ve sülfidril gibi 

yüklü fonksiyonel gruplara sahip çok sayıda amino asit içerir. Bu durum, nanopartiküller 

de dahil olmak üzere terapötik sistemlere bağlanmak için çeşitli bağlanma bölgelerine 

sahip olmasını sağlar ve ayrıca SA, bir besin ve amino asit kaynağı olarak tümör 

hücrelerindeki spesifik reseptörler yoluyla hücre alımına maruz kalabilir ve yüklü 

ajanların biyoyararlanımı arttırılabilir (168). Böylece, AuNP'ler SA molekülleri ile 

kaplandığında küçük RNA’ları taşıyabilen ve bunları hedef bölgelere ulaştırabilen çok 

işlevli nanoplatformların ortaya çıkmasını sağlayabilir (169). Son zamanlarda, 

biyomedikal uygulamalar için umut verici bir nanoplatformun başlangıcını temsil eden 

AuNP-SA tabanlı sistemlerle ilgili çok sayıda çalışma rapor edilmiştir ve AuNP-SA 

konusunda daha fazla gelişmenin mümkün olduğu ve gelecekte bu sistemlerin klinik 

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

Çalışmada, AuNP sentezi gerçekleşleştirildikten sonra sentezlenen AuNP’lerin 

küçük RNA’lar ile konjugasyonları yapıldı ve hücreler konjugatlar ile transfekte edildi. 

Transfeksiyon sonrası test ve analizler gerçekleştirildi. Çalışmanın iş akış planı Şekil 

3.1’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 3.1. Çalışmanın iş akış planı.  

 

3.1. Hücre Hatları 

Çalışmada, temel olarak mutant KRAS (p.G12S c.34G>A) ve yabani tip p53 

taşıyan A549 (ATCC CCL-185) insan akciğer ADK hücre hattı kullanıldı. Çalışmamıza 

konu olan kombine terapötik stratejinin kontrol edilmesi amacıyla mutant KRAS 

(p.G13D c.38G>A) ve yabani tip p53 taşıyan HCT116 (ATCC CCL-247) insan kolorektal 

karsinom hücre hattı çalışmaya dahil edildi. Çalışma sırasında tüm deneysel aşamalar her 

iki hücre hattı için eşit şartlarda uygulandı. 

 

3.2. Hedef Gen ve Proteinler 

Çalışmada temel olarak TP53 ve KRAS genleri ve bu genlerin ifade ettiği 

proteinler hedef olarak seçildi. Bununla beraber p53 ve KRAS proteinlerinin alt 

yolaklarında görevli olan bazı proteinler ve onları kodlayan genler de hedef olarak 

belirlendi. Hedef genler Tablo 3.2’de verilmiştir. 
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3.3. Küçük RNA Moleküllerinin Tasarlanması ve Sentezi  

siKras (KRAS siRNA.923) (16), sap53 (dsP53-285) (18-20), kontrol siRNA 

(siScramble.923) (16) ve kontrol saRNA (dsControl) (18-20) molekülleri daha önceden 

yayımlanmış olan çalışmalardaki sekans bilgileri kullanılarak sentezlendi. Sentez ve 

temin işlemleri biyoteknoloji firması (SUGENOMICS) aracılı gerçekleştirildi. Küçük 

RNA (siKras, sap53, kontrol siRNA ve kontrol saRNA) moleküllerinin hedef ve sekans 

bilgileri Tablo 3.1’de verilmiştir. Sentez sırasında her bir küçük RNA molekülü riboz 

şekerinin 2’inci karbonunda flor modifikasyonu (2'-F) bulunduracak şekilde modifiye 

edildi. Buna ek olarak, küçük RNA’ların AuNP üzerine konjugasyonlarının 

sağlanabilmesi için anlamlı zincir (sense strand)’in 5’ ucuna disülfit (SS) bağı eklendi. 

Hücre kültürü ortamında ve transfekte edilmiş hücrelerde siRNA'ların nükleaz direncini 

arttırması adına RNA moleküllerinin her iki zincirinin 3’ ucuna 2 adet dT (deoksitimidin) 

çıkıntısı eklendi (115). Her bir RNA molekülü tek zincir halinde sentezlendiğinden, 

hibridizasyon reaksiyonu ile anlamlı zincir (sense strand) ve karşı anlamlı zincir 

(antisense strand) tek bir çift zincirli RNA (dsRNA) molekülü haline getirildi. 

Hibridizasyon reaksiyonu her iki tamamlayıcı tek zincir RNA molekülünün eşit hacim ve 

konsantrasyonda bağlanma tamponu (annealing buffer, 10 mM Tris (pH 7.5-8.0), 50 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, PanReac AppliChem) içerisinde 5 dakika boyunca 95 ℃’de ısı bloğu 

(Digital Dry Baths/Block Heaters, Thermo Scientific) ile inkübe edildikten sonra oda 

sıcaklığında yavaşça soğumaya bırakılarak gerçekleştirildi. 

 

Tablo 3.1. Küçük RNA’ların hedef ve sekans bilgileri. 

Küçük 

RNA 

Hedef 

Gen 

Hedef 

Bölge 

Karşı anlamlı sekans 

(5’- 3’) 

Anlamlı sekans               

(5’ – 3’) 

siKras KRAS mRNA CUUAGAAAAAAGAAGGUUUCC[dTdT] GGAAACCUUCUUUUUUCUAAG[dTdT] 

Kontrol 

siRNA 
- - GCCUAAUAAUAAGGAAUACGU[dTdT] ACGUAUUCCUUAUUAUUAGGC[dTdT] 

sap53 p53 Promotör UUAGGAAGGCUUUCCGUAA[dTdT] UUACGGAAAGCCUUCCUAA[dTdT] 

Kontrol 

saRNA 
- - UCUACUGUCACUCAGUAGU[dT][dT] ACUACUGAGUGACAGUAGA[dT][dT] 

 



28 

 

3.4. AuNP Sentezi ve Karakterizasyonu  

1 mM 20 nm AuNP sentezi daha önce literatürde rapor edildiği şekliyle 

gerçekleştirildi (170). Altın sentezinde kullanılan tüm cam malzemeler %20’lik kromik 

asit ile yıkanıp ve steril dH2O ile durulandıktan sonra 3 saat boyunca 180 ℃’lik pastör 

fırınında (Nüve) kurutuldu. 0.08 gram Tetrakloroaurik(III) asit trihidrat (%99, Alfa Easar) 

tartıldı ve 200 ml steril ultra saf su (Millipore, Milli-Q Direct-Q® 5 UV Water Purification 

System) içerisinde manyetik ısıtıcı-karıştırıcı ile karıştırılıp kaynatıldı ve çözülerek sarı 

renkli bir çözelti haline getirildi. Kaynama başladıktan sonra 20 ml 38.8 mM trisodyum 

sitrat dihidrat (Thermo Fisher) sulu çözeltisi hızlı bir şekilde sarı renkli altın çözeltisi 

üzerine eklendi. Trisodyum sitrat dihidrat sulu çözeltisi eklendikten çok kısa bir süre 

sonra çözeltinin rengi önce berraklaştı, daha sonra siyaha döndü ve en sonunda şarap 

kırmızısı rengini aldı. Kaynama birkaç dakika daha devam ettirilip ardından manyetik 

karıştırıcı üzerinde oda sıcaklığında karıştırılarak soğumaya bırakıldı ve böylece AuNP 

sentezi tamamlandı. Sonrasında, 0.45 μm’lik filtre (Isolab) ile filtrelendi ve sentezlenen 

AuNP’lerin boyutları spektorofotometre ölçümü (400-600 nm arası 1 nm’lik dalga boyu 

ile absorbans ölçümü) (Agilent Technologies, BioTek Epoch Microplate 

Spectrophotometer) ve Zeta boyut ve potansiyel (Anton Paar, Litesizer 500) analizleri ile 

teyit edildi. Sentezlenen AuNP konsantrasyonu 3 kat arttırıldı. Bu işlem için, Amicon® 

Ultra-50k Santrifüj Filtresi (Merck KGaA) kullanılarak 3750 rpm’de 10 ℃’de 30 dakika 

santrifüj edildi ve filtre içerisinde elde edilen AuNP’ler ilk çözelti hacminin 1/3 oranında 

steril ultra saf su içerisinde çözülüp Beer-Lambert Yasası (A=εlc, A: absorbance, ε: molar 

tükenme katsayısı (M−1 cm−1), l: küvetin ışık yolu uzunluğu (cm), c: konsantrasyon (M)) 

kullanırak 20 nm AuNP için ε= 8.78× 108 M−1 cm−1 (171) eşitliği ile son konsantrasyon 

hesaplandı ve konjugasyon işlemine kadar 4 ℃’de saklandı.  

 

3.5. Konjugasyon 

Küçük RNA’lar sentez sırasında anlamlı zincirin 5’ ucuna ilave edilmiş SS bağları 

Tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP, Sigma Aldrich) ile sülfidril (tiyol, SH) gruplarına 

indirgenerek, AuNP üzerine konjuge edildi. İlk olarak, 10 μM küçük RNA üzerindeki SS 

bağları, 100 μM TCEP bulunduran 400 μL’lik sulu çözelti içerisinde, 25℃’de 300 rpm’de 

(ESCO, Provocell™ Incubator Block 1) 1 saat boyunca inkübe edilerek SH gruplarına 

indirgendi. Daha sonra, 3 kat konsantre hale getirilmiş 600 μL AuNP çözeltisi içerisine 

eklendi ve 25℃’de 300 rpm’de gece boyu (12-16 saat) inkübe edildi. İnkübasyondan 

sonra, inkübasyon koşulları değiştirilmeden (25℃’de 300 rpm’de) 0.1 M PBS (phosphate 



29 

 

buffered saline: fosfat tamponlu tuz çözeltisi, pH 7.4, Biowest) ile final konsantrasyonu 

0.01 M olana kadar her 10 dakika da bir 10 μL PBS toplamda 12 defa eklenerek tuzla 

yaşlandırma (salt aging) işlemi gerçekleştirildi. 12 defa 0.1 M PBS eklendikten sonra, +4 

℃’de 300 rpm’de gece boyu inkübasyona bırakıldı. Daha sonra, konjugasyona tabi 

tutalan AuNP-küçük RNA çözeltisi 14,000 rpm’de 20 dakika oda sıcaklığında santrifüj 

edildi. Süpernatant atıldıktan 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 sükroz) içerisinde 

çözüldü ve 14.000 rpm’de 30 dakika santrifüj edildi. Bu işlem 1 kez daha tekrar edildi ve 

sonunda AuNP-küçük RNA konjugat pelleti 1 ml 20 mM sodium fosfat tamponu 

içerisinde çözülerek transfeksiyon işlemine kadar +4 ℃’de saklandı. Konjugasyon 

işleminin tamamlanmasının ardından, AuNP-küçük RNA konjugatlarının tekrardan 

spektrofotometre ölçümü ve zeta boyut ve potansiyel analizleri yapıldı ve ilk sentez 

sırasında elde edilen AuNP ile karşılaştırılarak konjugasyonlar doğrulandı. AuNP 

konsantrasyonu başına konjuge olmuş küçük RNA konsantrayonunu hesaplamak için 

aşağıdaki formül kullanıldı. 

Konjuge olmuş küçük RNA (µM) / AuNP (mM)= [((((konjugasyon öncesi küçük 

RNA absorbans değeri (A260)-(konjugasyon sonrası konjuge olmamış küçük RNA 

absorbans değeri (A260))) / (konjugasyon öncesi küçük RNA absorbans değeri (A260))) 

x (ilk küçük RNA konsantrasyonu (µM))) / (teorik olarak hesaplanmış AuNP 

konsantrasyonu (mM))].  

 

3.6. Hücre Kültürü  

-80 °C’de kriyojenik tüplerde saklanan 1 ml hücre çözeltileri (A549 ve HCT116) 

üzerine hızlı bir şekilde 37 °C’de ılıtılmış bir miktar besi yeri (DMEM, Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, Gibco) eklenerek çözdürüldü ve toplamda 5 ml olacak şekilde 

steril falkon tüplere (Isolab) alındı. 1000 rpm’de 7 dakika santrifüj (Nüve, NF800R) 

işlemi uygulandı ve üstte kalan süpernatant kısmı uzaklaştırıldı. Tüp içerisinde kalan 

hücre pelleti üzerine 5 ml %10 fetal sığır serumu (FBS, Capricorn), L-glutamin (Gibco) 

ve %1 penisilin/streptomisin (Gibco) ile desteklenmiş DMEM besi yeri eklenerek 25 

cm2’lik (Greiner CELLSTAR®) kültür flasklarına transfer edildi. İnverted mikroskop 

(BAB, BAB-TERS) yardımıyla flask içerisindeki hücreler kontrol edildikten sonra %5 

CO2 içeren nemlendirilmiş inkübatörde (ESCO, CCL-170B-8) 37 °C’de kültüre edildi. 

Kültür boyunca, 24 saatlik periyodlar halinde, inverted mikroskop yardımıyla hücrelerin 

tutunması, gelişimi ve kontaminasyon açısından kontrolleri yapıldı. Hücreler, flaskın 
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tabanının yaklaşık %80-85’ini kapladıktan sonra pasaj için hazırlandı. Bu işlem için, eski 

besi yeri steril serolojik pipet (Greiner CELLSTAR®) ile flasktan uzaklaştırıldıktan sonra 

hücreler Ca2+ ve Mg2+ içermeyen 2 ml PBS ile 3 defa yıkandı. Yıkama işleminin ardından, 

hücrelerin üzerine 1.25 ml %0.25’lik 1X Tripsin-EDTA solüsyonu (Gibco) eklenerek 37 

°C’lik inkübatörde yaklaşık 5 dk boyunca bekletildi ve hücrelerin flask tabanından 

kalkmaları sağlandı. Flask tabanından kalkmış hücrelerin üzerine 3.75 ml taze besi yeri 

eklendikten sonra steril falkon tüpe alınarak 1000 rpm’de 7 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant kısmı ulaştırıldıktan sonra hücre pelleti üzerine yeterli miktarda taze besi yeri 

eklenerek süspanse edildi ve diğer deneysel uygulamalarda kullanıldı. 

 

3.7. Transfeksiyon 

Pasajlama işlemi ile hazırlanmış hücre solüsyonları hücre sayım işlemleri JuLI™ 

Br (NanoEntek) cihazı ile yapıldıktan sonra 6’lı hücre plakalarına (Thermo Fisher) 2x105 

hücre/kuyucuk olacak şekilde ekim yapıldı ve toplam sıvı hacmi her bir kuyucuk için 3 

ml olacak şekilde serum ilave edilmiş (%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin) taze besi 

yeri eklendi. Hücreler, 24 saat inkübe edildikten sonra hücrelerin yapışması kontrol edildi 

ve hücrelerin flaska tutunmalarının gerçekleşmesinin ardından hücre hatlarına 1.5 ml 

transfeksiyon besi yeri ortamında (serum içermeyen DMEM ortamı) küçük RNA’ların 

son konsantrasyonu 25, 50 ve 100 nM olacak şekilde AuNP-küçük RNA konjugatları 

uygulandı ve 6-8 saat boyunca %5 CO2 içeren nemlendirilmiş inkübatörde 37 °C de 

inkübe edildi. Daha sonra tranfeksiyon besi yeri ortamına içerisinde iki kat FBS içeren 

(%20) eşit miktarda (1.5 ml) DMEM ortamı eklendi ve 24 saat oluncaya kadar inkübe 

edildi. Ardından, son durumdaki besi yeri ortamı taze hazırlanmış normal büyüme ortamı 

(%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmiş DMEM) ile 

değiştirilerek transfeksiyon işlemi tamamlandı. Transfeksiyon işlemleri her iki hücre 

hattına (A549 ve HCT116) aynı şekilde uygulandı. Transfeksiyon işlemleri ile, hücreler 

aynı hücre hattı için farklı uygulama gruplarına ayrıldı. Kısaca hücre grupları; kontrol 

grubu (transfekte edilmemiş hücreler), AuNP (mock grubu, yalnızca AuNP ile transfekte 

edilmiş hücreler), siKras (AuNP-siKras konjugatı ile transfekte edilmiş hücreler), sap53 

(AuNP-sap53 konjugatı ile transfekte edilmiş hücreler), kontrol saRNA (AuNP-kontrol 

saRNA konjugatı ile transfekte edilmiş hücreler), kontrol siRNA (AuNP-kontrol siRNA 

konjugatı ile transfekte edilmiş hücreler), siKras + sap53 (AuNP-siKras-sap53 birlikte 

konjugatı ile transfekte edilmiş hücreler) ve kontrol siRNA + kontrol saRNA (AuNP-

kontrol siRNA-kontrol-saRNA birlikte konjugatı ile transfekte edilmiş hücreler) olarak 
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adlandırıldı. Transfeksiyon işleminin ardından hücreler diğer deneysel aşamalarda 

kullanıldı. 

 

3.8. RNA İzolasyonu ve Real Time qPCR Analizi  

Hücreler AuNP-küçük RNA konjugatları ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 

kuyucuklu kültür plakasından besi yeri uzaklaştırıldı ve plakanın her kuyucuğu 3’er defa 

PBS ile yıkandı. Ardından, yıkanmış olan her kuyucuğa 500’er μL %0.25’lik tripsin 

çözeltisi eklenerek 37 °C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin kültür plakası 

tabanından kalkması sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri 

eklenerek steril eppendorf tüplere (Microcult) alındı. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca 

santrifüj (Sigma 1-14 mikrosantrifüj) işleminden sonra her bir hücre pelletinden toplam 

RNA, RNA izolasyon kiti (Invitrogen™ PureLink™ RNA Mini Kit) kullanılarak üretici 

firma protokolüne uygun olarak izole edildi. Toplam RNA miktarı spektrofotometre 

(Denovix DS-11 FX+ Spectrophotometer/Fluorometer) kullanılarak tayin edildi. 

Tamamlayıcı DNA (cDNA) sentez kiti (ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit) 

kullanılarak 1 µg toplam RNA ile cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA’lar StepOne™ 

Plus v2.3 yazılımı ile StepOnePlus™ Real-Time PCR Sisteminde (Applied Biosystems 

[AB]) çalışıldı. RT-qPCR sırasında her bir reaksiyon için 100 ng cDNA, 10 μL 2X Master 

Mix (Promega, GoTaq® qPCR Master Mix), 200 nM ileri ve geri primer (Sentebiolab) 

ve toplam hacmi 20 μL tamamlayacak şekilde nükleaz içermeyen ddH2O kullanıldı. PCR 

başlangıcında çift sarmal olan cDNA’lar 95 ℃’de 10 dakika boyunca ısıtılıp tek zincir 

haline getirildikten sonra, reaksiyon 40 döngü boyunca 95 ℃’de 10 saniye, 60℃’de 30 

saniye (ileri ve geri primerler için üretici firmanın sunmuş olduğu sıcaklık değerlerinin ± 

5 ℃ sıcaklık değerleri denererek primer bağlanma sıcaklığı optimize edildi ve tüm 

primerler için ortak olarak 60 ℃ belirlendi) olarak uygulandı. RT-qPCR’da kullanılan 

primerlerin sekans bilgileri Tablo 3.2’de verilmiştir. qPCR işleminden sonra, StepOne™ 

Plus v2.3 yazılımı her reaksiyon için bir CT değeri üretti ve bu CT değerleri kullanılarak 

hedef genler ifadelenmeleri açışından analiz edildi. İlgili genlerin relatif ekpresyonlarının 

farklı hücre grupları arasında karşılaştırılması livak metodu (2-∆∆CT) ile yapıldı (172). 

İnternal kontrol olarak GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz) geni referans alındı. 

Hesaplama sırasında öncelikle [2CT(kontrol grubu hedef gen)/2CT(kontrol grubu GAPDH)]-1= 2-∆CT 

formülü ile kontrol grubu için hedef gen (p53, KRAS vb. )/GAPDH oranı hesaplandı. 

Daha sonra kontrol grubunun her bir hedef geni için ayrı ayrı olmak üzere 2-∆CT değerleri 

toplamının kontrol deney tekrar sayısına bölünmesiyle kontrol grubunda her bir hedef gen 
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için ortalama 2-∆CT değeri hesaplandı. Bunun beraberinde aynı hücre hattına ait her hücre 

grubu için de kontrolde olduğu gibi her bir hedef gen için 2-∆CT değeri hesaplandı. Son 

olarak, aynı hedef genlerin farklı hücre grupları arasında kontrol grubuna kıyasla rölatif 

ifadelenmeleri, aşağıdaki formül kullanılarak belirlendi.  

2 -[∆CT(her bir hücre grubu)-∆CT( kontrol grubu ortalaması)] = 2-∆∆CT.  

 

Tablo 3.2. RT-qPCR primer sekansları. 

Gen İleri 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 İzolasyonu ve Western Blot Analizi  

AuNP-küçük RNA konjugatları ile transfekte edilmiş hücrelerden 72 saat sonra, 

%1 proteaz ve fosfataz (Thermo Fisher) eklenmiş RIPA tamponu (1X RIPA: 50 mM Tris 

HCl (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 sülfat (SDS, PanReac 

AppliChem), pH 7.4) kullanılarak protein izolasyonu yapıldı. 6 kuyucuklu hücre 

plakasında her bir kuyucuk için (~1x106 hücre), 500 μL 1X RIPA tamponu kullanıldı. 

Hücreler, protein izolasyonundan önce üç defa soğuk 1 ml PBS (pH 7.4) ile yıkandıktan 

sonra, soğuk RIPA tamponu ile 6 kuyucuklu kültür plakasından uzaklaştırıldı ve steril 

eppendorf tüplere alındı. Eppendorf tüpler 20 dakika boyunca +4 ℃’de hafifçe 

çalkalandı. Daha sonra, eppendorf tüpler +4℃’de 13,000 rpm’de 20 dakika boyunca 

santrifüj edildi. Santrifüj işlemiyle elde edilen süpernatant kısmında çözülmüş proteinler 

daha sonraki deneysel aşamalarda kullanılmak üzere -80℃ ’de saklandı. Western Blot 

analizi için, hücrelerden izole edilen proteinlerin BCA testi (ABP Biosciences) 

kullanılarak üretici firmanın sağlamış olduğu protokol ile miktar tayini yapıldı. Eşit 

miktarlarda protein (25-40 μg) içeren solüsyon eşit 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 karıştırılıp jele yüklendikten sonra, SDS-PAGE yürütme sistemi (Mini-

PROTEAN Tetra Cell) kullanılarak SDS yürütme tamponu (%3.03 Trizma baz, %14.44 

Glisin (PanReac AppliChem) ve %1 SDS) içerisinde 120 V’de 90 dakika boyunca 

yürütme işlemi uygulandı. SDS-PAGE jel içerikleri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de 

belirtilmiştir. SDS-PAGE sonrası proteinler jelden Western Blot protokolüne uygun 

transfer tamponu kullanılarak (1X yarı-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 edilmiş membran 1.5 saat 

boyunca oda sıcaklığında 1X TBS-T (Tris buffered saline: Tris tamponlu tuz çözeltisi; 20 

mM Trizma baz, 150 mM NaCl, %0.1 Tween 20 (PanReac AppliChem), pH 7.4) ile 

hazırlanmış %5 yağsız süt tozu (Serva) solusyonuyla hafifçe çalkalanarak bloklandı. 

Bloklama işleminden sonra, membranlar, membran yüzeyindeki hedef proteinlere 

spesifik antikorlar (birincil antikor, 1X TBS-T içerisinde hazırlanmış %5 süt tozu 

solusyonunda 1/1000 oranında seyreltilmiş) ile gece boyunca +4 ℃’de (ya da 2 saat oda 
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sıcaklığında) hafifçe çalkalanarak (37 rpm, Daihan) inkübe edildi. İnkübasyonun 

ardından, membranlar 1X TBS-T ile 20’şer dakika boyunca 3’er defa yıkandı. Ardından, 

membranlar birincil antikora bağlanacak olan HRP (At Kestanesi Peroksidazı) enzimi ile 

konjuge edilmiş ikincil antikor (1X TBS-T içerisinde hazırlanmış %5 süt tozu 

solüsyonunda 1/10000 oranında seyreltilmiş) ile 1.5 saat boyunca hafifçe çalkalanarak 

oda sıcaklığında inkübe edildi. Membranlar yeniden 1X TBS-T ile 20’er dakika boyunca 

3’er defa yıkandı ve hedef proteinler, HRP enziminin sübstratı olan ECL (Enhanced 

Chemiluminescence, Geliştirilmiş Kemilüminesans) (Santa Cruz) görüntüleme kiti 

kulanılarak immünokimyasal olarak görüntülenip (G:BOX Chemi XRQ, Syngene) 

GeneTools yazılımı (Syngene) ile analiz edildi. İnternal kontrol olarak GAPDH proteini 

kullanıldı. Analiz sırasında GeneTolls yazılımının sunmuş olduğu protein bant 

yoğunlukları kıyaslanarak farklı hücre grupları arasında her bir protein ekpresyon ilişkisi 

rölatif olarak değerlendirildi. Değerlendirme sırasında öncelikle kontrol grubu için hedef 

protein (p53, KRAS vb. )/GAPDH protein bant yoğunluğu oranı hesaplandı. Daha sonra 

kontrol grubunun her bir hedef proteini için ayrı ayrı olmak üzere bu oranların toplamının 

kontrol deney tekrar sayısına bölünmesiyle kontrol grubunda her bir hedef protein için 

ortalama protein bant yoğunluk oranı hesaplandı. Bunun beraberinde aynı hücre hattına 

ait her hücre grubu için de kontrolde olduğu gibi her bir hedef protein için protein bant 

yoğunluk oranı hesaplandı. Son olarak, aynı hedef proteinlerin farklı hücre grupları 

arasında kontrol grubuna kıyasla rölatif ifadelenmeleri, aşağıdaki formül kullanılarak 

belirlendi; rölatif protein ifadelenmesi = [(Hedef gen protein yoğunluğu oranı)(her bir hücre 

grubu)/(Hedef gen protein yoğunluğu oranı)(kontrol grubu ortalaması)]. Western Blot analizlerinde 

kullanılan birincil ve ikincil antikor bilgileri Tablo 3.5’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.3. SDS-PAGE ayırıcı jel içeriği. 

Ayırıcı jel ( %10) 

Kimyasal (içerik) µL (mikrolitre) 

1.5 Tris HCl pH 8.8 1250 

ddH2O 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 içeriği. 

 

Tablo 3.5. Western Blot analizlerinde kullanılan antikor bilgileri. 

Antikor Şirket Katalog Numarası 

Anti-p53 Abcam ab131442 

Anti-p21 Elabscience E-AB-66357 

Anti-Cyclin D1 Elabscience E-AB-63508 

Anti-CDK4 Elabscience E-AB-13989 

Anti-CDK6 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 

İstifleme jeli (%5) 

Kimyasal (içerik) µL (mikrolitre) 

1M Tris HCl pH 6.8 375 

ddH2O 2088 

%30 akrilamid/bis akrilamid (37.5:1) 506 

%20 SDS 15 

%10 APS  15 

TEMED 1.5 
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3.10. Hücre Canlılığı Testi  

Aynı hücre hattına ait farklı hücre gruplarında hücre canlılığı CellTiter-Blue® Cell 

Viability Assay (Promega) kiti kullanılarak üretici firmanın protokolü uygulanıp tespit 

edildi ve gruplar arasında karşılaştırıldı. 6’lı hücre plakasında küçük RNA’lar ile 

transfekte edilen hücreler 24 saat sonunda eski besi yeri uzaklaştırıldıktan sonra 3’er defa 

2 ml PBS ile yıkandı. Ardından, yıkanmış her bir kuyucuğa 500’er μL %0.25’lik tripsin 

çözeltisi eklenerek 37 °C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin plakanın 

tabanından kalkması sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri 

eklenerek steril eppendorf tüplere alındı. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj 

işleminden sonra hücreler 96 kuyucuklu plakada 1000 hücre/kuyu yoğunluğunda ekildi. 

Hücre büyümesi 5 gün boyunca günlük olarak değerlendirildi. Ölçüm sırasında, her 

kuyunun bir önceki besi yeri ortamı, 10 uL CellTiter-Blue® solüsyonu ile önceden 

karıştırılmış 100 uL taze besi yeri ortamı ile değiştirildi. Ardından, 37°C'de 2 saat 

inkübasyondan sonra, her bir kuyunun 570 ve 600 nm'de absorbansı Biotek Epoch 

Mikroplaka Spektrofotometre ile tespit edildi ve her ölçüm sonrasında besi yeri ortamı 

taze büyüme ortamı (%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile 

desteklenmiş DMEM) ile yeniden değiştirildi. Hücre canlılığının 5 günlük 

değerlendirilmesi adına her bir deneysel gruba ait günlük ölçümlerden elde edilen 570 

nm’deki absorbans değerinden 600 nm’deki absorbans değeri çıkarılarak gruplar 

arasındaki hücre canlılığı farklılıkları günlük olarak tespit edildi. Ayrıca, hücre canlılık 

oranları [((O2 x A1) - (O1 x A2))/((O2 x P1) - (O1 x P2))]x100 formülü kullanılarak 

belirlendi. Bu formülde; O1 = 570 nm'de oksitlenmiş resazurin'in molar tükenme 

katsayısı, O2 = 600 nm'de oksitlenmiş resazurin’in molar tükenme katsayısı, A1 = 570 

nm'de test gruplarının (yalnızca AuNP (mock grubu) veya AuNP-küçük RNA 

konjugatları ile transfekte edilmiş hücre grubu) absorbansı, A2 = 600 nm'de test 

gruplarının (yalnızca AuNP (mock grubu) veya AuNP-küçük RNA konjugatları ile 

transfekte edilmiş hücre grubu) absorbansı, P1 = 570 nm'de pozitif büyüme kontrol grubu 

(transfekte edilmemiş hücre grubu) absorbansı, P2 = 600 nm'de pozitif büyüme kontrol 

grubu (transfekte edilmemiş hücre grubu) absorbansı.  

 

3.11. Hücre Döngüsü Analizi 

Hücreler AuNP-küçük RNA konjugatları ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 

kuyucuklu kültür plakasından besi yeri uzaklaştırıldı ve plakanın her kuyucuğu 3’er defa 

PBS ile yıkandı. Ardından, yıkanmış olan her kuyucuğa 500’er μL %0.25’lik tripsin 
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çözeltisi eklenerek 37 °C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin kültür plakası 

tabanından kalkması sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri 

eklenerek steril eppendorf tüplere alındı. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj 

işleminden sonra her bir hücre pelleti eppendorf tüplerde hafifçe çalkalanarak %70 etanol 

(Sigma) ile çözüldü ve 4°C'de 2 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonrasında hücreler, 

7 dakika boyunca santrifüj edildi ve PBS ile iki kez yıkandıktan sonra, 500 μL PBS 

içerisinde seyreltilmiş 0.1 mg/mL RNase A ile 37°C'de 30 dakika inkübe edildi. Santrifüj 

edilerek elde edilen hücre pelleti, daha sonra PBS içerisinde hazırlanmış 0.05 mg/ml 

propidyum iyot (PI) ile yeniden süspanse edildi ve ışıktan korunarak 4°C'de 30 dakika 

boyunca inkübe edildi. Son olarak, PI ile inkübe edilmiş hücreler BD Accuri™ C6 Plus 

akış sitometresi (BD Life Sciences) kullanlıarak analiz edildi. Aynı hücre hattına ait her 

hücre grubu başına maksimum 10.000 olay (hücre) analiz edildi ve hücre kalıntıları, ileri 

saçılım (FSC) ve yan saçılım (SSC) ışık geçişine dayalı olarak analizden çıkartıldı. PI, 

mavi bir lazer (488 nm) tarafından uyarıldı ve FL2 kanalında 585/40nm bandpass filtre 

kullanılarak floresan ışıma tespit edildi. Elde edilen sonuçlar, BD Accuri™ C6 Plus 

yazılımı (BD Life Sciences) kullanılarak analiz edildi. Analizler neticesinde, AuNP-

küçük RNA konjugatlarının hücre döngüsü üzerindeki etkisi değerlendirilerek aynı hücre 

hattına ait farklı hücre grupları arasında hücre döngüsü evreleri karşılaştırıldı. 

 

3.12. Apoptoz ve Nekroz Testleri  

İlgili testler, apoptoz kiti kullanılıp üretici firma protokollerine bağlı kalınarak 

yapıldı (BioLegend, APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI). Hücreler AuNP-

küçük RNA konjugatları ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 kuyucuklu kültür 

plakasından besi yeri uzaklaştırıldı ve plakanın her kuyucuğu 3’er defa PBS ile yıkandı. 

Ardından, yıkanmış olan her kuyucuğa 500’er μL 0.25’lik tripsin çözeltisi eklenerek 37 

°C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin kültür plakası tabanından kalkması 

sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri eklenerek steril eppendorf 

tüplere alındı. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj işleminden sonra her bir hücre 

pelleti eppendorf tüpler içerisinde kit tarafından sağlanan 100 µL Annexin V bağlama 

tamponu ile yeniden süspanse edildi ve üzerine 5 µL Anneksin V-FITC konjugatı (90 

µg/ml) ve 10 µL PI (0.5 mg/ml) boyası eklenip hafifçe çalkalandıktan sonra 15 dakika 

boyunca ışık görmeyen ortamda oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

son durumdaki hücre solusyonunun üzerine 400 µL daha Annexin V bağlama tamponu 
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eklendi ve apoptoz ve nekrozu saptamak için hücre örnekleri BD Accuri™ C6 Plus Flow 

Cytometer cihazı kullanılarak analiz edildi. Aynı hücre hattına ait her hücre grubu başına 

maksimum 10.000 olay (hücre) analiz edildi ve hücre kalıntıları, ileri (FSC) ve yan 

saçılım (SSC) ışık geçişine dayalı olarak analizden çıkartıldı. FITC ve PI, mavi bir lazer 

(488 nm) tarafından uyarıldı ve FITC FL1 kanalında 533/30 nm, PI ise FL2 kanalında 

585/40nm bandpass filtre kullanılarak floresan tespit edildi. Akış sitometrisi tarafından 

üretilen veriler, BD Accuri™ C6 Plus yazılımı kullanılarak farklı hücre uygulama 

gruplarında AuNP-küçük RNA konjugatlarının apoptozu tetikleyip tetiklemediği analiz 

edilerek aynı hücre hattına ait farklı hücre grupları arasında apoptoz oranları 

karşılaştırıldı. 

 

3.13. Koloni Oluşturma Deneyi 

Koloni oluşturma deneyi daha önce literatürde rapor edildiği şekliyle uygulandı 

(18). Hücreler AuNP-küçük RNA konjugatları ile transfekte edildikten 24 saat sonra 6 

kuyucuklu kültür plakasından besi yeri uzaklaştırıldı ve plakanın her kuyucuğu 3’er defa 

PBS ile yıkandı. Ardından, yıkanmış olan her kuyucuğa 500’er μL %0.25’lik tripsin 

çözeltisi eklenerek 37 °C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin kültür plakası 

tabanından kalkması sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri 

eklenerek steril eppendorf tüplere alındı. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj 

işleminden sonra her bir hücre pelleti taze besi yeri ortamı ile yeniden süspanse edildi ve 

JuLI™ Br cihazı ile hücre sayımı yapıldıktan sonra yaklaşık 1000 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde yeni bir steril 6 kuyucuklu plakanın her kuyucuğuna ekildi. Hücre büyümesini 

sürdürmek için kültür ortamı her 3 günde bir değiştirildi. 10. günde, koloniler 3’er defa 

steril PBS ile yıkandıktan sonra 15 dakika boyunca soğuk %100 metanol ile fikse edildi. 

Ardından, metanol uzaklaştırıldı ve koloniler oda sıcaklığında 30 dakika boyunca %25 

metanol ve %75 ddH2O içeren solüsyon ile hazırlanmış %0.5 kristal viyolet (Merck) ile 

boyandı. Koloniler, fazla boya uzaklaştırılınca kadar steril distile su ile yıkandı ve oda 

sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Koloni oluşum hızı, aynı hücre hattına ait her farklı 

hücre grubu için ayrı ayrı olmak üzere aşağıdaki formül ile hesaplandı.  

Koloni oluşum hızı (%) = (koloni sayısı/ekilen hücre sayısı) × 100. Hesaplama ile 

elde edilen veriler aynı hücre hattına ait farklı hücre grupları ile karşılaştırılarak AuNP-

küçük RNA transfeksiyon uygulamasının hücre hatlarında koloni oluşturma hızı 

üzerindeki etkisi analiz edildi. 
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3.14. Yara İyileşmesi Deneyi 

Yara iyileşmesi deneyi daha önce literatürde uygulandığı şekliyle gerçekleştirildi 

(19). Hücreler AuNP-küçük RNA konjugatları ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 

kuyucuklu kültür plakasından besi yeri uzaklaştırıldı ve plakanın her kuyucuğu 3’er defa 

PBS ile yıkandı. Ardından, yıkanmış olan her kuyucuğa 500’er μL %0.25’lik tripsin 

çözeltisi eklenerek 37 °C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin kültür plakası 

tabanından kalkması sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri 

eklenerek steril eppendorf tüplere alındı. 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj 

işleminden sonra her bir hücre pelleti taze besi yeri ortamı ile yeniden süspanse edildi ve 

JuLI™ Br cihazı ile hücre sayımı yapıldıktan sonra yaklaşık 5x105 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde yeni bir steril 6 kuyucuklu plakanın her kuyucuğuna ekildi. Gece boyunca 

inkübasyondan sonra, birleşik hücre tabakaları, 10 uL (Thermo Fisher) steril pipet ucu ile 

çizildi. Daha sonra yapışmayan hücreler sterilize edilmiş PBS ile 3 defa yıkandı ve 

kuyucuklara taze besi yeri ortamı ilave edildi. Çiziğin neden olduğu boşluk alanı, hücre 

görüntüleme sistemi (JuLI™ Br) ile izlendi. Her kuyucukta üç rastgele örtüşmeyen alan, 

çizimden 0, 12 ve 24 saat sonra fotoğraflandı. İki doğrusal bölge arasındaki çizik 

genişliği, yara kapanmasının kapasitesini değerlendirmek için ölçüldü. Ölçümler 

sonunda, aynı hücre hattına ait farklı hücre grupları arasında çizik genişliğinin kapanması 

açısından karşılaştırması yapıldı. Değerlendirme sırasında aynı hücre hattına ait her hücre 

grubu için 12. ve 24. saat sonrasındaki çizik genişliği ölçümleri, 0. saat çizik genişliğine 

oranlanarak gruplar içinde yara kapanma oranı hesaplandı. Her hücre grubu arasında yara 

kapanma oranlarının hesaplanması sırasında aşağıdaki formül kullanıldı.  

Yara kapanma oranı (%) = (100 - ((12. veya 24. saat çizik genişliği)/(0. saat çizik 

genişliği)) x 100). Daha sonra aynı hücre hattına ait farklı hücre grupları arasında yara 

kapanma oranları karşılaştırıldı.  

 

3.15. Migrasyon ve İnvazyon Deneyleri  

Migrasyonu (hücresel göçü) incelemek için polikarbonat membran (Transwell® 

Permeable Supports, Polycarbonate (PC) Membrane, 3428) kullanılarak Boyden çemberi 

testi uygulandı. İnvasyonu (hücresel istilayı) incelemek için ise Boyden çemberi testi, 

polikarbonat membran üzerine 1 ml hücre dışı matris (200-300 μg/mL) (Corning® 

Matrigel® Basement Membrane Matrix, 354234) eklendikten sonra 37 °C’de 30 dakika 

inkübe edilerek hazırlanıp uygulandı. Her iki deneysel uygulama sırasında hücre 

plakasının deneysel amaçlı kullanılacak her bir kuyucuğuna 8 μm por çapına sahip steril 
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polikarbonat membran (invazyon için üzerine hücre dışı matris eklenmiş membran) 

yerleştirildi ve kuyucuklar 2 farklı bölmeye ayrıldı. Membran altında kalan bölmeye 

serum ilave edilmiş besi yeri (2600 μL), membran üzerine ise transfekte edilmiş hücre 

içeren serum ilavesiz taze besi yeri (1500 μL) eklenerek uygulamalar gerçekleştirildi. İlk 

olarak, hücrelerin polikarbonat membran üzerine eklenmesinden önce hücreler AuNP-

küçük RNA konjugatları ile transfekte edildikten 72 saat sonra 6 kuyucuklu kültür 

plakasından besi yeri uzaklaştırıldı ve plakanın her kuyucuğu 3’er defa PBS ile yıkandı. 

Ardından, yıkanmış olan her kuyucuğa 500’er μL %0.25’lik tripsin çözeltisi eklenerek 37 

°C’lik inkübatörde 5 dakika bekletildi ve hücrelerin kültür plakası tabanından kalkması 

sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine 1’er ml taze besi yeri eklenerek steril eppendorf 

tüplere alındı ve 1000 rpm’de 7 dakika boyunca santrifüj edildi. Elde edilen her bir hücre 

pelleti serum ilavesiz taze besi yeri ortamı ile yeniden süspanse edildi ve hücre sayımı 

yapıldı. Sayımı yapılan hücreler invazyon ve migrasyon deneyleri için 105 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde serumsuz besi yeri içerisinde membranlar (invazyon için üzerine hücre dışı 

matris eklenmiş membranlar) üzerine eklendi ve 24 saat boyunca %5 CO2 içeren 

nemlendirilmiş inkübatörde 37 °C’de kültüre edildi. Süre sonunda, membran üstündeki 

(serumsuz besi yeri kısmında kalan) membran boyunca hareket etmeyen hücreler steril 

pamuk yardımıyla uzaklaştırıldı. Ardından, membran boyunca hareket eden hücreler, 

soğuk %100 metanol ile 15 dakika boyunca fikse edildikten sonra, %0.5’lik kristal viyolet 

ile 1 saat boyunca oda sıcaklığında boyandı. Son olarak, membranlar steril distile su ile 

yıkanıp fazla boya uzaklaştırıldı ve membranın serumlu besi yerine bakan kısmındaki 

hücreler mikroskop altında sayıldı. Sayma işlemi ile elde edilen hücre sayıları 

kullanılarak aynı hücre hattına ait farklı uygulama grupları arasında migrasyon ve 

invazyon kapasiteleri karşılaştırıldı. Karşılaştırma işlemleri sırasında aşağıdaki formül 

kullanıldı.  

Migrasyon veya invazyon (%) = [(herbir uygulama grubunda membranı geçen 

hücre sayısı)/(kontrol grubunda membranı geçen hücre sayısı)] x 100. 

 

3.16. İstatistiksel Analiz  

Her deneysel uygulama için aynı hücre hattına ait kontrol hücre grubu (transfekte 

edilmemiş hücre grubu) ile test gruplarının (yalnızca AuNP (mock grubu) veya AuNP-

küçük RNA konjugatları ile transfekte edilmiş hücre grubu) arasında, ve siKras ve sap53 

tekli transfeksiyon grupları ile AuNP-siKras-sap53 birlikte transfeksiyon grubu arasında 

deneysel süreçlerden elde edilmiş olan sonuçlar karşılaştırılarak kıyaslama verileri elde 
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edildi. Aynı hücre hattına ait herhangi iki uygulama grubu arasındaki deneysel farklılık 

düzeyi student’s t-test uygulanarak istatistiksel olarak karşılaştırıldı. Bu karşılaştırma 

neticesinde elde edilmiş olan p˂0.05 değeri deney sonuçları açısından iki grup arasındaki 

farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğunu belirtmektedir. p˂0.05’den daha küçük 

değerler (p˂0.01 veya p˂0.00.1) iki grup sonuçları arasında istatistiksel açıdan daha fazla 

farklılığı ifade etmektedir. p≥0.05 değerleri ise iki grup sonuçları arasındaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığını ifade etmektedir. Kontrol grubu ile kıyaslamalarda 

anlamlı farkı ifade etmek için ‘*’ simgesi, AuNP-siKras-sap53 birlikte (kombine) 

transfeksiyonu ile kıyaslamalarda ise bu farkı ifade etmek için ‘#’ simgesi kullanıldı. 

İstatistiksel analiz için her bir deneysel grubun 3’lü biyolojik tekrar sonuçları 

değerlendirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Çalışmada Kullanılan Hücre Hatlarının Morfolojisi 

Çalışmada kullanılan A549 ve HCT116 hücrelerinin morfolojik görüntüleri 

JuLI™ Br hücre görüntüleme cihazı ile 1X, 4X ve 16X büyütülerek Şekil 4.1’de 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.1. A549 hücresinin 1X (a), 4X (b), 16X (c) ve HCT116 hücresinin 1X (d), 4X (e), 

16X (f) görüntüleri. 

  

4.2. AuNP Sentezi ve Karakterizasyonu  

AuNP sentezinin karakterizasyonu, spektrofotometre ve zeta boyut ve potansiyel 

analizleri ile sağlandı. Spektrofotometre analizleri doğrultusunda sentezlenmiş 20 nm 

AuNP için 521 nm dalga boyunda maksimum absorbans gözlemlendi ve böylece 20 nm 

AuNP sentezi spektrofotometrik olarak doğrulandı. Zeta boyut analizleri ile sentezlenen 
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AuNP çözeltisinde partikül ortalama boyutu 20.07 nm olarak tespit edildi. Zeta potansiyel 

analizi doğrultusunda AuNP çözeltisinin ortalama -31.46 mV potansiyele sahip olduğu 

gözlemlendi. Böylece zeta boyut ve potansiyel analizleri ile 20 nm AuNP sentezi 

doğrulandı. AuNP sentez sonuçları ile ilgili görüntü ve grafikler Şekil 4.2’de verilmiştir.  

 
Şekil 4.2. AuNP sentez ve analiz görüntüleri. 20 nm AuNP çözeltisi (a), 3 kat konsantre 

edilmiş AuNP çözeltisi (b), spektrofotometrik analiz grafiği (c), zeta boyut analizi grafiği 

(d) ve zeta potansiyel analizi grafiği (e). 
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4.3. AuNP-küçük RNA Konjugasyonu ve Konjugasyonun Doğrulanması 

AuNP sentezi ve karakterizasyonundan sonra AuNP-küçük RNA konjugasyonları 

gerçekleştirildi ve her bir küçük RNA (siKras, sap53, kontrol saRNA ve kontrol siRNA) 

AuNP konjugasyonu spektrofotometre ve zeta boyut ve potansiyel analizleri ile 

doğrulandı. AuNP konjugatları %5 BSA içeren 20 mM sodyum fosfat tamponu içerisinde 

saklandığı için AuNP-BSA konjugatı karşılaştırma amacı ile karakterizasyona dahil 

edildi. Yalnızca BSA ortamında saklanan AuNP’ler için spektrotometrik olarak 

maksimum absorbans verdiği dalga boyunda 2 nm artış ile 523 nm’de maksimum 

absorbans gözlemlendi. AuNP-küçük RNA konjugatlarının ise maksimum absorbans 

verdiği dalga boylarında sırasıyla AuNP-kontrol saRNA için 6 nm (527 nm), AuNP-

sap53 için 6 nm (527 nm), AuNP-kontrol siRNA için 5 nm (526 nm), AuNP-siKras için 

6 nm (527 nm), AuNP-kontrol siRNA+kontrol saRNA için 5 nm (526 nm) ve AuNP-

siKras+sap53 için 6 nm (527 nm) artış ile maksimum absorbans gözlemlendi. Bu 

gözlemler doğrultusunda AuNP-küçük RNA konjugasyonları spektrofotometrik olarak 

doğrulandı. Farklı AuNP konjugatları için konjugasyondan önce ve sonraki görüntüler 

Şekil 4.3’de verilmiştir. Konjugatların spektrofotometrik analiz grafikleri Şekil 4.4’de 

verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.3. AuNP-küçük RNA konjugatlarının konjugasyon öncesi ve sonrası görüntüleri. 
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Şekil 4.4. AuNP-küçük RNA konjugatlarının konjugasyon öncesi ve sonrası 

spektrofotometrik veri grafikleri. 

 

Zeta boyut analizinde ise spektrofotometrik analizler ile paralel sonuçlar elde 

edildi ve konjugatlar için ortalama partikül boyutlarında sırasıyla AuNP-BSA için 5.95 

nm (26.02 ± 0.17 nm), AuNP-kontrol saRNA için 10.44 nm (30.51 ± 0.23 nm ), AuNP-

sap53 için 10.64 nm (30.71 ± 0.65 nm), AuNP-kontrol siRNA 10.28 nm (30.35 ± 0.29 

nm), AuNP-siKras için 10.85 nm (30.92 ± 0.59 nm), AuNP-kontrol siRNA+kontrol 

saRNA için 10.54 nm (30.61 ± 0.43 nm) ve AuNP-siKras+sap53 10.79 nm (30.86 ± 0.38 

nm) artış gözlemlendi. AuNP-küçük RNA konjugatlarının AuNP-BSA konjugatına 

oranla ortalama partikül boyutlarında daha fazla artış göstermesiyle konjugasyon zeta 

boyut analizi ile doğrulandı. Konjugatların zeta boyut analiz grafikleri Şekil 4.5’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.5. AuNP-küçük RNA konjugatlarının konjugasyon öncesi ve sonrası zeta boyut 

analizi veri grafikleri. 

 

Zeta potansiyel analizinde ise konjugatlar için ortalama zeta potansiyellerinde 

sırasıyla AuNP-BSA için 13.85 mV (-17.61 ± 0.57 mV), AuNP-kontrol saRNA için 4.09 

mV (-27.37 ± 0.16 mV), AuNP-sap53 için -1.2 mV (-32.66 ± 0.88 mV), AuNP-kontrol 

siRNA 2.58 mV (-28.88 ± 0.25 mV), AuNP-siKras için 1.77 mV (-29.69 ± 0.29 mV), 

AuNP-kontrol siRNA+kontrol saRNA için 1.94 mV (-29.52 ± 0.44 mV), ve AuNP-

siKras+sap53 1.07 mV (-30.39 ± 0.16 mV) artış gözlemlendi. AuNP-küçük RNA 

konjugatlarının AuNP-BSA konjugatına oranla ortalama potansiyellerinde çok daha az 

artış göstermesiyle konjugasyon zeta potansiyel analizi ile doğrulandı. Konjugatların zeta 

potansiyel analiz grafikleri Şekil 4.6’da verilmiştir. 
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Şekil 4.6. AuNP-küçük RNA konjugatlarının konjugasyon öncesi ve sonrası zeta 

potansiyel analizi veri grafikleri. 

 

AuNP-küçük RNA konjugasyonları teyit edildikten sonra, AuNP konsantrasyonu 

başına küçük RNA konsantrasyonu; konjuge olmuş küçük RNA (µM) / AuNP (mM)= 

[((((konjugasyon öncesi küçük RNA absorbans değeri (A260)-(konjugasyon sonrası 

konjuge olmamış küçük RNA absorbans değeri (A260))) / (konjugasyon öncesi küçük 

RNA absorbans değeri (A260))) x (ilk küçük RNA konsantrasyonu (µM))) / (teorik olarak 

hesaplanmış AuNP konsantrasyonu (mM))]= [((((0.4127)-(0.071)) / (0.4127)) x (4 µM)) 

/ (1.8 mM)] işlemi ile yaklaşık olarak 1 mM AuNP başına 1.84 µM küçük RNA 

konsantrasyonu hesaplandı. Transfeksiyon işlemleri için hesaplanmış bu veriler 

üzerinden AuNP-küçük RNA konjugatları uygulandı. Uygulama sırasında 25, 50 ve 100 

nM küçük RNA transfeksiyonu için sırayla 13.5, 27 ve 54 µM AuNP birlikte 

transfeksiyon işlemlerine dahil oldu. 
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4.4. RT-qPCR ile mRNA İfadelenme Analizi 

Hücrelerin, AuNP-küçük RNA transfeksiyonundan 72 saat sonra toplam RNA 

izolasyonları gerçekleştirildi ve 1 µg toplam RNA’dan tamamlayıcı DNA (cDNA) 

sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar StepOne™ Plus v2.3 yazılımı ile StepOnePlus™ Real-

Time PCR Sisteminde analiz edildi. qPCR işleminden sonra, StepOne™ Plus v2.3 

yazılımı her reaksiyon için bir CT değeri üretti ve bu CT değerleri kullanılarak hedef genler 

mRNA ifadelenmeleri açışından analiz edildi.  

Her iki hücre hattına ait farklı uygulama grupları (kontrol grubu (transfekte 

edilmemiş hücre grubu), yalnızca AuNP ile transfekte edilmiş hücre grubu (mock grubu) 

ve AuNP-küçük RNA konjugatları ile transfekte edilmiş hücre grubu) için StepOne™ 

Plus v2.3 yazılımının sağlamış olduğu her bir gene ait CT değeri kullanılıp livak metodu 

uygulanarak mRNA ifadelenme seviyeleri analiz edildi. İlk olarak A549 ve HCT116 

hücre hatları için p53 ve KRAS mRNA seviyelerinin farklı hücre uygulama gruplarında 

kontrol grubuna kıyasla oranları analiz edildi. Elde edilen sonuçlar grafiksel veri halinde 

A549 ve HCT116 hücreleri için sırasıyla Şekil 4.7 ve Şekil 4.8’de gösterilmiştir. Bu 

verilerden yola çıkılarak 25, 50 ve 100 nM sap53 ve siKras uygulamalarının neden olduğu 

p53 ve KRAS mRNA seviyelerindeki değişim değerlendirilmiş olup son konsantrasyon 

olarak 50 nM sap53 ve siKras sağlayan AuNP-küçük RNA konjugatlarının uygulanmış 

olduğu grupların p53 ve KRAS mRNA seviyelerinin kontrol grubuna oranla, A549 hücre 

hattında p53 mRNA’sı için ortalama 4.01 kat fazla ifade olmasına, KRAS mRNA’sı için 

ortalama 5.76 kat az ifade olmasına, HCT116 hücre hattında ise p53 mRNA’sı için 

ortalama 3.48 kat fazla ifade olmasına, KRAS mRNA’sı için ortalama 5.68 kat az ifade 

olmasına neden olduğu tespit edildi. Her iki hücre hattının farklı konsantrayonlarda 

AuNP, AuNP-kontrol siRNA ve AuNP-kontrol saRNA konjugatları ile transfekte 

olmasının p53 ve KRAS mRNA seviyelerinde kontrol grubuna kıyasla farka neden 

olmadığı tespit edildi.  
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Şekil 4.7. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında p53 ve KRAS rölatif mRNA 

ifadelenme seviyeleri. 

 

 

Şekil 4.8. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında p53 ve KRAS rölatif 

mRNA ifadelenme seviyeleri. 
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Bu değerlendirmelerden yola çıkılarak daha sonra yapılan qPCR analizlerinde son 

konsantrasyonda 50 nM küçük RNA’ların her ikisi ile birlikte transfekte edilmiş (AuNP-

kontrol siRNA+kontrol saRNA konjugatı veya AuNP-siKras+sap53 konjugatı ile 

transfekte edilmiş) olan hücre grupları ile kontrol grubu arasında mRNA seviye farkları 

analiz edilmiştir. Her iki hücre hattı son konsantrasyonda 50 nM siKras ve sap53 sağlayan 

AuNP-siKras+sap53 konjugatı ile transfekte edildi ve p53 ve KRAS mRNA seviyelerinin 

kontrol grubuna oranla, A549 hücre hattında p53 mRNA’sı için ortalama 8.32 kat fazla 

ifade olmasına, KRAS mRNA’sı için ortalama 6.29 kat az ifade olmasına, HCT116 hücre 

hattında ise p53 mRNA’sı için ortalama 6.54 kat fazla ifade olmasına, KRAS mRNA’sı 

için ortalama 6.17 az ifade olmasına neden olduğu tespit edildi. Böylelikle, sap53 ve 

siKras’ın birlikte 50 nM konsantrasyonla transfekte edilmesi, ayrı ayrı 

transfeksiyonlarına kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında p53 mRNA 

seviyesini 2.08 ve 1.88 kat arttırdığı (p<0.001, p<0.01) ve KRAS mRNA seviyesini 

değiştirmediği (p>0.05) tespit edildi. Her iki hücre hattı için 54 µM AuNP ve her iki 

küçük RNA için son konsantrasyonda 50 nM sağlayan AuNP-kontrol siRNA+kontrol 

saRNA konjugatı ile transfekte olmasının p53 ve KRAS mRNA seviyelerinde kontrol 

grubuna kıyasla farka neden olmadığı tespit edildi. Analizler yalnızca p53 ve KRAS 

mRNA seviyeleri ile sınırlı kalmayıp, p53 ve KRAS’ın alt sinyal yolaklarında görev 

yapan diğer genlerin de A549 ve HCT116 hücre hatları için 50 nM küçük RNA’ların her 

ikisi ile birlikte transfekte edilmiş gruplarında mRNA seviyelerinin kontrol grubuna 

kıyasla oranları analiz edilmiş olup, sonuçlar grafiksel veri halinde A549 ve HCT116 

hücre hatları için sırasıyla Şekil 4.9 ve Şekil 4.10’da verilmiştir. A549 hücre hattında 

AuNP-siKras-sap53 birlikte konjugatı ile transfekte olmuş hücrelerde kontrol grubuna 

kıyasla ortalama p21 seviyesi 7.1, PUMA seviyesi 7.03 ve BAX seviyesi 6.47 kat mRNA 

düzeyinde arttığı, siklin D1 seviyesi 6.32, CDK4 seviyesi 6.85, CDK6 seviyesi 6.92, 

BCL-2 seviyesi 5.99 kat mRNA düzeyinde ifadelenmelerinin azaldığı gözlemlendi. 

Kaspaz-9, Kaspaz-3, Erk 1/2 ve Akt mRNA ifadelenmeleri düzeyinde AuNP-siKras-

sap53 ile kontrol grubu arasında anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0.05). HCT116 hücre 

hattında ise AuNP-siKras-sap53 birlikte konjugatı ile transfekte olmuş hücrelerde kontrol 

grubuna kıyasla ortalama p21 seviyesi 5.87, PUMA seviyesi 5.76 ve BAX seviyesi 5.67 

kat mRNA düzeyinde arttığı, siklin D1 seviyesi 4.70, CDK4 seviyesi 4.62, CDK6 

seviyesi 4.69, BCL-2 seviyesi 4.27 kat mRNA düzeyinde ifadelenmelerinin azaldığı 

gözlemledi. Kaspaz-9, Kaspaz-3, Erk 1/2 ve Akt mRNA ifadelenmeleri düzeyinde AuNP-

siKras-sap53 ile kontrol grubu arasında anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0.05). 
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Şekil 4.9. A549 hücre hattında p53 ve KRAS alt yolaklarında görevli genlerin rölatif 

mRNA ifadelenme seviyeleri. 

 

 

Şekil 4.10. HCT116 hücre hattında p53 ve KRAS alt yolaklarında görevli genlerin rölatif 

mRNA ifadelenme seviyeleri. 
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4.5. Western Blot ile Protein İfadelenme Analizi 

Hücrelerden, AuNP-küçük RNA transfeksiyonundan 72 saat sonra protein 

izolasyonu gerçekleştirildi ve BCA testi kullanılarak protein miktar tayini yapıldı. Her iki 

hücre hattı için farklı uygulama gruplarından (kontrol grubu (transfekte edilmemiş hücre 

grubu), yalnızca AuNP ile transfekte edilmiş hücre grubu (mock grubu) ve AuNP-küçük 

RNA konjugatları ile transfekte edilmiş hücre grubu) eşit miktar protein kullanılarak 

SDS-PAGE ve Western Blot analizleri gerçekleştirildi. Western Blot tekniği ile elde 

edilmiş olan protein bant yoğunlukları kullanılarak hedef genler protein ifadelenmeleri 

açısından analiz edildi.  

İlk olarak A549 ve HCT116 hücre hatları için p53 ve KRAS protein seviyelerinin 

farklı hücre uygulama gruplarında kontrol grubuna kıyasla oranları analiz edildi. Elde 

edilen sonuçlar, protein bant görüntüleri ve grafiksel veri halinde A549 ve HCT116 

hücreleri için sırasıyla Şekil 4.11 ve Şekil 4.12’de verilmiştir. Bu verilerden yola çıkılarak 

25, 50 ve 100 nM sap53 ve siKras uygulamalarının neden olduğu p53 ve KRAS protein 

seviyelerindeki değişim değerlendirilmiş olup son konsantrasyon olarak 50 nM sap53 ve 

siKras sağlayan AuNP-küçük RNA konjugatlarının uygulanmış olduğu grupların p53 ve 

KRAS protein seviyelerinin kontrol grubuna oranla, A549 hücre hattında p53 proteini 

için ortalama 3.47 kat fazla ifade olmasına, KRAS proteini için ortalama 7.69 kat az ifade 

olmasına, HCT116 hücre hattında ise p53 proteini için ortalama 3.26 kat fazla ifade 

olmasına, KRAS proteini için ortalama 7.33 kat az ifade olmasına neden olduğu tespit 

edildi. Her iki hücre hattının farklı konsantrayonlarda AuNP, AuNP-kontrol siRNA ve 

AuNP kontrol saRNA konjugatları ile transfekte olmasının p53 ve KRAS protein 

seviyelerinde kontrol grubuna kıyasla farka neden olmadığı tespit edildi. 
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Şekil 4.11. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında p53 ve KRAS rölatif protein 

ifadelenme seviyeleri. 

  

 
Şekil 4.12. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında p53 ve KRAS rölatif 

protein ifadelenme seviyeleri. 
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Bu değerlendirmelerden yola çıkılarak daha sonra yapılan Western Blot 

analizlerinde son konsantrasyonda 50 nM küçük RNA’ların her ikisi ile birlikte transfekte 

edilmiş (AuNP-kontrol siRNA+kontrol saRNA konjugatı veya AuNP-siKras+sap53 

konjugatı ile transfekte edilmiş) olan hücre grupları ile kontrol grubu arasında protein 

seviye farkları analiz edilmiştir. Her iki hücre hattı son konsantrasyonda 50 nM siKras ve 

sap53 sağlayan AuNP-siKras+sap53 konjugatı ile transfekte edilmiş ve p53 ve KRAS 

mRNA seviyelerinin kontrol grubuna oranla, A549 hücre hattında p53 proteini için 

ortalama 7.16 kat fazla ifade olmasına, KRAS proteini için ortalama 8.13 kat az ifade 

olmasına, HCT116 hücre hattında ise p53 proteini için ortalama 6.04 kat fazla ifade 

olmasına, KRAS proteini için ortalama 7.70 kat az ifade olmasına neden olduğu tespit 

edilmiştir. Böylelikle, sap53 ve siKras’ın birlikte 50 nM konsantrasyonla transfekte 

edilmesi, ayrı ayrı transfeksiyonlarına kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında 

p53 protein seviyesini 2.06 ve 1.85 kat arttırdığı (p<0.001, p<0.01) ve KRAS protein 

seviyesini değiştirmediği saptandı (p>0.05). Her iki hücre hattı için 54 µM AuNP ve her 

iki küçük RNA için son konsantrasyonda 50 nM sağlayan AuNP-kontrol siRNA+kontrol 

saRNA konjugatı ile transfekte olmasının p53 ve KRAS protein seviyelerinde kontrol 

grubuna kıyasla farka neden olmadığı tespit edildi. Analizler yalnızca p53 ve KRAS 

proteinler seviyeleri ile sınırlı kalmayıp, p53 ve KRAS’ın alt sinyal yolaklarında görev 

yapan diğer genlerin de A549 ve HCT116 hücre hatları için 50 nM küçük RNA’ların her 

ikisi ile birlikte transfekte edilmiş gruplarında protein seviyelerinin kontrol grubuna 

kıyasla oranları analiz edilmiş olup, sonuçlar protein bant görüntüleri ve grafiksel veri 

halinde A549 hücre hattı için Şekil 4.13 ve Şekil 4.14’da, HCT116 hücre hattı için Şekil 

4.15 ve Şekil 4.16’da verilmiştir. A549 hücre hattında AuNP-siKras-sap53 birlikte 

konjugatı ile transfekte olmuş hücrelerde kontrol grubuna kıyasla ortalama p21 seviyesi 

6.73, PUMA seviyesi 6.63 ve BAX seviyesi 6.31, Kesilmiş Kaspaz-9 (K-Kaspaz-9) 

seviyesi 6.40, Kesilmiş Kaspaz-3 (K-Kaspaz-3) seviyesi 6.30 kat protein düzeyinde 

arttığı, siklin D1 seviyesi 7.87, CDK4 seviyesi 8.11, CDK6 seviyesi 8.36, BCL-2 seviyesi 

8.54, Kaspaz-9 seviyesi 6.79, Kaspaz-3 seviyesi 6.18, fosfatlanmış Erk1 (p-Erk-1) 

seviyesi 9.16, fosfatlanmış Erk-2 (p-Erk-2) seviyesi 9.63 ve fosfatlanmış Akt (p-Akt) 

seviyesi 9.33 kat protein düzeyinde ifadelenmelerinin azaldığı gözlemlendi. Erk 1/2 ve 

Akt protein ifadelenmeleri düzeyinde AuNP-siKras-sap53 ile kontrol grubu arasında 

anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0.05). HCT116 hücre hattında ise AuNP-siKras-sap53 

birlikte konjugatı ile transfekte olmuş hücrelerde kontrol grubuna kıyasla ortalama p21 

seviyesi 5.65, PUMA seviyesi 5.53 ve BAX seviyesi 5.50, Kesilmiş Kaspaz-9 (K-Kaspaz-
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9) seviyesi 5.47, Kesilmiş Kaspaz-3 (K-Kaspaz-3) seviyesi 5.24 kat protein düzeyinde 

arttığı, siklin D1 seviyesi 5.22, CDK4 seviyesi 5.35, CDK6 seviyesi 5.54, BCL-2 seviyesi 

5.23, Kaspaz-9 seviyesi 5.27, Kaspaz-3 seviyesi 5.16, fosfatlanmış Erk1 (p-Erk-1) 

seviyesi 5.32, fosfatlanmış Erk-2 (p-Erk-2) seviyesi 5.09 ve fosfatlanmış Akt (p-Akt) 

seviyesi 2.93 kat protein düzeyinde ifadelenmelerinin azaldığı gözlemlendi. Erk 1/2 ve 

Akt protein ifadelenmeleri düzeyinde AuNP-siKras-sap53 ile kontrol grubu arasında 

anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0.05). 

 

 

Şekil 4.13. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında p53 ve alt yollarında görevli 

proteinlerin rölatif ifadelenme seviyeleri. 

 

 

Şekil 4.14. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında KRAS ve alt yollarında 

görevli proteinlerin rölatif ifadelenme seviyeleri. 
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Şekil 4.15. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında p53 ve alt yollarında 

görevli proteinlerin rölatif ifadelenme seviyeleri. 

 

 

Şekil 4.16. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında KRAS ve alt yollarında 

görevli proteinlerin rölatif ifadelenme seviyeleri. 

 

4.6. Hücre Canlılığı Testi 

Farklı uygulama grupları arasında resazurin test ile hücre canlılığı analiz edildi. 

İlk olarak her iki hücre hattı için taşıyıcı ajan olan AuNP’nin farklı konsantrasyonlarının 

hücre canlılığına etkileri araştırıldı. Küçük RNA transfeksiyonu için uygulanan 

AuNP’nin minimum ve maksimum konsantrasyonu değerlerinden her seferinde 2 kat 
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azalan ve artan olmak üzere daha düşük ve daha yüksek konsantrasyonlar uygulandı ve 

kontrol grubu ile kıyaslandı. Uygulamanın 5. gününde elde edilen verilere göre 2 kat artan 

ve 2 kat azalan AuNP konsantrasyonu uygulanan hücre gruplarında kontrol grubuna göre 

hücre canlılığı açısından fark olmadığı gözlemlendi (p>0.05). Sonuçlar Şekil 4.17’de 

verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.17. A549 ve HCT116 hücre hatlarında farklı konsantrasyon AuNP (µM) 

uygulamasının hücre canlılığı (%)’na etkisi. 

 

Daha sonra, hücreler AuNP-küçük RNA transfeksiyonunu takip eden 5 gün 

boyunca günlük olarak hücre canlılığı açısından analiz edildi. A549 hücre hattı için farklı 

hücre uygulama gruplarında 5 günlük analizler neticesinde kontrol grubuna kıyasla, 

yalnızca sap53 ile transfekte edilen hücre grubunda 3. gün %32.83, 4. gün %36.50 ve 5. 

gün %39.79 ortalama hücre ölümü gözlemlenmiştir. Aynı hücre hattında yalnızca siKras 

ile transfekte olmuş hücre grubunda kontrol grubuna kıyasla, 3. gün %28.96, 4.gün 

%32.65 ve 5.gün %35.78 ortalama hücre ölümü gözlemlenmiştir. A549 hücre hattında 

sap53 ve siKras ile birlikte transfekte olmuş hücre grubunda ise 3. gün %52.95, 4.gün 

%57.74 ve 5. gün %61.91 ortalama hücre ölümü gözlemlenmiştir. A549 hücre hattı için 

farklı hücre gruplarında hücre canlılığını gösteren veri grafiği Şekil 4.18’de verilmiştir.  



58 

 

 

Şekil 4.18. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarının 5 günlük hücre canlılığı 

analizi. 

 

HCT116 hücre hattında analizler neticesinde kontrol grubuna kıyasla, yalnızca 

sap53 ile transfekte edilen hücre grubunda 3. gün %28.07, 4. gün % 29.82 ve 5. gün % 

31.45 ortalama hücre ölümü gözlemlenmiştir. Aynı hücre hattında yalnızca siKras ile 

transfekte olmuş hücre grubunda kontrol grubuna kıyasla, 3. gün %19.58, 4.gün %20.98 

ve 5.gün %22.97 ortalama hücre ölümü gözlemlenmiştir. HCT116 hücre hattında sap53 

ve siKras ile birlikte transfekte olmuş hücre grubunda ise 3. gün %50.09, 4.gün %52.85 

ve 5. gün % 56.86 ortalama hücre ölümü gözlemlenmiştir. HCT116 hücre hattı için farklı 

hücre gruplarında hücre canlılığını gösteren veri grafiği Şekil 4.19’da verilmiştir. 
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Şekil 4.19. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarının 5 günlük hücre canlılığı 

analizi. 

 

Analizler neticesinde A549 ve HCT116 hücre hatlarında siKras ve sap53 birlikte 

transfeksiyonunun sırasıyla yalnızca sap53 transfeksiyonuna kıyasla ortalama 3. gün 

%20.12 ve %22.02, 4. gün %21.24 ve %23.03 ve 5.gün %22.12 ve %25.41, yalnızca 

siKras ile transfeksiyonuna kıyasla ise ortalama 3. gün %23.99 ve %30.51, 4. gün %25.09 

ve %31.87 ve 5.gün %26.13 ve %33.89 daha fazla hücre ölümüne sebep olduğu tespit 

edilmiştir. Bu sonuçlar neticesinde her iki hücre hattı için de birlikte transfeksiyonun ayrı 

ayrı transfeksiyonlara kıyasla çok daha fazla oranda hücre ölümüne sebep olduğu tespit 

edilmiştir. Her iki hücre hattı için diğer hücre grupları ile kontrol grubu arasında anlamlı 

bir hücre ölümü farkı tespit edilmemiştir (p>0.05). 
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4.7. Hücre Döngüsü Analizi 

Hücrelerin farklı uygulama gruplarında AuNP-küçük RNA konjugatlarının hücre 

döngüsü evrelerindeki sebep olduğu değişikliklerin ortaya konması amacıyla hücre 

döngüsü analizi uygulanmıştır. PI ile inkübe edilmiş farklı gruptaki hücreler BD Accuri™ 

C6 Plus akış sitometresi kullanılarak analiz edildi. Elde edilen sonuçlar, BD Accuri™ C6 

Plus yazılımı kullanılarak değerlendirildi. Analiz sırasında, S fazındaki hücreler, G1'deki 

hücrelerden daha fazla DNA'ya sahip olacağından orantılı olarak daha fazla boya aldı ve 

DNA içeriklerini ikiye katlayana kadar daha parlak bir şekilde floresan ışıma verdi. 

G2'deki hücreler, G1'deki hücrelerden yaklaşık iki kat daha parlak ışıma verdi. Bu şekilde 

hücrelerin, hücre döngüsü evrelerinden G0/G1, S veya G2/M’de oldukları tespit edildi ve 

farklı hücre grupları arasında hücre döngüsü fazları karşılaştırılarak AuNP-küçük RNA 

konjugatlarının hücre döngüsü üzerindeki etkisi değerlendirildi. 

Değerlendirmeler neticesinde, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmiş A549 

ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %75.86 ve %70.05, siKras ile transfekte 

edilmiş olan hücre grubunda ise ortalama %64.12 ve %59.40 hücrenin G0/G1 fazında 

oldukları tespit edildi. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda 

sırasıyla A549 ve HCT1116 için ortalama %86.85 ve %81.40 G0/G1 fazı gözlemlendi. 

Bununla beraber, sap53 ile transfekte edilmiş hücre gruplarında kontrol grubuna kıyasla 

A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %24.33 ve %15.84, siKras ile 

transfekte edilmiş hücre grubunda ise kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre 

hatları için sırasıyla %12.62 ve %5.19 daha fazla hücrenin G0/G1 fazında olduğu tespit 

edildi. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre gruplarında ise kontrol 

grubuna kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında %35.35 ve %27.19 daha 

fazla G0/G1 fazı gözlemlendi.  

S fazı analizleri sırasında, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmiş A549 ve 

HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %9.51 ve %10.19, siKras ile transfekte 

edilmiş olan hücre grubunda ise ortalama %16.16 ve %13.56 hücrenin S fazında oldukları 

tespit edildi. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sırasıyla A549 

ve HCT1116 için ortalama %1.64 ve % 6.27 S fazı gözlemlendi. Bununla beraber, sap53 

ile transfekte edilmiş hücre gruplarında kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre 

hatlarında sırasıyla ortalama %25.09 ve %20.03, siKras ile transfekte edilmiş hücre 

grubunda ise kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre hatları için sırasıyla 

%18.24 ve %16.66 daha az hücrenin S fazında olduğu tespit edildi. sap53 ve siKras ile 
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birlikte transfekte edilmiş hücre gruplarında ise kontrol grubuna kıyasla sırasıyla A549 

ve HCT116 hücre hatlarında %32.96 ve %23.95 daha az S fazı gözlemlendi.  

G2/M fazı analizleri neticesinde, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmiş 

A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %2.07 ve %2.48, siKras ile 

transfekte edilmiş olan hücre grubunda ise ortalama %6.48ve %4.26 hücrenin G2/M 

fazında oldukları tespit edildi. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre 

grubunda sırasıyla A549 ve HCT116 için ortalama %0.26 ve %0.3 G2/M fazı 

gözlemlendi. Bununla beraber, sap53 ile transfekte edilmiş hücre gruplarında kontrol 

grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %9.72 ve %7.08, 

siKras ile transfekte edilmiş hücre grubunda ise kontrol grubuna kıyasla A549 ve 

HCT116 hücre hatları için sırasıyla %9.72 ve %5.29 daha az hücrenin G2/M fazında 

olduğu tespit edildi. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda ise 

kontrol grubuna kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında %11.53 ve %9.25 

daha az G2/M fazı gözlemlendi. Hücre döngüsü analiz sonuçları A549 ve HCT116 hücre 

hatları için sırasıyla Şekil 4.20 ve Şekil 4.21’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.20. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında hücre döngüsü analizi 

sonuçları. 
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Şekil 4.21. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında hücre döngüsü analizi 

sonuçları. 

 

Gözlemler doğrultusunda, hücre döngüsü analizlerinde sap53 ve siKras ile birlikte 

transfekte edilmiş hücre gruplarında A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca sap53 ve 

yalnızca siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla G0/G1 fazında %10.99 ve 

%22.73 daha fazla hücrenin olduğu tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için G0/G1 fazı 

sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sap53 ve siKras ile ayrı ayrı 

transfekte edilmiş gruba kıyasla sırasıyla %11.35 ve %22.00 daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir. S fazı analizlerinde, sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre 

gruplarında A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca sap53 ve yalnızca siKras ile transfekte 

edilmiş hücre gruplarına kıyasla S fazında %7.87 ve %14.52 daha az hücrenin olduğu 

tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için S fazı sap53 ve siKras ile birlikte transfekte 

edilmiş hücre grubunda sap53 ve siKras ile ayrı ayrı transfekte edilmiş gruba kıyasla 

sırasıyla %3.92 ve %7.29 daha az olduğu tespit edilmiştir. G2/M fazı analizlerinde, sap53 

ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre gruplarında A549 hücre hattı için sırasıyla 

yalnızca sap53 ve yalnızca siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla G2/M 

fazında %1.8 ve %6.21 daha az hücrenin olduğu tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı 

için G2/M fazı sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sap53 ve 
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siKras ile ayrı ayrı transfekte edilmiş gruba kıyasla sırasıyla %2.17 ve %3.96 daha az 

olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuçlar neticesinde her iki hücre hattı için de birlikte 

transfeksiyonun ayrı ayrı transfeksiyonlara kıyasla çok daha fazla oranda hücrenin G0/G1 

fazında hücre bölünmesini durdurduğu tespit edilmiştir. Her iki hücre hattı için diğer 

hücre grupları ile kontrol grubu arasında hücre döngüsü fazları açısından anlamlı bir fark 

tespit edilmemiştir (p>0.05). 

 

4.8. Apoptoz ve Nekroz Testleri 

Hücrelerin farklı uygulama gruplarında AuNP-küçük RNA konjugatlarının 

apoptozu tetikteyip tetiklemediğini ortaya koymak amacıyla apoptoz ve nekroz testleri 

uygulanmıştır. PI ve Anneksin V-FITC konjugatı ile birlikte inkübe edilmiş farklı 

gruptaki hücreler BD Accuri™ C6 Plus akış sitometresi ile analiz edildi. Akış sitometrisi 

tarafından üretilen veriler, BD Accuri™ C6 Plus yazılımı kullanılarak değerlendirildi. 

Değerlendirme sırasında, PI'nin Annexin V-FITC'ye karşı temsil edildiği iki boyutlu 

nokta grafikleri çizildi. Bu grafikler, aşağıdakilere karşılık gelen dört bölgeye ayrılarak: 

1) PI ve FITC negatif (PI/FITC -/-, Q3) olan canlı hücreler; 2) PI negatif ve FITC pozitif 

(PI/FITC -/+, Q1) olan apoptotik hücreler; 3) PI ve FITC pozitif (PI/FITC +/+, Q2) olan 

geç apoptotik hücreler; 4) PI pozitif ve FITC negatif (PI/FITC +/-, Q4) olan nekrotik 

hücreler olarak belirlendi. 

Değerlendirmeler neticesinde, 72 saat sonunda sap53 ile transfekte edilmiş A549 

ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %23.50 ve %18.89, siKras ile transfekte 

edilmiş olan hücre grubunda ise ortalama %20.04 ve %14.67 apoptoz gözlemlendi. siKras 

ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sırasıyla A549 ve HCT1116 için 

ortalama %47.17 ve %36.90 apoptoz gözlemlendi. Bununla beraber, sap53 ile transfekte 

edilmiş hücre gruplarında kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre hatlarında 

sırasıyla ortalama %22.75 ve %18.71, siKras ile transfekte edilmiş hücre grubunda ise 

kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre hatları için sırasıyla %19.29 ve %14.49 

daha fazla apoptoz tetiklendiği gözlemlendi. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş 

hücre gruplarında ise kontrol grubuna kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında 

%46.42 ve %36.72 daha fazla apoptoz gözlemlendi. Her iki hücre hattı için diğer hücre 

grupları ile kontrol grubu arasında apoptozun tetiklenmesi açısından anlamlı bir farklılık 

gözlemlenmemiştir (p>0.05). Ayrıca, her iki hücre hattı için farklı gruplar arasında ve 

kontrol grubuna kıyasla nekrozun tetiklenmesi adına anlamlı bir fark tespit edilmemiştir 
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(p>0.05). Apoptoz ve nekroz testi sonuçları A549 ve HCT116 hücre hatları için sırasıyla 

Şekil 4.22 ve Şekil 4.23’de verilmiştir.  

Gözlemler doğrultusunda, hücre döngüsü analizlerinde sap53 ve siKras ile birlikte 

transfekte edilmiş hücre gruplarında A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca sap53 ve 

yalnızca siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla %23.67 ve %27.13 daha 

fazla apoptoz tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için apoptozun sap53 ve siKras ile 

birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sap53 ve siKras ile ayrı ayrı transfekte edilmiş 

gruba kıyasla sırasıyla %18.01 ve %22.23 daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuçlar 

neticesinde her iki hücre hattı için de birlikte transfeksiyonun ayrı ayrı transfeksiyonlara 

kıyasla çok daha fazla oranda apoptozu tetiklediği tespit edilmiştir.  

 

 
Şekil 4.22. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında apoptoz testi sonuçları. 

 

 
Şekil 4.23. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında apoptoz testi sonuçları. 
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4.9. Koloni Oluşturma Deneyi 

Koloni oluşturma deneyleri, hücrelerin AuNP-küçük RNA transfeksiyonu 

sonrasında koloni oluşturabilme kapasitelerinin değerlendirilmesi amacıyla 

gerçekleştrilmiştir. Her iki hücre hattı için transfeksiyonu takip eden 24 saat sonra 

deneyler başlatılmış ve deneyin 10.günün’de koloniler %0.5 kristal viyolet boyası ile 

boyanarak sayı ve büyüklükleri açısından analiz edilmiştir. Bir hücre topluluğunun koloni 

sayılabilmesi için en az 50 hücre içeriyor olması dikkate alınarak değerlendirmeler 

yapılmıştır. 

A549 ve HCT116 hücre hatlarında sap53 ile transfekte edilmiş hücre gruplarında 

kontrol gruplarına kıyasla koloni oluşturma yetenekleri sırasıyla %62.18 ve %53.23, 

siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarında ise kontrol gruplarına kıyasla sırasıyla 

%54.37 ve %45.16 azaldığı gözlemlenmiştir. Her iki hücre hattı için de sap53 ve siKras 

ile transfekte edilmiş hücre gruplarında kontrole kıyasla daha küçük boyutta 

kolonileşmeler gözlemlenmiştir. sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre 

gruplarında ise koloni oluşturma yeteneklerinde A549 ve HCT116 hücreleri için kontrol 

hücre gruplarına kıyasla sırasıyla %79.43 ve %77.42 azaldığı görülmüştür ve koloni 

büyüklüklerinin kontrol hücre gruplarına göre çok daha küçük oldukları gözlemlenmiştir. 

Her iki hücre hattı için koloni oluşturma yetenekleri açısından diğer hücre uygulama 

gruplarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir farklılık gözlemlenmemiştir.  

Gözlemler doğrultusunda, koloni oluşturma deneyinde sap53 ve siKras ile birlikte 

transfeksiyonunun A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca sap53 ve yalnızca siKras ile 

transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla ortalama %17.25 ve %25.06 daha az koloni 

oluşumuna sebep olduğu tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için ise birlikte 

transfeksiyonun sap53 ve siKras ile ayrı ayrı transfekte edilmiş gruplarına kıyasla 

sırasıyla %24.19 ve %32.26 daha az koloni oluşumuna sebep olduğu tespit edilmiştir. Bu 

sonuçlar neticesinde her iki hücre hattı için de birlikte transfeksiyonun ayrı ayrı 

transfeksiyonlara kıyasla koloni oluşumunu çok daha fazla engellediği tespit edilmiştir. 

A549 ve HCT116 hücre hatları için koloni oluşturma deney sonuçları sırasıyla Şekil 4.24 

ve Şekil 4.25’de verilmiştir.  
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Şekil 4.24. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarında koloni oluşturma deneyi 

görüntü ve analizleri. 

 

 

Şekil 4.25. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarında koloni oluşturma deneyi 

görüntü ve analizleri. 
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4.10. Yara İyileşmesi Deneyi 

Hücrelerin farklı uygulama gruplarında hareket ve çoğalabilme özelliklerinin 

analiz edilmesi amacıyla yara iyileşmesi deneyi uygulanmıştır. Her iki hücre hattı için 

farklı hücre gruplarında yara oluşumu gerçekleştirildikten 12 ve 24 saat sonra ilk duruma 

göre (0.saat) yara kapatma yetenekleri çizik alanlarının ölçülmesiyle oransal olarak 

hesaplanmış ve oranlar kontrol grubu oranları ile karşılaştırılarak değerlendirmeler 

yapılmıştır. Bu değerlendirmeler neticesinde, 12 saat sonra sap53 ile transfekte edilmiş 

A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %21.67 ve %24.65, siKras ile 

transfekte edilmiş olan hücre grubunda ise ortalama %26.32 ve %34.54 yara kapanması 

gözlemlenmiştir. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sırasıyla 

A549 ve HCT116 için ortalama %9.32 ve %15.23 yara kapanması gözlemlenmiştir. 12 

saat sonunda, sap53 ile transfekte edilmiş hücre gruplarında kontrol grubuna kıyasla 

A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %25.00 ve %32.66, siKras ile 

transfekte edilmiş hücre grubunda kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre hatları 

için sırasıyla %20.34 ve %22.66 fazla yara açıklığı gözlemlenmiştir. sap53 ve siKras ile 

birlikte transfekte edilmiş hücre gruplarında ise kontrol grubuna kıyasla sırasıyla A549 

ve HCT116 hücre hatlarında %37.34 ve %42.00 daha fazla yara açıklığı gözlemlenmiştir. 

12 saat sonrası analizlerde diğer hücre grupları ile kontrol grubu arasında yara açıklığı 

açısından anlamlı bir farklılık gözlemlenmedi (p>0.05). 24 saat sonrası analizlerinde ise, 

sap53 ile transfekte edilmiş A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla %26.67 ve 

%39.66, siKras ile transfekte edilmiş olan hücre grubunda ise %34.33 ve %53.26 yara 

kapanması gözlemlenmiştir. siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre 

grubunda sırasıyla A549 ve HCT116 için %11.27 ve %22.86 yara kapanması 

gözlemlenmiştir. 24 saat sonunda, sap53 ile transfekte edilmiş hücre gruplarında kontrol 

grubuna kıyasla A549 ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla ortalama %42.66 ve %43.67, 

siKras ile transfekte edilmiş hücre grubunda kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 

hücre hatları için sırasıyla %35.00 ve %30.01 daha fazla yara açıklığı gözlemlenmiştir. 

sap53 ve siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre gruplarında ise kontrol grubuna 

kıyasla sırasıyla A549 ve HCT116 hücre hatlarında %58.06 ve %60.11 fazla yara açıklığı 

gözlemlenmiştir. 24 saat sonrası analizlerde diğer hücre grupları ile kontrol grubu 

arasında yara açıklığı açısından anlamlı bir farklılık gözlemlenmedi (p>0.05). Yara 

iyileşmesi görüntü ve analiz sonuçları A549 ve HCT116 hücre hatları için sırasıyla Şekil 

4.26 ve Şekil 4.27’de verilmiştir. 
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Şekil 4.26. A549 hücre hattında yara iyileşmesi deneyi görüntü ve analizleri. 

 

 

Şekil 4.27. HCT116 hücre hattında yara iyileşmesi deneyi görüntü ve analizleri. 
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Gözlemler neticesinde, 12 saat sonra yapılan analizlerde sap53 ve siKras ile 

birlikte transfeksiyonunun A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca sap53 ve yalnızca 

siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla %12.35 ve %17.00 daha fazla yara 

açıklığına sebep olduğu tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için bu oranlar sırasıyla 

%9.42 ve %19.31 daha fazla olduğu tespit edilmiştir. 24 saat sonra yapılan analizlerde ise 

sap53 ve siKras ile birlikte transfeksiyonunun A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca 

sap53 ve yalnızca siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla %15.40 ve 

%23.06 daha fazla yara açıklığına sebep olduğu tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için 

bu oranlar sırasıyla %16.80 ve %30.40 daha fazla olduğu tespit edilmiştir. 12 ve 24 saat 

sonrası analizleri neticesinde her iki hücre hattı için de birlikte transfeksiyonun ayrı ayrı 

transfeksiyonlara kıyasla çok daha fazla oranda yara kapanmasına engel olduğu tespit 

edilmiştir. 

 

4.11. Migrasyon ve İnvazyon Deneyleri 

Hücrelerin farklı uygulama gruplarında migrasyon (göç) ve invazyon (istila) 

yeteneklerinin analiz edilmesi amacıyla polikarbonat membran kullanılarak boyden 

çember testi uygulanmıştır. Her iki hücre hattı için farklı hücre gruplarında 24 saat 

inkübasyonun ardından migratif ve invazif hücreler sayılıp kontrol grubu sayıları ile 

karşılaştırılarak değerlendirmeler yapılmıştır. Bu değerlendirmeler neticesinde, sap53 ile 

transfekte edilmiş A549 ve HCT116 hücre hatlarında kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 

ortalama %25.58 ve %33.54, siKras ile transfekte edilmiş olan hücre grubunda ise 

ortalama %35.50 ve %49.21 hücrenin membranı geçerek göç ettiği gözlemlenmiştir. 

siKras ve sap53 ile birlikte transfekte edilmiş hücre grubunda sırasıyla A549 ve HCT116 

için kontrol grubuna kıyasla ortalama %14.10 ve %20.38 göç eden hücre 

gözlemlenmiştir. 

İnvazyon testi neticesinde, sap53 ile transfekte edilmiş hücre gruplarında A549 ve 

HCT116 hücre hatları için kontrol grubuna kıyasla sırasıyla ortalama %20.03 ve %30.07, 

siKras ile transfekte edilmiş hücre grubunda kontrol grubuna kıyasla A549 ve HCT116 

hücre hatları için sırasıyla %27.52 ve %53.54 invazif hücre gözlemlenmiştir. sap53 ve 

siKras ile birlikte transfekte edilmiş hücre gruplarında ise kontrol gruplarına kıyasla A549 

ve HCT116 hücre hatlarında sırasıyla %5.01 ve %14.09 invazif hücre gözlemlenmiştir.  

Gözlemler neticesinde, migrasyon deneyinde yapılan analizlerle sap53 ve siKras 

ile birlikte transfeksiyonunun A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca sap53 ve yalnızca 

siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla migrasyonu %11.48 ve %21.40 daha 
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fazla engellediği tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için bu oranlar sırasıyla %13.16 ve 

%28.83 daha fazla olduğu tespit edilmiştir. İnvazyon deneyinde yapılan analizlerde ise 

sap53 ve siKras ile birlikte transfeksiyonunun A549 hücre hattı için sırasıyla yalnızca 

sap53 ve yalnızca siKras ile transfekte edilmiş hücre gruplarına kıyasla invazyonu 

%15.02 ve %22.51 daha fazla engellediği tespit edilmiştir. HCT116 hücre hattı için bu 

oranlar sırasıyla %15.98 ve %39.45 daha fazla olduğu tespit edilmiştir. İnvazyon ve 

migrasyon deneyleri sonrası analizleri neticesinde her iki hücre hattı için de birlikte 

transfeksiyonun ayrı ayrı transfeksiyonlara kıyasla çok daha fazla oranda migrasyon ve 

invazyonu önlediği tespit edilmiştir. Diğer hücre grupları ile kontrol grubu arasında 

migrasyon ve invazyon açısından anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir (p>0.05). 

Migrasyon ve invazyon görüntü ve analiz sonuçları A549 ve HCT116 hücre hatları için 

sırasıyla Şekil 4.28 ve Şekil 4.29’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.28. A549 hücre hattında farklı uygulama gruplarının migrasyon ve invazyon 

sonuçları. 
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Şekil 4.29. HCT116 hücre hattında farklı uygulama gruplarının migrasyon ve invazyon 

sonuçları. 
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5. TARTIŞMA 

KRAS, tüm kanserler arasında yüksek mutasyon oranına sahip en iyi bilinen 

onkogendir ve pankreas duktal adenokarsinomu (PDADK), KHDAK ve KRK dahil 

olmak üzere bir dizi yüksek derecede ölümcül kanserle ilişkilidir (120). KRAS'taki 

onkogenik mutasyonlar çoğunlukla 12, 13 ve 61 numaralı kodonlara odaklanır. Bu 

bölgelerdeki mutasyon seviyeleri izoform ve malignite tipine bağlı olarak değişir (173). 

Özellikle kodon 12'deki glisin, en sık yanlış mutasyonlardan etkilenir (174). Dahası, 

KRAS yanlış mutasyonlarını köken dokularda; KRAS G12D, KRK ve PDADK'deki tüm 

KRAS mutasyonlarının ∼%25-40'ını oluştururken KRAS G12C, akciğer ADK’de tüm 

KRAS mutasyonlarının >%40'ını oluşturur (173). Ne yazık ki, 40 yıllık tescilli ilaç 

araştırmalarına rağmen, mutasyona uğramış KRAS alt tipi KRAS'ı (G12C) hedeflemesi 

yeni onaylanan sotorasib dışında, KRAS mutasyonlarını hedef alan etkili bir strateji 

henüz mevcut değildir (120). Ayrıca KRAS mutasyonu olan hastaların mevcut standart 

tedaviye yanıtı genellikle zayıftır. Bu nedenle, RNAi dahil olmak üzere birçok çaba, 

KRAS'ı hedeflemeye odaklanmıştır. KRAS kaynaklı kanserde KRAS mutasyonlarını 

hedeflemeye yönelik acil ve karşılanmamış bir ihtiyaç vardır (120).  

siRNA, gen ifadesinin son derece spesifik, geri döndürülebilir kontrolünü sunduğu 

için muazzam bir terapötik potansiyel barındırır (175). siRNA ile hedefe özgü terapötik 

yaklaşımların kullanıldığı kanserler arasında meme kanseri, AK , beyin tümörleri, 

yumurtalık kanseri, kolon kanseri ve prostat kanseri yer alır (118). Örneğin, Siklin B1 

siRNA inhibisyon stratejisi, prostat ve AK’de in vivo olarak uygulanmıştır ve farelerde 

deri altı AK modelinde tümör hacminde %70'e varan azalmaya sebep olduğu ve tedavi 

edilen hayvanların yarısı daha uzun hayatta kalma sergilediği gösterilmiştir (119). Diğer 

bir çalışmada, MAD2 siRNA deri altı kolon karsinomu taşıyan farelere intravenöz olarak 

uygulanmış ve tümör büyümesini %35 oranında inhibe ettiğini gösterilmiştir (120). 

Yapılan bir başka çalışmada ise Plk1 siRNA deri altı meme tümörü taşıyan farelere 

intravenöz olarak enjekte edilmiş ve kontrol grubuyla karşılaştırıldığında tümör hacminin 

%70 oranında azalmasına yol açtığı rapor edilmiştir (121).  

Son zamanlarda, RNAi ve siRNA, KRAS-mutant tümörlerdeki uygulamalarla 

umut verici antitümör etkinliği göstermiştir (82, 176). Böylece, siRNA tedavisi KRAS'ı 

hedeflemek için umut verici bir yaklaşım haline gelmiştir (115). Çeşitli çalışmalar siRNA 

tabanlı yaklaşımların KRAS'ı hedeflemedeki etkinliğini göstermiştir. Örneğin, bir 

çalışmada pankreas kanseri hücrelerinde mutant KRAS'ın başarılı bir şekilde inhibe 



73 

 

edildiği ve bunun sonucunda tümör büyümesinin azaldığı bildirilmiştir (177). Bu 

araştırma, KRAS kaynaklı kanserlere karşı terapötik bir strateji olarak siRNA'nın 

potansiyelini vurgulamıştır. Başka bir çalışmada ise, AK’de mutant KRAS'ı hedeflemek 

için siRNA kullanımı araştırılmış ve sonuçlar, mutant KRAS'ın siRNA aracılı 

inhibisyonunun, tümör hücresi proliferasyonunda azalmaya ve apoptozda artışa yol 

açtığını göstermiştir (178). Bu çalışma, KRAS mutasyonlu AK için siRNA bazlı 

tedavilerin uygulanabilirliğini vurgulamıştır. Bunlarla birlikte, siRNA kullanılıp KRAS 

hedeflenerek yapılan bir çalışmada, KRAS ekspresyonunun güçlü ve spesifik bir şekilde 

baskılandığı, kolon kanseri hücrelerinde proliferasyon ve canlılığın azaldığı, in vitro 

apoptozun indüklendiği ve kolon kanseri ksenograft fare modellerinde tümör büyümesini 

önemli ölçüde yavaşlattığı gösterilmiştir (102). Ek olarak, KRAS ile ilişkili kanserler için 

siRNA bazlı tedavilerin geliştirilmesi, bunların güvenirliğini ve etkinliğini 

değerlendirmek için süregelen denemelerle birlikte aktif bir araştırma alanı olmaya 

devam etmektedir (179). 

Gen tedavisinde RNA temelli başka bir yaklaşım ise gen transkripsiyonunun 

arttırılmasıdır. saRNA’lar, gen promotör bölgelerini spesifik olarak hedefleyerek 

transkripsiyonel gen aktivasyonuna yol açarlar. saRNA kullanan terapötik yaklaşımlar, 

son yıllarda farklı kanser türleri için birçok gen hedef alınarak uygulanmaya devam 

etmektedir (17). Örneğin, promotör hedefli saRNA yaklaşımı yoluyla Dihidro-

pirimidinaz benzeri 3 (DPYSL3) gen ekspresyonunun arttırılması, prostat kanser hücresi 

hareketliliğini ve metastazı baskıladığı (180), saRNA tarafından NK3 homeobox 1 

(NKX3-1) geninin indüksiyonu, prostat tümörü büyümesini inhibe ettiği (181), E-

cadherinin saRNA tarafından indiksiyonu, insan mesane kanseri hücresinde (182) ve 

böbrek karsinom hücrelerinde (183) invazyonu ve migrasyonu engellediği rapor 

edilmiştir. Diğer bazı çalışmalarda ise saRNA’nın tümör baskılayıcı kanserde 

hipermetillenmiş 1’in (HIC-1’in) meme kanseri üzerindeki aktivitesini restore ettiği ve 

saRNA tedavisi üzerine, immün aktivasyonu, hücre döngüsü durdurulması, apoptozun 

indüklenmesi, anti-metastaz ve hücre farklılaşmasında rol oynayan genlerin indüklendiği 

ve hücre istilasında, hücre büyümesinde ve hücre bölünmesinde rol oynayan genlerin ve 

onkogenlerin de aşağı yönde regüle edildiği (184) ve klonojenliği ve istilacılığı 

engellediği (185) gösterilmiştir. Ayrıca, vezatin, yapışan kavşak transmembran 

proteini’nin (VEZT’nin) saRNA tarafından indüksiyonu mide kanseri hücrelerinin 

çoğalmasını, istilasını ve göçünü engellediği (186), saRNA’ın, fosfataz ve tensin 

homologu (PTEN) ekspresyonunu artırarak epidermal büyüme faktörü reseptörü-mutant 
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AK’de tirozin kinaz inhibitör direncini tersine çevirdiği ve apoptozun artmasında sebep 

olduğu (187) ve Endojen D3 vitamini yukarı regüle edilmiş protein 1 (VDUP1) geninin 

saRNA tarafından hedeflenen indüksiyonu, AK hücrelerinin büyümesini engellediği 

(188) bildirilmiştir. Bunlara ek olarak saRNA ile terapötik yaklaşımlarda sıklıkla C/EBPα 

(132-136) ve p21 (22, 131, 137-139) genlerini hedef alınarak çalışmalar devam 

etmektedir. Bu yaklaşımlardan C/EBPα’nın saRNA ile hedef alınması kilinik 

denemesindedir ve saRNA terapötikine ilişkin insanlar üzerinde yapılan ilk çalışmayı 

temsil etmektedir (134-136).  

Son yıllarda TP53 geni saRNA’nın hedefi haline gelmiştir. Bununla ilgili olarak, 

yabani tip p53'ün ekspresyonunu düzenleyerek prostat kanseri hücrelerini baskılamak için 

spesifik saRNA kullanılmış ve deneysel olarak saRNA'nın, insan prostat kanseri hücre 

hatları LNCaP ve DU145'teki p53 promotör bölgesini hedefleyerek yabani tip p53 

ekspresyonunu önemli ölçüde aktive ettiği, p53'ün aşırı ekspresyonunun ise siklin D1 ve 

sikline bağımlı kinazın (CDK) 4/6 ekspresyonunu aşağı regüle ettiği, prostat kanseri 

hücrelerinde G0/G1 fazı hücre döngüsü durmasını indüklediği ve hücre çoğalmasını ve 

klon oluşumunu inhibe ettiği rapor edilmiştir (18). Başka bir çalışma, saRNA’nın, p53 

promoter bölgesine etki ederek insan mesane kanseri hücreleri T24 ve EJ'de p53 

ekspresyonunu aktive ettiğini ve in vitro deneylerle, saRNA’nın hücre çoğalmasını ve 

klon oluşumunu inhibe ettiğini, G0/G1 fazı hücre döngüsü durmasını indüklediğini ve 

invazyonu ve metastazı inhibe ettiğini ve farelerde yapılan in vivo deneylerle ise, 

saRNA’nın mesane kanserinin ksenograft modelinde tümör büyümesini ve metastazını 

önemli ölçüde inhibe ettiğini göstermiştir (19). Daha sonra yapılan çalışmada ise, saRNA 

ile p53’ün hedef alınmasıyla, mide kanseri hücrelerinde in vitro proliferasyon ve 

migrasyon yeteneklerinin önemli ölçüde inhibe edildiği ve böylece biyolojik 

davranışlarını etkilediği ortaya konmuştur (20). Bu çalışmalar, yabani tip p53 taşıyan 

hücre kaynaklı diğer kanser hastalıklarında p53’ün saRNA ile hedef alınarak antikanser 

tedavi stratejisi geliştirilmesi adına umut vadetmektedir. 

Bazı çalışmalar tek başına spesifik bir genin hedef alınmasının yanı sıra belirli 

kombinasyon tedavi yaklaşımlarının daha verimli sonuçlar ortaya koyduğunu destekler 

niteliktedir. Örneğin, bir çalışmada, p21’i hedef alan saRNA ve antikanser ajan olan 

sisplatin kombine olarak kullanılmış ve in vitro koşullarda A549 akciğer ADK hücre 

hattında sisplatine olan duyarlılığın arttığı ve hücre büyümesinin engellendiği ve in vivo 

koşullarda ise A549 ksenograft farelerde tümör büyümesini önemli ölçüde 

engelleyebileceği gösterilmiştir (22). Diğer bir kombinasyon terapötik yaklaşımında ise 
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akciğer ADK’de miR-34a ve KRAS’ı hedef alan siRNA birlikte kullanılmış ve iki ajanın 

ayrı ayrı kullanılmasıyla karşılaştırıldığında anti-tümör etkilerini arttırdığı ve tümör 

gerilemesine yol açtığı rapor edilmiştir (16). Farklı bir kombine yaklaşımda, 5-FU ve 

miR-532-3p/si-KRAS ile birlikte kombine olarak uygulanmasının KRK hücrelerinin 

malign fenotiplerini inhibe etmek için umut verici bir potansiyel strateji sağlayabileceği 

gösterilmiş ve tek başına kullanılan serbest 5-FU ile karşılaştırıldığında, 5-FU ve 

miRNA/siRNA'nın birlikte verilmesi anti-tümör etkinliğini büyük ölçüde arttırdığı rapor 

edilmiştir (189). 

Mutant KRAS taşıyan akciğer (12, 121, 178) ve kolon kanserlerinde (104, 121) 

siRNA ile KRAS hedef alınarak antikanser etkileri daha önceden yapılan çalışmalarla 

ortaya konmuştur. Bununla beraber, mutant KRAS ve yabani tip p53 taşıyan A549 insan 

akciğer kanser hücrelerinde KRAS’ın, düşük p53 seviyesinin korunmasına katkıda 

bulunduğu ve siRNA ile KRAS’ın inhibe edilmesinin p53'ü stabilize edip yeniden 

etkinleştirdiği ve böylece malign dönüşümü engellediği gösterilmiştir (190). Ek olarak, 

mutant KRAS'ın kolorektal tümör hücrelerinde ERK2-p53 kompleksinin oluşumunu 

spesifik olarak desteklediği ve MEK1/2 ve ERK2 inhibitörlerinin uygulanmasıyla bu 

kompleksin bozulması, p53'e bağımlı PUMA transkripsiyonunu aktive ederek güçlü 

apoptotik tepkiler ortaya çıkardığı ve böylece KRAS mutant tümörünü öldürdüğü ortaya 

konmuştur (191). Bu çalışmalar mutant KRAS’ın inhibisyonunun p53’ün biyolojik 

aktivitesinin artmasında etkili rolü olabileceğine ve KRAS’ın siRNA ile inhibisyonu ile 

p53’ün saRNA ile aktivasyonunun kombine olarak kullanımının p53’ün aktivasyonunu 

daha da arttırabileceğine ışık tutmuştur. Fakat bu kombine yaklaşım, mutant KRAS ve 

yabani yip p53 taşıyan akciğer ADK ve KRK için daha önceden uygulanmış bir çalışma 

olarak karşımıza çıkmamaktadır. Buradan hareketle, çalışmamızda mutant KRAS ve 

yabani tip p53 taşıyan A549 akciğer ADK hücre hattında RNA temelli yeni bir kombine 

terapötik strateji geliştirmeyi amaçladık. Bu amaç doğrultusunda, KRAS’ın mRNA’sını 

3’ kodlama yapmayan bölgesinden hedef alıp ekspresyonunu inhibe eden siRNA (16) ve 

p53’ün promotör bölgesini hedef alıp ekspresyonunu arttıran saRNA (18-20), 20 nm altın 

AuNP’ler sentezlenip karakterize edildikten sonra, birlikte aynı AuNP üzerine konjuge 

edildi ve elde edilen AuNP-(siRNA ve saRNA) konjugatları kültür ortamında A549 

hücresine transfekte edilerek analizler gerçekleştirildi.  

Yapılan deneyler neticesinde bu kombine yaklaşımın siRNA ve saRNA’nın ayrı 

ayrı uygulanmalarına oranla kontrol hücre grubuna kıyasla hücre döngüsünün durması, 

koloni oluşturma oranının azalması, apoptozun tetiklenmesi, migrasyon ve invazyonun 
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engellenmesi gibi hücresel olayları çok daha fazla sağladığını ortaya koyduk. 

Çalışmamıza konu olan kombine terapötik stratejinin, mutant KRAS ve yabani tip p53 

taşıyan farklı hücre hattında aynı/benzer etkiler gösterip göstermeyeceği açısından 

kontrol edilmesi amacıyla HCT116 insan KRK hücre hattı çalışmaya dahil edildi ve 

benzer şekilde kombine yaklaşımın, ayrı ayrı transfeksiyonların sağlamış olduğu 

antikanser etkiye kıyasla daha fazla etkili olduğu ortaya kondu. Çalışma sırasında tüm 

deneysel aşamalar her iki hücre hattı için eşit şartlarda uygulanarak gerçekleştirilmiştir. 

Elde edilen sonuçlar neticesinde çalışmamızın RNA temelli yeni kombinasyon terapötik 

yaklaşımların geliştirilmesinde öncülük etmesi beklenmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda temel olarak KRAS mutant ve yabani tip p53 taşıyan A549 hücre 

hattında daha önce araştırılmamış olan RNA temelli kombine bir yaklaşım denenmiş 

olup, siRNA (KRAS siRNA.923) ile KRAS inhibisyonunun ve saRNA (dsP53-285) ile 

p53 aktivasyonunun birlikte uygulanmasının neden olabileceği hücresel olaylar 

incelenmiştir. Aynı koşullarda HCT116 hücre hattı çalışmaya dahil edilerek, çalışmamıza 

konu olan kombine terapötik stratejinin, mutant KRAS ve yabani tip p53 taşıyan farklı 

hücre hattında aynı/benzer etkiler gösterip göstermeyeceği açısından kontrol edilmesi 

amaçlanmıştır.  

A549 ve HCT116 hücre hatlarında kombine terapi yaklaşımın kontrole kıyasla, 

hücre proliferasyonunu azalttığı, G0/G1 fazında hücre döngüsünün durmasına neden 

olduğu, apoptozu tetiklediği, koloni oluşumunu azaltıcı etkide bulunduğu ve invazyon ve 

migrasyonu engellediği saptanmıştır. Aynı zamanda her iki hücre hattı için kombine 

yaklaşımın, siRNA ve saRNA’nın ayrı ayrı kullanıldığı terapi yaklaşımlarına kıyasla 

hücre döngüsünü G0/G1 fazında daha fazla durdurduğu, apoptozu daha çok tetiklediği ve 

hücre proliferasyonunu, koloni oluşturma yeteneğini, invazyonu ve migrasyonu daha 

fazla azalttığı belirlenmiştir. Böylelikle, çalışmamıza konu olan kombine olarak 

uygulanmış bu yaklaşımın her iki hücre hattı için kontrol grubuna kıyasla antikanser etki 

sağladığı tespit edilmiş olup, bu kombine yaklaşımın her iki küçük RNA’nın ayrı ayrı 

sağlamış olduğu antikanser etkiye oranla çok daha fazla antikanser etkiye sahip olduğu 

ortaya konmuştur.  

Çalışmamızdaki terapötik yaklaşım, in vitro olarak yalnızca iki hücre hattında 

denenmiştir. Kombine yaklaşımın antikanser etkilerini daha fazla belirleyebilmek ve ayrı 

ayrı uygulamalara oranla farkını ortaya koyabilmek adına bu yaklaşımın mutant KRAS 

ve yabani tip p53 taşıyan farklı hücre hatlarında ve dahası in vivo olarak denenmesi 

önerilmektedir.  
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