siRNA TEDAVISINDE BiYOKIMYASAL
DEGERLENDIRMELER

BIOCHEMICAL EVALUATIONS OF siRNA THERAPY

GOKNUR KARA

PROF. DR. EMIR BAKi DENKBAS

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yo6netmeliginin
Kimya Anabilim Dali icin Ongoérdigii

YUKSEK LISANS TEZi olarak hazirlanmistir.

2014



GOKNUR KARA’ nin  hazirladiyi  “siRNA Tedavisinde Biyokimyasal
Degerlendirmeler” adli bu galisma asagidaki juri tarafindan KIMYA ANABILIM DALY
nda YUKSEK LiSANS TEZi olarak kabul edilmigtir.

Prof. Dr. Adil DENIZLI ﬁj Rl s eih
p .

Baskan T N PPN TP SRR P

Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS i{g |t

P Lt “

Danigman S eOTee T i L S O O

Dog. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ - . )

Ooye . AL \.J(/LU/L |

Dog. Dr. Mustafa TURK
Uye

Dog. Dr. Lokman UZUN

Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi tarafindan YUKSEK LISANS TEZi

olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Fatma SEVIN DUZ

Fen Bilimleri Enstitiistt Mudiri



ETIK
Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitist, tez yazim kurallarina uygun olarak
haziradigim bu tez ¢galigmasinda,

e tez icindeki biitiin bilgi ve belgeleri tez yazim kurallar gcergevesinde elde ettigimi,

e gorsel, isitsel ve yazili tum bilgi ve sonuclan bilimsel ahlak kurallarina uygun

olarak sundugumu,

e bagkalarinin eserlerinden yararlaniimasi durumunda ilgili esere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

e atifta bulundugum eserlerin timina kaynak olarak gésterdigimi,

e kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bélumania bu Universite veya bagka bir Universitede

baska bir tez caligmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

03/02/2014

GOKNUR KARA



OZET

siRNA TEDAVISINDE BiYOKIMYASAL DEGERLENDIRMELER

GOknur KARA
Yuksek Lisans, Kimya Bolumiu
Tez Danismani: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS

Subat 2014, 85 sayfa

siRNA'ya dayali RNAiI mekanizmasi kullanilarak gen ifadelenmesinin baskilanmasi
sadece spesifik genlerin isleyisini arastirmada degil ayni zamanda viral enfeksiyonlar,
genetik ve kardiyovaskuler rahatsizliklar ve kanser gibi hastaliklar icin gelecek vaat
eden bir gen terapisi teknigidir. Kanser tedavisinde tek bir geni bloke etmek, hastaligi
yok etmede ¢cogu zaman yeterli gelmez, bunun i¢in birden fazla yolagin es zamanl
inhibisyonu veya gen susturma stratejisinin baska tedavi ydntemleriyle kombine
edilmesi gerekmektedir. Geleneksel kanser tedavisi yaklasimlarindan olan
kemoterapi, saglikli hiicrelere de zarari nedeniyle yerini, bu etkiyi bertaraf edecek
yeni nesil tedavilere birakmaktadir. Son yillarda geleneksel kemoterapi ve yeni
gelistirilen siRNA'ya dayali tedavilerin kombinasyonu arastirmacilarin  dikkatini
cekmistir. Boylece kemoterap6tik ilaglarin ve siRNA tedavisinin birlikte uygulanmasi,
disik doz ilag kullanimini saglayarak kemoterapinin yan etkilerinin azalmasina izin
verir.

Sunulan tez c¢alismasinda ABCEL1 spesifik siRNA, 5-FU ve irinotecan antikanser
ajanlariyla beraber kanser hicreleriyle etkilestirilerek, kanser tedavisinde kombine

terapinin etkinligini ve ABCE1 siRNA'nin potansiyel klinik kullanimini arastirmak ve



kanser hicrelerinin ilag hassasiyetlerini arttirmak hedeflenmistir. Calismanin ilk
béliminde 5-FU ve irinotecan ilaglarinin A 549 akciger kanseri hiicreleri Gizerindeki
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Daha sonra bu ilaglarin disitk dozlar ve ABCE1l
siRNA birlikte ve ayr sekilde kanser hicrelerine verilmistir. siRNA transfeksiyon
reaktifi olarak ticari tasiyici kullanilimistir. ABCE1 siRNA'nin, disik derisimlerdeki
antikanser ilaglarinin etkinligini arttirp arttirmadigini incelemek amaciyla hucre
proliferasyonu RTCA ile analiz edilmistir. MTT testi yapilarak kombine tedavinin
hiicreler (izerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Olen hiicreleri morfolojik agidan
incelemek amaciyla apoptoz/nekroz ikili boyamasi yapilmistir. Calismanin ikinci
kisminda hiicrelerde ABCE1'in spesifik SiRNA ile inhibe edildigi es zamanh RT-PCR
analiziyle gosterilmistir. Ayrica ABCE1 siRNA'nin ilaglarla beraber kombine tedavi
seklinin, kanser yolaklarinda apoptozu ve hiicre déngiisiini ya da hiicre biylimesini
regiile eden yolaklarda BCL-2 ve mTOR genlerinin hiicresel diizeydeki seviyesine
etkisini incelemek amaciyla es zamanli RT-PCR analizleri yapilmistir. Elde edilen
sonuglar, ABCE1 siRNA ve kemoterapdtik ajanlarin kombinasyonunun kanser

tedavisinde etkin bir terap6tik segenek oldugunu gostermistir.

Anahtar sozcukler: ABCE1, 5-FU, irinotecan, siRNA tedavisi, kombine kanser

tedavisi.



ABSTRACT

BIOCHEMICAL EVALUATIONS OF siRNA THERAPY

Goknur KARA
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS

February 2014, 85 pages

Inhibition of gene expression by using RNAI is a promising gene therapy technique
due to it's use for not only investigation of spesific gene functions, at the same time
for therapies of various diseases such as viral infections, genetic diseases,
cardiovascular disorders and cancer. In cancer therapy blocking of one single gene
isn’'t sufficient many times to suppress the disease for that reason simultaneously
inhibition of multiple pathways or combination of gene silencing strategy with other
therapies are necessary. Chemotherapy, one of the conventional approach of cancer
treatment, due to it's harm to also healty cells leaves it's place to new generation
therapies that eliminate this effect. In recent years combination of conventional
chemotherapy and siRNA based new developed therapies drew attention of
researchers. Thus, combined application of chemodrugs and siRNA therapy allows

usage of low dose drugs and reduction the side effects of chemotherapy.

The aim of the presented study is to investigate the effect of combined therapy for
cancer treatment and the potential clinical utility of ABCE1 spesific SiRNA and to
enhance chemodrug sensitivity of cancer cells via co-delivery of ABCE1 siRNA with

anticancer agents, 5-FU and irinotecan, together to cancer cells. In first part of the



study the cytotoxic effects of 5-FU and irinotecan on A 549 lung cancer cells were
determined. Furthermore, the combined administration of both ABCE1 siRNA and low
doses of chemodrugs into cancer cells was examined. A commercial carrier was used
as siRNA transfection reagent. Cell proliferation was determined by RTCA whether
ABCEL1 siRNA increased the activity of chemodrugs with low doses. MTT test was
carried out to examine cytotoxic effects of combined administration. Moreover,
apoptosis/necrosis double staining was performed to investigate the morphology of
dead cells. In the second part of the study the inhibition of ABCE1 by spesific SiRNA
was demonstrated by Real Time RT-PCR analysis. Besides Real Time RT-PCR
analysis was also carried out to investigate the effect of combination therapy on BCL-
2 and mTOR genes that regulate cancer apoptosis and cell cycle or growth pathways.
Our results suggest that combination treatment using ABCE1 siRNA and

chemotherapeutic agents may be an effective therapeutic option for lung cancer.

Keywords: ABCEL1, 5-FU, irinotecan, siRNA therapy, combined cancer therapy.
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1.GiRIS

Gen tedavisi, genetik rahatsizliklarn diuzeltmek amaciyla terap6tik etkiye sahip nukleik
asitlerin hucrelere aktarilmasi iglemidir [1]. Bircok gen terapisi uygulamalari, hasarli
genin eski haline geri getirilip iyilestiriimesinin saglanmasi veya gene hicre
fenotipinde degisiklik yaratacak yeni bir fonksiyon kazandirma (zerine
yogunlasmasina ragmen nikleik asitler kullanilarak fonksiyon inhibisyonuna dayali
gelisen tedavi sekillerine ilgi de giinden giine artmaktadir. ilk olarak bitki ve
mantarlarda post-transkripsiyonel susturma, daha sonra hayvan hicrelerinde RNA
interferans olarak bilinen spesifik genlerin inhibisyonuna dayali bu teknolojiler gen
fonksiyon calismalarinda, ilag hedeflerinin tanimlanma yontemlerinin gelistiriimesinde

ve bir ¢cok hastaligin tedavisinde umut vaat edici potansiyele sahiptir [2].

Mayalardan memeli htcrelerine tum Okaryotlarda korunmus olan RNAI, hicrenin
sitoplazmasinda gerceklesen, mRNA seviyesinde hedef gen ekspresyonunun
durdurulmasi ile sonuc¢lanan dogal bir kontrol mekanizmasidir [3; 4]. RNAI aslinda
hicrede normal bir savunma sisteminin katalitik yolunu aktive eder. Bu islemin temeli,
hedef mMRNA zincirine komplementer bir ¢ift zincirli RNAnin tek zincirini kullanmaktir.
RNA interferans, Dicer adi verilen bir RNaz Il enzimi tarafindan cift zincirli RNA'nin
kiucuk engelleyici RNA’lara (siRNA) kesilmesi ile baslamaktadir [5]. 21-23 nukleotid
uzunlugunda, cift zincirli, protein kodlamayan ve gen ifadesinin negatif diizenleyicisi
olan siRNA, RNAI yolaginin anahtar molekuludir [6; 7]. Bu siRNA molekili daha
sonra multiprotein-RNA niukleaz kompleksi olan RNA-indikleyici susturucu kompleks
(RISC) ile baglanir ve bu yapi, bagll siRNA'ya komplementer mRNA'y1 bulmak icin
tum hicre ici mRNA’lan tarar. Hedef mRNA, RISC kompleksi tarafindan kesilir ve
neticede hedef genin translasyonu inhibe edilerek ilgili protein ifadelenmesi bloke

edilmis olunur [8].

SiIRNA aracili RNA interferans mekanizmasi biyolojik arastirmalar icin ileri dizeyde
¢cok amagl bir ara¢ oldugu gibi viral enfeksiyonlar, genetik hastaliklar, kardiyovaskuler
rahatsizliklar ve kanser gibi degisik hastaliklar icin gelecek vaat eden bir terapotik

stratejidir [9]. Bununla beraber bir ¢cok kanser tirinde hastaligi yok etmek icin tek bir



geni baskilamak yeterli olmaz, birden fazla yolagi es zamanl inhibe etmek veya gen

susturmay! baska terapilerle kombine etmek gerekebilir [10].

Kanser dunyadaki 6lum oranlarinin ana sebeplerinden birisidir ve kanserin gorilme
sikhgi gun gectikce artmaya devam etmektedir [11]. Kanser tedavisinde tek terapotik
stratejiye dayall terapi yontemleri yetersiz kalmaktadir. Farkli mekanizmalara sahip iki
veya daha fazla terapétik yaklasimlarin is birligi halindeki kombinasyonu kanser
gelisimini onleyebilir. Bu sekildeki yeni yaklasim terapdtikler, sinerjistik veya kombine

etkileriyle kanser tedavisinde etkili, umut vaat edici stratejiler haline gelmistir [12].

Akciger kanseri, malign timor acisindan dinya genelinde diger kanser cesitlerine
oranla en yiuksek etkiye sahip olmakla beraber adenokarsinom en patolojik
tirlerinden biridir. Akciger kanserinin bilinmeyen gelisimsel mekanizmasindan, erken
metastaz etkisinden, radyasyon ve kemoterapiye diren¢ gostermesinden dolayi
hastalarin kurtulma sanslar ¢ok dusuktir. Bu nedenle, akciger kanserinin teshisinde
ve tedavisinde etkin ve bu hastaligin gelisiminde rol oynayan yeni bulunmus genlerin
incelenmesine ve yeni nesil terapotik ajanlarin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulur [13].
Son yillarda geleneksel kemoterapi ve yeni gelistirilen siRNA’'ya dayal tedavilerin
kombinasyonu arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir [12]. Kemoterap6tik ilaclarin farkli
etkilerle kombine edilmesi ayrica daha dusuk dozlarin kullaniimasina ve tolere

edilemeyen yan etkilerin azaltilmasina da izin verir [14].

ATP baglayici kaset (ABC) proteinleri ailesinden olan ABCE1 proteini Ribonikleaz L
(RNAz-L) inhibitort olarak faaliyet gostermesinin yaninda, timor hticre proliferasyonu
ve anti apoptoz gibi biyolojik fonksiyonlara sahiptir [15-17]. 19 tane ila¢ direngli hiicre
tipinde ABCE1 gen ekspresyonunun amplifike olmasi bu genin kemodireng
mekanizmasinda etkin olabilcegini dusundurmustir [18]. Ayrica ABCEL’in kanser
patolojisinde ve gelisiminde olduk¢ca ©Onemli olan translasyon mekanizmasinin
baslama adiminda esansiyel olmasi, bu proteininin islevini kaybetmesiyle tumor
hicrelerinin hassaslasabilecegi dusinilmis ve ABCEL'’in terapdtikler icin potansiyel

hedef olmasini saglamistir [19].



Sunulan calismanin hedefi, akciger adenokarsinom hicrelerinin, kemoterapide
kullanilan 5-FU ve irinotecan ilaclarin disuk dozlarina karsi hassasiyetlerini arttirmak
icin akciger adenokarsinomun gelisiminde ve ilerlemesinde roli oldugu bilinen ABCE1
proteinini SIRNA ile baskilayip ilaglarla birlikle htcrelerde kombinasyon tedavi
uygulamak ve etkilerini incelemektir. Bunun icin A 549 hicrelerinde MTT testi
yapilarak ilaclarin doza bagimli hicre canhhk grafikleri elde edilmistir. Belirlenen
dusik ilagc derisimleri ve farkh derisimlerdeki ABCE1 siRNA’larin timor hicreleri
Uzerindeki kombine etkisini gormek adina RTCA ile hiicre sayimi yapilmis ve zamana
bagh hticre proliferasyonlarina bakilmistir. Ayrica kombine tedavi seklinin hticreler
Uzerindeki sitotoksik etkisi de incelenmistir. Ikinci kisminda apoptoz/nekroz ikili
boyamasi yapilarak siRNA'nin, ilacglarin tumér hicreleri Gzerindeki tekli ve ikili etkisini
arttinp arttirmadigini veya bu etkiyi nasil devam ettirdigini incelemek i¢in hicre 6limi
morfolojik olarak degerlendirilmistir. Calismanin son béliminde siRNA ile baskilanan
ABCEL geninin ifadelenme seviyesini gostermek icin es zamanli RT-PCR uygulamasi
yapilmistir. Ayrica ayni teknikle tekli ilac, ikili ila¢ ve sIRNA ile birlikte hazirlanan
formlarinin hicrelere uygulanmasindan sonra anti-apoptoz ve hicre buylimesi
yolaklarinda etkin BCL-2 ve mTOR genlerinin de hicresel ifadelenme seviyeleri

analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gen Terapisi
Kromozomlarin Uzerinde bulunan genler, hiicre i¢in hayati Gneme sahip proteinlerin
uretilmesinde etkili en kicuk genetik birimdir. Genlerde meydana gelen herhangi bir

mutasyon, protein islevini degistirmesi sebebiyle hastaliga yol agabilir. [20].

Gen tedavisi temel olarak, genetik ve enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde Kklinik
yarar saglamak icin terapotik etkiye sahip genetik materyalin hedeflendirilmis spesifik
hicreye veya dokuya minimum toksisite ile transfer edilmesi seklinde tanimlanabilir
[21-23]. Gen transfer stratejileriyle, bir genin islevi engellenebilir, eski haline geri

getirilip iyilestiriimesi saglanabilir veya gene yeni bir fonksiyon kazandirilabilir [21].

insanda ik gen terapisi denemesi 1990 yilinda Dr. French Anderson ve ekibi
tarafindan Adenozin deaminaz (ADA) enziminin eksikliginden kaynaklanan hastaliga
sahip iki gocukta uygulanmistir. Tedavide ex vivo gen terapisi stratejisi ve gen tasiyici
olarak retroviriis kullanan bilim adamlari uzun sdren asilama islemleri sonucunda

olumlu sonuclar almiglardir [24].

Gunuimuzde gen tedavisi klinik uygulamalari baslica kanser, tek gen hastaliklari,

kardiyovaskuler hastaliklar ve enfeksiydz hastaliklar Gzerine yogunlasmistir.

Kanser 64.4%

Tek Gen Hastahklan 8.7%
Kardiyovaskular Hastaliklar 8.4%
Enfeksiyoz Hastaliklar 8%
Nérolojik Hastaliklar 2%

Okiller Hastaliklar 1.5%
inflamatuvar Hastahiklar 0.7%
Diger Hastaliklar 1.4%

Gen isaretleme 2.7%

Saghikh Goniilliiler 2.3%

00000000

The lovrnal of Gene Medicine, © 2012 John Wilay and Sons Lid www. wiley.co.uk/genmed/clinical

Sekil 2.1. Dunyada klinik gen tedavisi calismalarinin hastaliklara gore dagihmi, 2012.



2.1.1. Gen Tedavisi Yaklasimlari
Gen tedavisi "somatik hiicre gen tedavisi” ve "esey hiicre gen tedavisi” olmak lzere

iki farkh sekilde yapilabilir.

2.1.1.1. Somatik Hucre Gen Tedavisi
Somatik hucre gen tedavisinde, terapotik genler hasta somatik hicrelerine transfer
edilir. Bu yaklasimda ortaya cikan etkiler hasta ile sinirli olmakta ve hastanin

cocuklarina veya sonraki kusaklara aktariimamaktadir [25].

Somatik hicre gen tedavisi "in vivo” ve "ex vivo” olmak uUzere iki sekilde yapilir.
Yontemlerden hangisinin uygulanacagi hedef hicrenin yapisinin bilinmesine,

terapo6tik genin ve salinim sisteminin iyi secilmesine baghdir [26].

In vivo gen tedavisinde genetik materyal aktarimi hiicreler hastanin viicudunda dogal

yerlesim yerindeyken gerceklestirilir [27].

Plasmid :

~ { Inhalasyon
) .
: i

Hasta

Sekil 2.2. In vivo gen tedavisi [28].

Ex vivo gen tedavisinde ise hastadan alinan hedef hicreler kilttr edildikten sonra
uygun terapotik gen transfer islemi gerceklestirilir ve ardindan tedavi edilmis hiicreler
hastaya geri verilir. Yontemin basarisi hedef hiicreye transfer edilen iyilestirici genin
kalici bir entegrasyon saglayip saglamamasina baghdir. Bu stratejide terapétik genin
hedef hicrede kalici bir ifadelenmesi s6z konusudur. Ancak bu durumun in vivo
kosullarinda gecerli olmama olasiligi vardir. Kalici bir tedavi olmadigi takdirde

transfer edilen gen uruint pargalanir ya da hiicreden atilir [29, 30].

5



;,-“\ I?Iasmmller
A ' h Y

Pl
TR

Hasta

Sekil 2.3. Ex vivo gen tedavisi [28].

2.1.1.2. Esey Hucre Gen Tedavisi

Bitki ve hayvan calismalarinda oldukca basarili olmus esey hlicre gen tedavisi
yontemi, esey hicrelerine yani yumurta ve spermlere fonksiyonel genin entegre
edilmesiyle gerceklestirilir [25]. Yapilan degisiklikle kendinden sonra gelen tim
nesilleri etkilemesi, kahtsal kusurluluk riski agisindan bazi etik problemleri de
beraberinde getirir [26, 29]. Oldukca etkili bir yéntem olmasina ragmen bir¢ok tlkede

en azindan simdilik teknik ve etik nedenlerle insan uygulamalari yasaklanmistir [25].

2.2. Gen Susturma Stratejileri

"Fonksiyonel genomik”, genotip ile fenotip arasinda baglanti kurmaya calisan, adindan
da anlasildigi gibi 6zellikle genlerin, proteinlerin ve transkripsiyonda etkili ajanlarin
islevleriyle ilgili bir calisma alanidir [31]. Bu alanin gelismesiyle, genlerin fonksiyonu;
onlarin ifadelendikten sonraki fenotip karakterlerine bakilarak tanimlandi ki bu “ileri
genetik” olarak bilinir. Ters genetik ise bir genin islevini yerine getirememesi
durumunda ortaya c¢ikan bazi Ozellikler sayesinde gen urinunin biyolojik
fonksiyonunun incelenmesine ve belirlenmesine dayanir ve bu strateji “Gen Susturma
Mekanizmasi”ni da kapsar [31, 32]. Benzer sekilde bir genin genetik mesajinin
hiicresel proses ile kesilmesi “Knock-Down” veya “Knock-Out” olarak da isimlendirilir
[33].

Gunuimuzde gen fonksiyonu arastirmalarinda en etkili yontem olan gen susturma

stratejisi biri transkripsiyonel (Transcriptional Gene Silencing, TGS) seviyede digeri de
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transkripsiyonel sonrasi (Post-transcriptional gene silencing, PTGS) seviyede olmak

tzere iki farkh prosesle mumkundur [34].

Transkripsiyonel gen susturma mekanizmasi, ¢ogunlukla bitki hiicrelerinde gozlense
de hayvan hiicrelerinde de goruliir. ilgilenilen genin ifadelenmesi, protein sentezinin
transkripsiyon asamasinda bloke edilir. Transkripsiyonel baskilanma kromatin

modifikasyonundan veya DNA metilasyonundan kaynaklanabilir [35].

Transkripsiyon sonrasli gen susturumunun temeli ise, spesifik bir genden transkripte
olan mRNA molekilinin diziye 6zgu sekilde yikima ugramasina veya translasyona
girememesine dayanir. Bu esnada mRNA'nin kdken aldigi genin transkripsiyon hizi
veya seklinde bir degisiklik olmamakta, sentezlenmis olan mRNA’ya kodlanmayan bir

nukleotid zincirinin baglanmasi sonucu protein ifadelenmesi baskilanmaktadir [36].

NORMAL GEN iFADELENMESI
Cekirdek " Sitoplazma

sEama

ﬂ
11

tEssSateEe ge

DNA mRERNA Protein

GEN iIFADELENMESININ iNHIBiSYONU

— S - —= Protein
: Olusmaz

DNA mRNA S
Gen Susturucu Ajan

Sekil 2.4. Gen susturucu ajanin etkisi [37].



2.2.1. Antisens Teknolojileri

Antisens teknolojisini mimkun kilan yaklasim; nukleik asitlerin komplementer 6zellikte
olmalarindan kaynaklanir. Bir spesifik hedef mRNA ile Watson-Crick baz eslesme
modeline gore hibritlesen sentetik oligonikleotidler kullanilarak gen ifadelenmesini
baskilamak mimkundir. Genelde DNA yapisinda olan bu oligontkleotidler “antisens
oligonikleotid” olarak adlandirilir. DNA’dan transkripte olan sitoplazmik mRNA “sens”
oryantasyonunda oldugu icin kullanilan “antisens” oligonikleotidlerin mRNA ile
komplementer baz-cifti eslesmesiyle translasyon engellenmis olur. Boylelikle, uygun
antisens noukleotid sekansinin  secimiyle diger hicresel bilesenleri direkt
etkilemeksizin hiicredeki herhangi bir gen ifadelenmesinin baskilanmasi mimkandur.
MRNA seviyesinde gen sessizlendirilmesi icin pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Anti-

MRNA yaklasimi genel olarak ¢ sinifa ayrilabilir.

ilk grup hedef mRNA'ya baglanarak herhangi bir enzim araciligi ile RNA
degredasyonuna sebep olmadan RNA aktivitesini durduran tek zincirli yapiya
sahip olan “Antisens oligonikleotidler” veya hedef mRNA yikimini endogenik

RNAz H enzimiyle tetikleyen oligonukleotidler,

ikinci olarak sahip olduklan katalitik etkileriyle hedef mRNA yikimini
gerceklestiren “Ribozimler ve DNA enzimleri”,

Son olarak RNA interferans mekanizmasiyla hedef RNA’lari RISC enzimi
vasitasiyla degrede eden “Kiiciik interfere Edici RNA”lardir (siRNA) [37, 38].
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Sekil 2.5. Farkl antisens stratejilerinin karsilastiriimasi [38].

2.2.1.1. RNA interferans

Sentetik oligodeoksinukleotidlerin spesifik antisens etkisi ilk kez 1978 yilinda Zamecnik
ve Stephenson tarafindan htcre hatlarinda viral replikasyonun inhibe edilmesiyle
kesfedildikten sonra [39] endojenik genlerin baskilanmasi ilk kez 1980’lerin sonunda
Jorgensen ve arkadaslarinin petunya bitkisindeki gen ekspresyon seviyesini artirmaya
yonelik bir calismayla gosterilmistir [40-42]. Bu calismada Jorgensen ve arkadaslari
petunya ciceginde pigment olusumunu saglayan chalcone sentaz (chs) enziminin
ifadelenmesinden sorumlu bir genin aktivitesini dizenlemek amaciyla bitkilere bu
genin kopyasi ekzojenik transgen aktarmislardir. Bu genetik transformasyon
calismalariyla arastirmacilar daha koyu mor petunyalar elde etmeyi amaclarken
surpriz bir sekilde ciceklerin beyaz ya da alacali renkte olduklarini gézlemlemislerdir.

Arastirmacilar pigment olusumunun inhibe olmasini, petunya bitkisine aktarilan chs



transgeninin ekspresyonunda gerceklesmesi distnilen artisin tersine azalmanin
g6zlenmesiyle mimkin oldugunu aciklamislardir. Ayrica Jorgensen ve arkadaslari bu
azalmayi sadece ekzojenik chs transgenin ekspresyonunda degil hiicrelerde endojenik

halde bulunan chs genlerinde de g6zlemlemislerdir [40, 41].

Sekil 2.6. Petunyada chs geninin ifadelenmesinin baskilanmasi le deg sen

pigmentasyon [41].

Chs geninin over-ekspresyonunun baskilanmasinda, transgenik bolgede olusan cift
zincirli RNA (dsRNA) yapisinin etkin oldugu, ayrica chs geninden olusan mRNA’nin
transkripsiyon seviyesinde bir azalmanin olmamasi hatta izole edilen nukleusta
transkripsiyonun devam etmesi durumunun organizmada dogal olarak bulunan
Transkripsiyon Sonrasi Gen Susturumu Mekanizmasi ile ilgili olabilecedi rapor
edilmistir [43, 44]. Bununla birlikte hem ekzojenik hem endojenik genlerin
ifadelenmesinin baskilanmasindan dolayr bu prosese “co-suppression” adi da
verilmistir. Benzer sekilde 1992’de Romano ve arkadaslari Neurospora crassa
fungusunda benzer gen baskilama calismalari yapmislar ve adina “Quelling”
denilmistir [45].

1995 yilinda Guo ve Kempheus C. elegans nematodunda yaptiklari ¢calismalarla gen
baskilama mekanizmasinda sens (hedef mRNA ile ayni baz dizisine sahip) RNA‘nin
antisens RNA kadar etkili oldugunu ilk kez ortaya koymuslardir [46]. 1998 yilinda Fire
ve arkadaglarn C. elegans ile yaptiklari calismada sekans-spesifik ¢ift zincirli RNA
(dsRNA) molekdllerinin, tek basina enjekte edilen sens veya antisens RNA’lara gore

gen baskilama mekanizmasindan on kat daha fazla etkili olduklarini kesfetmislerdir.
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Cift iplikli RNA’ nin gen ifadelenmesini etkili olarak inhibe etmesi mekanizmasina

“RNA interferans” ismi verilmistir [47].

RNAI, Science dergisi tarafindan 2001'de "yilin molekuld”, 2002'de 2002 yilinin en
onemli bilimsel hamlesi” secilmis ve 2006 yilinda da RNAI ile ilgili yaptiklari
calismalar ile Andrew Z. Fire ve Craig C. Mello adli arastiricilar Fizyoloji ve Tip
alaninda nobel 6dult almislardir [48]. Elde edilen veriler, gergeklestirilen genetik ve
biyokimyasal ¢alismalar bitkilerde, funguslarda ve ardisik olarak C. Elegans’ta rapor
edilen ko-supresyon/PTGS, quelling ve RNAi mekanizmalarinin islemsel olarak
benzer oldugunu ve dsRNA indikleyici gen baskilama temeline dayanan bu biyolojik
yollarin hemen hemen butiun 6karyotik organizmalarda biyolojik surecte yer aldigini,
RNAI'nin farkh sekilleri oldugunu ortaya koymustur [49].

2.2.1.1.1. RNA interferans Mekanizmasi

RNAiI mekanizmasi; arastirmacilarin Drosophila’da yaptigli in vitro calismalarla
aydinlatilmistir ve hicrenin sitoplazmasinda gerceklesen mRNA seviyesinde gen
ifadelenmesinin durdurulmasi ile sonuglanan bir kontrol mekanizmasidir [50, 4].

RNA interferans mekanizmasinin tim adimlari,
dsRNA tanima ve tarama iglemi

Bir RNAz IllI familyasi (Dicer) enzim esliginde cift zincirli dsRNA'nin taninmasi

ve kesilmesi,
21-23 nukleotid uzunlugunda siRNA'’ larin olusmasi,

SIRNA-RISC kompleksi ikilisinin spesifik komplementer hedef mRNA ile

Watson-Crick baz eslesmesi prensibine goére hibritlesmesi ve
RISC icindeki ekzonukleazlar tarafindan hedef mRNA’'nin degrede olmasidir [5].

Mekanizmada, uzun dsRNA’larin RNA nlkleazlar tarafindan yaklasik 21-23
nikleotidlik RNA fragmentlerine parcalandigi basamaga “Baslangic Fazi” (efektor
molekdllerin Uretim fazi) ve multinukleaz RISC kompleksi yapisina katillan siRNA
rehberliginde hedef komplementer mRNA'nin degredasyonunun gerceklestigi

basamaga da “Efektor Faz1” (asil RNAi mekanizma fazi) adi verilir [51-54].
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Sekil 2.7. RNAiI mekanizmasi [52].

Bu mekanizmada o6nemli rol oynayan baslica molekuller/bilesenler vardir; bunlar,
sekansa spesifik baskilama ajani olarak ortaya ¢ikan en son kesif olan siRNA [55],

Dicer enzimi ve RISC'dir.

2.2.1.1.1.1. siRNA
Baslangi¢c fazinda endojen veya ekzojen orijinli sekans-spesifik cift-zincirli RNA

molekulleri, hedef mMRNA ile hibritlesmeden dnce ribontikleaz-Ill tipi protein ailesinden
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olan Dicer enziminin aktivitesiyle [50, 56-58] sitoplazmada kugik interfere edici
fragmentlere parcalanir. Bunlara siRNA denir [55]. siRNA’lar, RNAi mekanizmasinda
olusan, 5°- fosfat ve 3"- hidroksil uglara sahip ve 3"-hidroksil uglarinda 2 nikleotidlik
cikinti bulunan 21-23 nikleotid uzunlugundaki ¢ift zincirli yapiya sahip molekullerdir
[50, 58, 59].

5 p OH 3"
11
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Sekil 2.8. Her iki ucunda 2 adet eslesmemis baz bulunan cift sarmal RNA [60].

siRNA'nin bu yapisal 6zelligi RISC’e baglanmasi ve RNAI mekanizmasinin sonraki
asamalari icin onemlidir [61, 62]. Uygulamalarda, uzun dubleks RNA’ lar kullanilimis
fakat, hiicre 6lumine neden olan antiviral interferon (IFN) yanitini uyardiklari i¢in bu
RNA'’ larin cogu memeli hicreleri icin etkin olmadigi anlasiimistir [32]. Buna benzer
bir baska calismada 30 nikleotidden daha uzun cift iplikli RNA memeli hicrelerine
verildiginde 6zglil olmayan mRNA degredasyonu ve etkili olmayan translasyon
baskilanmasi ile karsilasiimistir. Ancak daha kigtk RNA’lar, 25 nikleotidlik antisens
parcalari kullanildiginda ise etkili bir gen susturumu goézlenmistir. Bu kisa RNA’larin
bir cift iplikli RNA preklrsérinden kaynak aldigr dasuntlmustir. RNAI ile kisa cift
iplikli RNA’larin iliskisi Drosophila melanogaster’ de kisa RNA’lar bulundugunda
anlasiimistir. Ayrica kisa RNA’larin RISC’in hedef mRNA'’yl tanimasinda da etkin
oldugu gozlenmistir [63, 64].

Gen ifadelenmesinin susturulmasini saglayan bir baska efektér molekil olarak
miRNA’lar (micro RNA) da ilk defa 1993 yilinda belirlenmis olup [65] 2001 yilindan
itibaren mMIRNA terimi kullanilmaya baslanmistir [66]. miRNA’larin Gretimi ise
cekirdekte transkripsiyon sonucu intron bélgelerinde sag¢ tokasi seklinde Kkivrilip
eslesmis kisimlari olan RNA polimeraz Il aktivitesiyle ilk miRNA’larin (pri-miRNA)
olusmasiyla baslar [67] ve RNaz Il grubu bir endonikleaz olan Drosha enzimi
aktivitesiyle pri-miRNA’lardaki bu kivrilmis RNA parcasi zincirin geri kalan kismindan

ayrilir ve boylelikle prekirsér miRNA’lar (pre-miRNA) olusur [68, 69].
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Pre-miRNA cekirdek zarinda bulunan tasiyici reseptor Exportin 5 ile sitoplazmaya

tasinir

[66]. Bu asamadan sonra miRNA ve siRNA ayni islemlerden gecer [36].

Efektor fazda siRNA ve miRNA molekulleri ATP bagimh bir bicimde RISC aktivitesiyle
tek sarmal hale getirilirler. SiRNA veya miRNA’nin antisens zincirlerinin hedef mRNA

ile etkilesimleri RISC kompleksi igcinde gergeklesir [4].

-

siRNA volagi

R — § 2 —

Pri-miRNA Pre-miRNA

e w5 Pre-miRNA

cift iplikli SIRN: _ Cekirdek

& Sitoplazma

| " o
. siRNA  DICER ile kesim ve %
"

|
&)

4

RISC ile baglanma
I >
o g

l RISC aktivasyonu

@mRNA gy BRNA

AAAA
l mRNA kirilmasi l
— =
P-cismi igerisinde
mRNA pargalanmas:

miRNA volagi

Sekil 2.9. miRNA ve siRNA yolaklari [70].

siRNA'lar genellikle hedef mRNA molekuline komplementer sekans dizisinde ve

miRNA’lara gore mRNA ile miukemmel eslesme 0zelligine sahiptirler. SiRNA ile
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etkilestikten sonra mMRNA moleklll eslesme Dbdlgelerinden endonukleazlar ile
kesilerek ortamdan uzaklastirilir [36]. siRNA’larin tersine miRNA’lar hedef mRNA
moleklliyle kismen esleserek dusuk 0Ozgullikte baglanir ve translasyon mRNA
degrede olmadan baskilanir. Her iki mekanizmanin ortak sonucu protein sentezinin
inhibe edilmesiyle sonuclanir [71, 72]. Farkli organizmalarda var olan RNAI
mekanizmasinin genetik ve biyokimyasal incelemeleri, bu hicresel mekanizmanin

korundugu gercegini ortaya koymaktadir [32].

2.2.1.1.1.2. Dicer Enzimi

RNAz 11l ailesi grubu enzimler ¢ift zincirli RNA’lara spesifik 0zellik gosteren birkag
niikleaz arasindadir [73] . ilk olarak Bernstein ve arkadaslari Drosophila’dan RNaz IlI
benzeri bir enzimi izole edip, bu enzimin RNAiI mekanizmasinda uretilen 22 ntkleotid
blyukligunde fragmentler olusturma yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir [57].
Ayni arastirmacilar bu enzimin RNAi mekanizmasinin baslangicinda yer aldigini da
ispatlamislardir. Cift zincirli RNA’lari homojen bir bigimde ayni buyuklikteki kiguk
RNA’lara kesme yeteneginden dolayl bu enzime “Dicer” adi verilmistir [57]. Bu
nikleazlar nematodlarda, fungilerde, meyve sineginde bitkilerde ve memelilerde
evrimsel olarak korunmustur [55]. Ancak bunlar bazi farkliliklar gosterebilmektedir.
Drosophila gibi disik Okaryotlarda Dicer enziminin kesim aktivitesi ATP gerektirirken

memeli Dicer enzimi ATP gerektirmez [55, 74].

Dicer enzimi dort farkli domaine sahiptir. Bunlar; bir N-terminal helikaz domaini, 2
tane RNAz Il kalibi, bir tane C ucunda bulunan dsRNA’larin baglanma domaini ve bir
PAZ domainidir (110 amino asit domaine sahip, Piwi, Argo ve Zwille/Pinhead
proteinlerinden olusan domain) [51, 57, 75]. Ayrica fonksiyonu hala tam olarak belli
olmayan DUF 283 domaini de tanimlanmistir [51, 75].

Helikaz DUF PAZ RNaz III RNaz III dsRBD
283

- — I — -

Sekil 2.10. Dicer Enziminin domain yapisi (sematize edilmistir) [49, 51, 75].

15



Dicer enziminin sahip oldugu PAZ domaininin c¢ift zincirli RNA’larin enzime
baglanmasini  [76], RNAz Il domaininin ise cift zincirli RNA’larin kesim aktivitesini
katalizledigi dusunulmektedir [77].

2.2.1.1.1.3. RISC

Hedef mRNA'yli degrede etmekten sorumlu sekans spesifik nikleaz aktivitesi
Hammond ve arkadaslarn tarafindan RNA-indikleyici susturucu kompleks olarak
isimlendirilmistir [68]. Dicer aktivitesiyle olusan siRNA, RISC ile etkilestiginde
SIRNA'nIn ¢ift sarmali acilir ve enzim kompleksinin aktivitesiyle hedef mRNA ile ayni
baz dizisine sahip siRNA zinciri (sens dizi) uzaklastirlir [78]. RISC; antisens diziye
sahip siRNA zincirini, kendisine komplementer olan mRNA'yi Watson-Crick baz
eslesmesine gore bulmasi ve hibritlesmesi icin rehber olarak kullanir ve bu enzim
kompleksi hedef mMRNA'nin 5’ ucundan olcerek 10. ve 11. nikleotidler arasindaki

fosfodiester bagini endontkleaz aktivitesiyle keser [79].

500 kDa buydklugundeki bu multikomponent RNAiI nikleazin [80] protein
bilesenlerinden biri Argonaute protein ailesi Gyesi olarak tanimlanmis ve Argonaute2
(AGO2) olarak adlandiriimistir [55].

Sekil 2.11. Argonaute proteinin domain yapisi [49].
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130 kDa buytkligiunde ve poliglutamin iceren AGO2 proteini, PAZ domainine ve
Argonaute gen ailesi Uyesine 6zglu olan PIWI domainine sahiptir [55]. PAZ domaini
SsiRNA'nin antisens dizisinin 3" ucuna baglanmayi katalizlerken yapisal olarak RNAz
H'in aktif bolgesine benzeyen [81] PIWI domaini ise hedef mRNA'nin kesimini
katalizlemektedir [82]. Hedef mRNA hidrolizi igin ATP esansiyel degildir ancak ATP
varliginda endonukleaz aktivitesi hizlanir. Ayrica Mg?* iyonu mRNA degredasyonu
icin gereklidir [83]. RISC'den degrede olmus hedef mRNA'nin her iki fragmentinin
ayrilabilmesi icin ATP gerekmektedir. 5" -3 eksonukleaz XRN-1 (veya onun
homologlar1) kesilmis hedef mMRNA'nin 3" ucunu, ekzozom olarak bilinen

ekzonukleazlar ise geriye kalan 5 ucunu parcalamaktadir [82].

2.2.1.1.2. RNAI'nin Terapotik Uygulama Alanlari

RNA interferans, canli organizmalarda dogal olarak bulunan bir mekanizma olmasinin
yaninda, gen ifadelenmesini baskilamak icin yapay siRNA’larin da sentezlenip
kullanilmaya baslanmasiyla son vyillarda bilim ddnyasinin heyecan verici bir
noktasinda yer almistir [82]. In vitro ortamda sentezlenen siRNA’lar gen susturucu
etkisiyle hem spesifik genlerin fonksiyon arastirmalarinda hem de bazi hastaliklar i¢in
terapo6tik ajan olarak kullaniimistir [84]. RNAVP' nin tedavi edici degeri ¢ok sayida in-
vitro calismada gosterilmistir. Bugune kadar HIV/AIDS, hepatit, SARS, influenza,
insan papillomavirus infeksiyonu gibi viral hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar, diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar, malaria ve
romatoid arthritis ve kanser gibi hastaliklarda hayvan deneylerinde ve insan
uygulamalarinda Umit veren gelismeler vardir [82]. Arastirmacilar, spesifik bir
proteinin yiksek derecede ifadelenmesinden veya mutant bir proteinin varligindan
kaynaklanan bazi hastaliklarda RNAiI mekanizmasi vasitasiyla zararl etkiye sahip
proteinin ekspresyon seviyesini azaltma yoluna giderek in vitro ve in vivo kosullarda

gen tedavisi uygulamislardir [85].

RNAI mekanizmasi, sahip oldugu yuksek etkinlik ve spesifik 6zellikleriyle son yillarda
kansere de karsi Ozellikle onkogenez yolagina, apoptoza, hicre doéngisu
regulasyonuna, hiicre yaslanmasina, timoér-hiicre etkilesimine, geleneksel tedavilere
ve diren¢ mekanizmasina ait olan genleri hedef alan potansiyel terapétik strateji

olarak karsimiza ¢ikmaktadir [86].

17



2.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri diinya genelinde en sik gorulen ve etkisi her gecen yil % 0,5 oraninda
artan epidemik hastaliktir. Akciger kanserinin boyut ve dagihmi nedeniyle ameliyat ile
tedavi bu hastalik icin ¢ok fazla efektif degildir. Bu sebeple sadece kemoterapi ve
radyasyon terapisi akciger kanseri tedavisi seceneklerindendir. Buna ragmen
kemoterapi ve radyoterapi goren hastalarin yaklasik % 80’1 1 yilik bir tedavi
sonucunda Olmekte ve hastalarda uzun sureli kurtulma sadece % 5-10 oraninda
g0zlenmektedir [87].

"Trake

g g— Lenf Diigiamii

Kanser
Kiitlesi Ana
Bronglar
Sad Akciger Sol Akciger
Ust Lob Ust Lob
Orta Lob Asagi Lob
Asagi Lob

(@ 2007 MedicineMet, Inc.
Sekil 2.12. Akciger lobunda kanser kutlesi gorinima.

Akciger kanseri kemoterapisinde en 6nemli engel kanser hicrelerinin ilag direnci
gelistirmeleridir. Kemoterapinin etkinligi bu yuzden kisitlanmistir. Bu direnci kirmak
icin kanser hastalarina yiksek dozda toksik antikanser ilaclari uygulanir, bu da

saglikh organ ve dokularin da yan etkilere maruz kalmasiyla sonuclanir [87].

Kanser tedavisinde kemoterapi etkili bir yéontem olmasina ragmen kemoterapotik

ajanlarin sulu c¢ozeltilerde dusuk c¢ozunurlikte olmalan (ilag verilmesini zorlastirir),
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vicutta bastan basa spesifik olmayan dagihmlarinin olmasi (tumorde yetersiz
penetrasyona neden olur), saghkh dokularin zarar goérmesi (tedavinin dozunu ve
sikhgini limitler) ve kanser hicresi direnci gibi kemoterapinin etkinligini engelleyecek

limitasyonlari mevcuttur [88].

Yeni yaklasim kanser tedavilerinde tek terapétik stratejiler artik yetersiz
bulunmaktadir. Farklh mekanizmalara sahip ki veya daha fazla tedavi
kombinasyonunun sinerjistik veya kombine etkisi kanser gelisimini daha iyi 6nlemis ve
kanser tedavisinde umut vaat edici bir yaklasim olmustur. Bununla birlikte, RNA
interferans mekanizmasina dayalli ileri tedavi teknikleri, Ozellikle hastaliklarin
tedavisinde mukemmel etki gosteren cesitli SIRNA bazli terapdtikler gelistiriimistir. Bu
sebeple son yillarda geleneksel kemoterapi ve yeni gelistirilen siRNA'ya dayali
tedavilerin kombinasyonu arastirmacilarin dikkatini cekmistir [89]. Antikanser ilaclarin
farkl etkilesimlerle kombinasyonu dusuk doz ila¢ kullanimi ve ilaglarin yan etkilerinin

azalmasini saglar [90].

Spéankuch ve ekibi siRNA veya antisens oligonukleotidlerle polo-benzeri kinaz 1
(PIk1) proteinini hedefleyerek meme kanseri hicrelerinin antikanser ila¢ paclitaxele
karsi hassasiyetini gelistirmislerdir [91]. Benzer bir sekilde Brahmbhatt ve arkadaslari
SiIRNA ve kemoterapdtik ilacin beraber timdr bélgesine verilmesinin tek basina ayri
ayri salinimlarindan énemli élctide daha fazla terapdétik etkiye sahip oldugunu rapor
etmiglerdir [92]. Bununla birlikte maksimum etkiye ulasiimasi i¢cin SiRNA ve ilacin es
zamanli olarak ayni tumoral hiicreye ulasmasi ve hicrelerde optimum oranda

birikmesi gerektigi beklenmektedir [93].

2.4. ABCEL1 Proteini
RNAz L inhibitort (RLI) veya HP68 (host protein) olarak da bilinen ABCEL proteini,
ATP baglayici kaset proteinleri (ABC) super ailesinin bir Gyesidir [94].

ABC proteinleri, ATP'yi baglayarak aciga cikan enerji ile seker, amino asit, metal
iyonlari, hidrofobik bilesikler ve cesitli metabolitler gibi bir ¢cok molekiliin plazma
membranindan veya mitokondri, peroksizom ve endoplazmik retikulumun intraselilar
membranlarindan gegisini saglarlar [95, 96] Bugine kadar hicrede cesitli

fonksiyonlara sahip 49 tane ABC ailesine mensup transport proteini rapor edilmigtir.
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Memelilerde ABCA’dan ABCG'ye kadar olmak tzere tum grup 7 alt birime ayrilip o
sekilde isimlendirilmistir [95].

ABCEL1 proteini 1995 yilinda ilk olarak RNAz L inhibitdri ismiyle tanimlanmistir [97].
599 amino asitten olusan ve molekdl agirigr 67,515 kilodalton (kDa) olan bir
proteindir [94]. ABCEL1 proteini 4 yapisal domain icerir: bitin ABC proteinlerinde
oldugu gibi NBD1 ve NBD2 olmak Uzere 2 tane ATP-baglayici ya da nukleotid
baglayici domain yapllari, bir destek domain [98] ve ayrica N-terminal bélgesiyle
koordine halinde olan (4Fe—4S)? kiimelenmesi [99]. Fe—S kiimelenmeleri hiicre
canliig! icin esansiyel oldugundan, ABCE1 proteininin hiicresel faaliyetlerde genis
oranda yer aldigi bilinmektedir [97]. ABCE1 geni Okaryotlarda, mayalarda ve
archealarda evrimsel olarak korunmus olup, bakterilerde bulunmamaktadir [94].

ABCEL1 proteini bulundugu hiicrede genis biyolojik role sahiptir.
2.4.1. ABCE1 proteini IFN — Bagimh 2-5A/RNAz L Sistemini inhibe eder

Hucrelerdeki IFN bagimli 2-5A/RNAz L yolagi antiviral etkiye sahip bir sistemdir. Ayni
zamanda sahip oldugu apoptotik, immonuregilatér ve antiproliferatif 6zelligi
sayesinde antitumor etkili bir biyokimyasal yolaktir. Bu yolagin etkin molekilu
endoribontkleaz L (RNAz L) proteinidir [100]. Memeli hucrelerinde yiksek oranda ve
inaktif halde bulunan bu protein, 2-5A (2'- 5' oligoadenilat) ile yUksek afinitede
baglanarak inaktif halden aktif hale gecer [101]. 2'- 5' oligoadenilat (2-5A) molekuld,
1970 wyillarin ortalarinda I.M. Kerr ve arkadaslari tarafindan kesfedilen 2'- 5'
oligoadenilat sentetaz enziminin ¢ift zincirli RNA ile aktifleserek ATP ile etkilesimi

sonucu olusur [102].

Yapilan bircok arastirmayla RNAz L sisteminin aktivasyonuyla apoptozun indiklendigi
gosterilmistir. Diaz-Guerra ve arkadaslari memeli hicrelerini RNAz L geni Ureten
rekombinant vaccinia virisiyle transfekte etmisler ve sonucunda hticrelerin apoptoza
girerek olduklerini rapor etmislerdir [103]. Ayni sekilde bir baska calismada
arastirmacilar mitokondriden sitokrom c’nin salinmasiyla devam eden apoptotik
faaliyeti, hucrelerdeki RNAz L yolagini 2-5A transfeksiyonuyla aktive ederek
g6zlemlemislerdir [104].
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Sekil 2.13. 2-5A/RNAz L sisteminin antiviral ve antitimor aktivitesini gosteren

molekdler yolagi [105].

Antiviral aktiviteye ve apoptozu indiklemesine ek olarak 2-5A/RNAz L sistemi ayni
zamanda antiproliferasyon ve antitimaor faaliyetlere de aracilik eder. 2-5A’nin hiicreye
veriimesi hicre bldyltmesinin inhibisyonuyla sonuclanarak bu durum RNAz L'ye

antiseluler proliferasyonda etkin rol kazandirmistir [94].

2-5A’nin  antitimor hicre aktivitesini indiklemesi ve etkin RNAz L’'nin tumor
baskilayici molekil adayr durumuna gelmesi, RNAz L temelli uygulamalarin kanser

tedavisinde ciddi avantaj saglamasina yol acabilir [105].

ABCEL1 proteini, RNAz L ile heterodimer yapisi olusturarak 2-5A'ya baglanmasini
engeller ve RNAz L’nin nikleaz aktivitesini inhibe eder [97, 104]. Bununla birlikte
transfekte edilmis HelLa hicrelerinde yiksek ifadelenme seviyesindeki ABCEL
geninin interferonlarin antiviral aktivitesini inhibe etmesi bu genin viral enfeksiyon,
timor hicre proliferasyonu ve antiapoptozda aktif ve 2-5A/RNAz L yolaginda énemli

bir regulatér oldugunu distndirmuasttr [94].
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2-5A/RNAz L sisteminin memeli hucreleri disinda bulunmamasi, bunun yaninda
ABCEL1 proteinin tim O©karyotiklerde ve archealarda oldukc¢a fazla bulunmasi bu
proteininin sadece RNAz L inhibitorii olarak degdil baska fonksiyonlara da sahip

olduguna isarettir [106].
2.4.2. ABCEL1 Proteini Okaryotik Translasyonla Yakindan iligkilidir

ABCEZY'in pre-translasyon baslama kompleksini olusturmak icin dkaryotik translasyon
baslama faktorleri elF2 ve elF5e baglanmasi bu proteininin hicre buyimesinde,

gelismesinde ve kesin patolojik proseste dnemli rolli oldugunu dusidndurtr [107].

Mayalarda ABCE1 proteini hicre bélinmesinde kritik rol oynar. Bununla birlikte
ABCELl’in baskilanmasiyla HEK293 timdr hicre hattinda proliferasyonun inhibe
edildigi gosterilmisti. ABCE1'in elF5 ve elF2 ile beraber immuinopresipitasyon
gosterdigi ayni calismayla rapor edilmistir. Bu sebeple ABCEL proteininin ilk roli
olarak, oOkaryotik gelisimde etkin olmasi ve translasyon prosesi boyunca baslama

kompleksleriyle birlesmesi seklinde dusuntlmustir [94].

Ayrica ABCEL1'in 6karyotlarda translasyon sonlandirma strecinde ve ribozom geri
donistiminde de 6nemli yeni rolleri oldugu belirtiimistir. Mayalarda yapilan genetik
calismalarda ABCEL'’in sonlandirma faktorii eRF1 ile ve az oranda eRF3 ile fiziksel
olarak etkilesim icerisinde oldugu gosterilmistir [108]. ABCE1 protein ekspresyon
seviyesinin azalmasinin bitis kodonunun taninmasinda bozukluga yol actigr ayni

calismayla rapor edilmistir [109].

ABCE1 ribozoma dogrudan baglanamaz bunun yerine ribozomda eRF1'in veya
homologu olan Pelota’nin konformasyonunu sabitleyerek sahip oldugu FeS
domainiyle eRF1'in veya Pelota’nin karboksiterminal bélgesine baglanir. Translasyon
sonlanmasi peptit salinimina onculik eder ve ABCEL1 proteininin ATP hidroliziyle

ribozom ayrilmasi ribozom geri doniastimine indaklenir [94].
2.4.3. ABCE1 Proteini Tumorle iliskilidir

Hucre proliferasyonuyla iliskisi, antiapoptotik aktivitesi ve translasyon prosesindeki

onemli roli ABCE1 proteininin maligniteye sebep olabilecegini disindirmustir. Son
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donemlerde yapilan ¢alismalar ABCEL'’in timdr olusumuyla, prognozla ve metastazla

iliskisinin oldugunu kanitlar niteliktedir [94].

Huang ve arkadaslari akciger karsinoma dokularinda ve metastatik lenf bezlerinde
ABCEY'in ekspresyonun normal dokulara gore c¢ok daha fazla oldugunu
belitmislerdir. Ayrica arastirmacilar ABCE1 proteinini baskilayarak akciger kanseri
hicre hattinda proliferasyonun ve envazyonun inhibe edildigini gostermisler,
ABCEL1'in akciger kanseri patogenezine dahil bir protein oldugunu rapor etmislerdir
[110]. Bununla birlikte son arastirmalarda 48 tane akciger adenokarsinom doku
orneklerinde ABCEL1 protein ve mRNA dizeylerinin oldukca fazla ifadelenmis oldugu
gOsterilmistir [111]. Ayni sekilde bir baska calismayla melanom ve metastatik
melanom hicre hatlarinda ABCE1 geninin yiksek ifadelenme seviyesinde oldugu
onemli 6lcide gozlenmistir [112]. Retinablastom hicre hattt Y79'da da ABCEL
geninin de dahil oldugu ytiksek mRNA ifadelenmesine sahip cesitli ABC ailesi genleri
tanimlanmistir [113]. Kolorektal kanser hastalarindan alinan tumor dokularinda ve
neoplastik olmayan kontrol dokularinda bulunan tum ABC transport proteinlerinin
transkript seviyeleri tzerine yapilan bir calismada ABCEL geninin timoérlerde kontrol
dokularina goére daha fazla regile oldugu belirtilmistir [114]. Bu sonuclar ABCE1

geninin tumor iliskili bir gen olabilecegine isaret etmistir [94].

Bununla birlikle ABCE1 geni lésemi ve kanserdeki yeniden dizenlenen yapilarla
iliskide olan 4931 hassas kromozom bdlgesinde lokalize olmustur. Bu nedenle bu gen

bulundugu konum geregi de bir aday timor geni durumundadir [94].
2.4.4. ABCE1 Proteini Kemodirencgte Etkindir

ABCE1 proteini kemoterapi direnciyle iliskilidir. incelenmis 23 tane ilag-direncli timor
hicre hattindaki ABCE1 geninin de dahil oldugu 13 tane ABC genlerinin
ifadelenmesinin, bu genin sonradan kazaniimis kemodirencte etkin olabilecegi

Onerilerek, ilaca hassas parental hiicre hatlarindan farkli oldugu belirtilmistir [115].

19 tane hepatoseliler karsinom hastalarinda yapilan, ¢oklu ilag direnciyle ilgili olan 15
ABC proteininin ifadelenme arastirmasinda ABCEY'in ifadelenmesi, komsu saglikh
hicrelere gore timor hicrelerinde artista oldugu ve bu artisin hepatoseliler

karsinomda kemoterapotik tedaviden 6nce olustugu sonucu cikariimistir [94].
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2.5. 5-Florourasil

5-Florourasil olduk¢a yaygin kullanilan bir antikanser ilagtir. 1957°'den beri kolon
kanseri tedavisinde 6nemli bir rol oynamis ayni zamanda akciger, meme ve boyun
kanseri gibi diger kanser cesitlerinin tedavilerinde de kullaniimistir [116]. 5-FU, DNA
ve RNA molekillerinin primidin halkasina benzer yapida, heterosiklik aromatik
halkaya sahip bir organik bilesiktir. Timin sentezine o6nculik eden urasilin C-5

pozisyonundaki hidrojen atomu yerine 5-FU’da flor atomu bulunur [117].

Urasil 5-Floro-Urasil

Sekil 2.14. Urasil ve 5-Floro-Urasil'in kimyasal yapilari [116].

Yapisal 6zelliginden dolay! 5-FU hicrede nikleosid metabolizmasiyla interfere olup
hem RNA hem de DNA ile bittnleserek sitotoksisiteye ve hicre olimine yol acar
[118]. 5-Florourasilin timidilat sentaz enziminin inhibitdéri olarak gelistirilerek hiicre
oliminde etkin bir kematerap6tik ilag olmasi ve ayrica primidin analogu olarak urasil
veya timin yerine DNA ve RNA ile batinlesmesi, bu ilacin antitimér mekanizmaya
sahip oldugunun kanitidir [116]. Memeli hiicrelerinde 5-florourasil, timidilat sentaz ile
stabil kompleks olusturan florodeoksiltridin monofosfata (FAUMP) donusir bu da
deoksitimidin monofosfat (dTMP) retimini inhibe eder. dTMP, DNA replikasyonu ve
onarimi i¢in esansiyel olup bu molekuliin seviyesinin azalmasi sitotoksisiteye neden
olur [119]. Bununla birlikte, bir cok avantajinin yani sira hiicre membranindan ilag
giris cikisinda anormal bir degisiklik olmasi, ilacin aktifliginin azalmasi ve ilag
hedefindeki mutasyonlar sonucu olusan ila¢ direncinden dolayr 5-Florourasilin klinik
uygulamalarn fazlasiyla kisitlanmistir. Antitimor etkisinin yaninda diyare, agiz ve

bogazda yara, yutkunmada zorluk, istahsizlik, disik kan htcresi Uretimi, avu¢ icinde
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ve ayak tabaninda agri, kirmizilik ve kabarciklanma gibi yan etkilere sahip bir ilagtir
[116].

2.6. irinotecan

irinotecan diger bilien adiyla CPT-11 (Camptothecin-11), orijin olarak Cin siis bitkisi
Camptotheca acuminata’dan izole edilen camptothecin’in suda ¢ozindr, yarl sentetik
analogudur. Hicrede topoizomeraz I'i (Topo 1) inhibe ederek S-fazi spesifik hiicre
O0lumine neden olan bir kemoterapdtik ajandir [120]. Nukleer Topo | / DNA
kompleksini olusturmasi DNA'nin tek zincirinde kirilmalara ve htcre 6lumine yol
acar. Artan lipit peroksidasyonu da ayrica irinotecan indukli hiicre 6limine katkida
bulunur [121].

ik kez 1983 yilinda Japonya’'da kesfedilen ve sentezlenen irinotecan kigiik ve kiigik
hicreli olmayan akciger kanseri, kolorektal kanseri, meme kanseri, yumurtalik kanseri

gibi bir ¢cok timor tariinde potansiyel antitimaor etki gostermistir [120].

irinotecan Hidrokloriir

aEp:twww.rnistcomioamplosardn-drug Aim

Sekil 2.15. irinotecan hidrokloriiriin kimyasal yapisi

irinotecanin anti-timor etkisinin yaninda zayiflatici, diyare, ince ve kalin bagirsakta
histopatolojik degisimler, kript hiicrelerinde ve bagirsak vililerinde dejenerasyon ve

nekroz gibi doz sinirlayici toksik etkileri mevcuttur [121].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda gercgeklestirilen calismalar baslica lG¢ ana bolimden
olusmaktadir. ilk bolimde A 549 akcijer kanseri hiicreleri kiltir ortaminda
cogaltilarak hiicre hatlan hazirlanmis ve ABCEL siRNA ile birlikte hiicrelere verilmesi
planlanan dusuk doz 5-FU ve irinotecan ilaglarinin derigimlerini belirlemek icin MTT
sitotoksisite testi yapilmistir. Belirlenen dusuk ila¢ derisimleri ve farklh derisimlerdeki
ABCEL siRNA’larin timoér hicreleri Gzerindeki kombine etkisini gormek adina gercek
zamanli hicre analiz sistemi ile hicre sayimi yapilmis ve zamana bagh hicre
proliferasyonlarina bakilmistir. Ayrica kombine tedavi seklinin hicreler Uzerindeki

sitotoksik etkisi de incelenmigtir.

ikinci kisminda apoptoz/nekroz ikili boyamasi yapilarak siRNA’nin, ilaglarn timér
hicreleri Uzerindeki tekli ve ikili etkisini arttinp arttirmadigini veya bu etkiyi nasil
devam ettirdigini incelemek icin hicrelerin 6lum yolaklarindan hangisini sectigi

morfolojik olarak degerlendirilmistir.

Calismanin son boéliminde siRNA ile baskilanan ABCE1l geninin ifadelenme
seviyesini gostermek icin es zamanh RT-PCR uygulamasi yapilmistir. Ayrica tekli
ilag, ikili ilag ve siRNA ile birlikte hazirlanan formlarinin hicrelere uygulanmasindan
sonra BCL-2, mTOR ve ABCE1l genlerinin de ifadelenme seviyelerini kontrol

gruplanyla karsilastirmak icin es zamanh RT-PCR uygulanmistir.
3.1. Kimyasallar ve Malzemeler

Antikanser ajan olarak kanser tedavisinde siklikla kullanilan, baska ilaclarla veya ikili

kombine sekilde de uygulanan 5-FU ve irinotecan ilaclar kullaniimistir.

RNA interferans calismalarinda ABCE1 genini baskilamak igin kullanilan siRNA
(Sens dizisi: 5-CCGUGGAUCUGAAUUACAATT-3' antisens dizis:5’-
UUGUAAUUCAGAUCCACGGAA-3) ve tastyict olarak kullanilan HiperFect

Transfeksiyon Reaktifi Qiagen (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Hucre kiltura calismalari icin; insan akciger kanseri hiicre hatti A 549 (ATCC), RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640; ATCC) besiyeri olarak, Fosfat Tamponu
(PBS) Thermo Scientific (ABD), Tripsin—EDTA (Tripsin—Etilendiamin tetraasetik asit),
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Fetal Buzagi Serumu (FCS), tripan mavisi kullaniimistir. Sitotoksisite testinde
kullanilan Tetrazolyum Tuzu (MTT) ve Dimetilsulfoksit (DMSO) Biological Industries
(israil) firmalarindan temin edilmistir. Propidium iyodiir (Serva, israil), Hoechst 33342
(Serva, israil) ve Riboniikleaz A apoptoz/nekroz ikili boyama ¢alismalarinda kullanilan
kimyasallardir. Es zamanli RT-PCR c¢alismalarinda total RNA izolasyonu i¢cin RNeasy
Mini Kit ve cDNA izolasyonu icin RT2 HT First Strand Kit ayrica RT?2 SYBR Green
gPCR Mastermixes ve RT? gPCR Primer Assays (ABCE1, BCL-2, mTOR ve B-Actin
primerleri) Qiagen firmasindan temin edilmigtir. Tum c¢alismalar stresince kullanilan
bu kimyasallar, analitik saflikta olmalarindan dolayi herhangi bir ekstra saflastirma
islemine tabi tutulmamislardir. Hucre kultir calismasi, kualtir kaplari ve c¢oklu

kuyucuklu plakalarda (Corning, ABD) yapiimistir.

3.2. in vitro Antikanser ilag — SiRNA Hiicre Etkilesimleri

Hucre kalttra, canli bir doku veya organdan alinan kiiguk bir parcanin in vitro ortamda
ve kontrol edilebilir kosullar altinda buyutilmesi ve cogaltilmasi islemine verilen
isimdir. Hucre kaltara terimi ile genellikle 6karyotik hayvan hucreleri kast edilse de
bitki, fungi, virus ve bakterilerin de kaltira yapilir. Hicrelerin in vitro ortamda
yasayabilmeleri, blylmeleri ve ¢ogalmalari i¢in uygun besiyerlerine ihtiyaclari vardir.
lyi bir besiyeri esansiyel ve non-esansiyel amino asitleri, vitaminleri, tuzlari, sekerleri,
serum, penisilin ve streptomisin gibi antibiyotikleri Na, K, Ca, Mg, Cl, P, NaHCO3, CO,
gibi iyonlari, Fe, Zn, Se gibi iz elementleri ve kolin, inositol gibi lipidleri ihtiva etmelidir.
Kaltdr ortamini etkileyen diger faktorler ise sicaklik, pH, nem, gaz fazi bilesenleri,

ozmolarite ve 1Siktir.

Hucre kdltirlerinde yapilan ¢calismalarin ginimuizde 6énemli bir yeri vardir. Saglikh ya
da patolojik durumlarda bir hiicre ya da dokuda bulunan bir maddenin ya da tretilmis
bir maddenin islevlerini belirlemek amaciyla bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde
calismalar yapilarak in vitro sonuclar elde edilebilir. Ayrica hicre/doku kilttrt, gen
tedavisi, cesitli enzimlerin ve hormonlarin uretimi, DNA ve RNA replikasyonu
arastirmasi, kok hicre arastirmalari, doku muhendisligi ve genetik manipulasyon ve

immortalizasyon gibi bir cok alanda kullaniimaktadir.
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3.2.1. Hucrelerin Hazirlanmasi

Dondurulmus sekilde -80°C de derin dondurucuda bulunan kriyotuplerdeki A 549
hiicreleri derin dondurucudan alinarak ¢ozulir. %10 FCS iceren RPMI-1640 besiyeri
ortami hazirlanir. C6zulen A 549 hucreleri falkon tip igerisine konularak tizerine 3 mL
hazirlanan besi yerinden koyulur ve 2500 rpm'de 2 dk santiftj edilir. Santrifij
sonrasinda sipernatant atilir ve pellet 4’er mL besi yeri ile siispanse edilip 75 cm? lilk
flasklara aktarlir. Flasklarin kapagi hafif gevsetilir ve 37°C de %5 CO; igeren
inktbatdre koyulur. Mantar ve bakteri kontaminasyonlarina kargi her 24 saatte bir
flask yuzeyinde hicrelerin ¢ogalmalari mikroskobik olarak incelenir. Hucrelerin
cogalmalarina bagll olarak ylzey kaplamasi tamamlandiginda Kkultirler tripsin

enzimiyle muamele edilerek 1/4 pasaj yapilir ve hicreler yeni flasklara aktarilir.

Diisiik yogunluk Yiiksek Yogunluk

Sekil 3.1. A 549 hucrelerinin goruntisa.
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Cizelge 3.1. A 549 hucrelerinin hicre kultar ortami

Hiicre Turi Akciger Kanseri Hicre Hatti (A 549)

Kiiltiir Kabi 75 cm®’lik polistren flask, ylzeyi hiicre tutunmasina uygun

Kiiltiir Vasati %10 Fetal buzagi serumu iceren RPMI-1640

Rutin sub-kultar 1/4

Kiiltiir Ozelligi Monolayer
Toplam Hacim 5mL

oH 7,2-7,5
Sicaklik 37x0,5°C

inktibasyon Ortami % S'lik COz etlvd

3.2.2. Sitotoksisite Testi (MTT)
MTT testi, hicre canhhiginin tesbiti icin kullanilan testlerden biridir. Antiproliferatif

ajanlarin sitotoksik olup olmadiklar veya sitotoksisite oranlari bu test ile saptanabilir.

Genel olarak, mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin tetrazolyum boyasini
indikleme kapasitelerini dlcmeye dayali kolorometrik bir yontemdir. Sadece canli
hicreler tarafindan sar renkli tetrazolyum mor renkli formazan kristallerine

donuastaralar [122].
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Sekil 3.2. MTT yapisinda tetrazolyum tuzlari formazan kristallerine déntismesinin

sematik gosterimi [122].

Olusan formazan trinini ¢d6zmek icin genellikle DMSO, asitlenmis etanol ¢ozeltisi ya
da seyrelmis HCI iceren SDS co6zeltisi eklenir. Bu mor renkli ¢oézeltinin absorbans
degeri, 500-600 nm araligindaki bir dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak
hesaplanir. MTT, hucrelerin aktivitelerini, proliferasyon ve canliliklarini 6lgmede etkin,

hassas, guvenilir, kantitatif bir sitotoksisite yontemidir.

A 549 kanser hucreleri flasklarda cogaltilip %70-80 oraninda yizeyi kapladiktan
sonra hucre vasati atilir, 3 mL PBS ile hicreler yikanir. Daha sonra hiicrelere 1 mL
tripsin-EDTA eklenir ve flask 3-4 dakika inkiibatorde bekletilir. inkiilbasyon sonrasinda
hiicrelerin mikroskobik olarak flask ylzeyinden ayrilip ayrilmadiklari kontrol edilir.
Hucrelerin ylizeyden ayrildiklari mikroskobik olarak incelendikten sonra, flaska 3 mL
taze besi yeri eklenip hicreler falkon tipe aktarilarak 2500 rpm’de 2 dakika santrifij
edilir. Santrifij sonrasinda supernatant kismi uzaklastiriir ve tipun dibinde kalan
hiicre pelleti tzerine 1 mL taze besi yeri eklenir ve stspanse edilerek hiicre sayimi
yapilir. Hicre sayimi icin hicreler tripan mavisi ile boyanip otomatik hiicre sayim
cihazi (Cell Counter) ile sayilir. Bu sayimda mavi boyanmis hiicreler 6li, parlak ve

boyanmamis hicreler canh hiicreleri gbstermektedir.
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3.2.2.1. Antikanser ilaglarin A549 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisitelerinin

Belirlenmesi

Antikanser ilaglarinin ABCEL1 siRNA ile birlikte hiicrelere verilmesi i¢in, ilaglarin dusuk
derisimlerini belirlemek amacilyla A 549 hicreleri 96 kuyucuklu plaklara 5x10%
hicre/mL derisimde ekilmistir. Hicreler 24 saat etlivde inkiibe edilmistir. Daha sonra
96 kuyucuklu plaklardaki hiicre vasati atilmis ve hicre besi yeriyle seyreltiimis farkl
derisimlerdeki 5-FU (1, 5, 25, 100, 150 ve 200 uM) ve irinotecan (1, 10, 50, 100, 200
ve 300 uM) ilaclart A 549 hiicrelerinin Gzerine 200 L olarak pipetlenmistir. Plaklar 24
saat 37°C, %5 CO.'li etiivde inkibe edilmistir. Daha sonra plaktaki vasat atiimis ve
kuyucuklara 100 pl taze vasat ve 13 ul MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL, PBS ile seyreltilmistir)
pipetlenmigtir. Plaklar 4 saat karanlkta, etlvde inkibe edildikten sonra
kuyucuklardaki vasat ve MTT c¢ozeltisi dikkatlice alinmis ve kuyucuklara 150 pL
DMSO pipetlenmistir. 30 dakika oda sicakhginda, karanlikta bekletildikten sonra
plaklar 570 nm’de Mikro plate okuyucuda okutulmustur.

Yapilan MTT testinde, 96 kuyucuklu plaklarin ilk sttunundaki sekiz kuyucuk kontrol
calismasi olarak kullaniimistir ve hicreler besi yerinin haricinde herhangi bir aktif ajan
ile muamele edilmemigtir. Farkli derisimlerdeki antikanser ilaclar sekiz tekrarl olarak
calisiimistir. Kontrol plagindan alinan absorbanslarin ortalamasi %100 kabul edilmis
olup, test kuyucuklarindan alinan absorbanslarin ortalamalari ile karsilastiriimis ve

ilaglarin sitotoksisitesi Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmistir [123].

Hucre canhhgi (%) = —C ) %100 Esitlik 3.1.

3.2.2.2. ABCE1 siRNA'nin A549 Hicreleri Uzerindeki Sitotoksisitesinin
Arastiriimasi

Farkh derisimlerdeki ABCE1 siRNA'nin A 549 kanser hicreleri Gzerine etkisini
incelemek icin hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 5x10* hiicre/mL derisimde ekilmistir.
Hicreler 24 saat etlvde inkibe edilmistir. Son hacim 100 pL besi yerinin icinde
derigsimleri 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 nM olacak sekilde siRNA’lar 20 uM stok
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siRNA'dan RNAz icermeyen su ve serumsuz besi yeri ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
SiIRNA transfeksiyonunda tasiyici olarak ticari Hiperfect kullaniimistir. Hazirlanan
siRNA’lara 0.75 pL tastyict ilave edilip vortekslenmigtir. siRNA ve tasiyicinin
komplekslesmesi icin yarim saat oda sicakliginda bekletilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan alinan hucrelerin vasati atilmis ve farkl derigimlerdeki siRNA’lar
hicrelerin Uzerine 17 pL olarak pipetlenmistir. Tasiyicinin hicreler tzerinde toksik
etkisinin olup olmadigini incelemek icin bir grup hiicre de sadece tasiyici ile muamele
edilmistir. 30 dakika etlivde bekletilen plaka alinip siRNA gruplarinin tizerine 73 uL
serumsuz medyum eklenip tekrar etiive alinmistir. 4 saat sonra siRNA ile muamele
edilen hiicre gruplarina 10 pL serum ilave edilmistir. Plaklar bu andan itibaren 24 saat
37°C, %5 COli etivde inkiibe edilmistir. Daha sonra plaktaki vasat atiimis ve
kuyucuklara 100 pL taze vasat ve 13 pL MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL, PBS ile
seyreltilmigtir) pipetlenmigstir. Plaklar 4 saat karanlkta, etivde inkiibe edildikten sonra
kuyucuklardaki vasat ve MTT c¢oOzeltisi dikkatlice alinmis ve kuyucuklara 150 pL
DMSO pipetlenmistir. 30 dakika oda sicakhginda, karanhkta bekletildikten sonra
plaklar 570 nm’de Mikro plate okuyucuda okutulmustur.

Yapilan MTT testinde, 96 kuyucuklu plaklarin ilk sttunundaki sekiz kuyucuk kontrol
calismasi olarak kullaniimistir ve hicreler besi yerinin haricinde herhangi bir aktif ajan
ile muamele edilmemistir. Farkli derisimlerdeki siRNA’lar sekiz tekrarli olarak
calisiimistir. Kontrol plagindan alinan absorbanslarin ortalamasi %100 kabul edilmis

olup, test kuyucuklarindan alinan absorbanslarin ortalamalari ile kiyaslanmistir.

3.2.2.3. ABCE1 siRNA/Antikanser ilaglarin A 549 Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksisitelerinin Arastirilmasi

5-FU ve irinotecanin dusuk konsantrasyonlarinin A 549 kanser hicreleri tGzerindeki
etkinligini arttirmak icin huicreler farkli derisimlerdeki ABCE1 siRNA'larla birlikte

muamele edilmistir.
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Cizelge 3.2. 96 kuyucuklu plakaya ekilen hticreler tizerine eklenen gruplar

1 puM 5-FU 1 pM Irinotecan 1uM 5-FU + 1 uM
Irinotecan
1 uM 5-FU + 25 nM 1 uM IH + 25 nM 1uUM5-FU+1uM IH +
SiRNA SIRNA 25 nM siRNA
25 nM siRNA
Kontrol

Bunun icin A 549 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 5x10* hiicre/mL derisimde ekilmistir.
Hucreler 24 saat etiivde inkube edilmistir. Sadece ilag ile etkilesecek hucrelerin
tizerine 100 pL besi yerinin icinde derisimleri 1 uM olacak sekilde 5-FU ve irinotecan
ilaglan pipetlenmistir. Son hacim 100 pL besi yerinin iginde derigimleri 1, 5, 10, 25, 50,
75 ve 100 nM olacak sekilde siRNA’lar 20 uM stok siRNA’dan RNAz icermeyen su ve
serumsuz besiyeri ile seyreltilerek hazirlanmistir. SiRNA transfeksiyonunda tasiyici
olarak ticari Hiperfect kullaniimistir. Hazirlanan siRNA’lara 0.75 pL transfeksiyon ajani
ilave edilip vortekslenmistir. SIRNA ve tasiyicinin komplekslesmesi icin yarim saat
oda sicakhginda bekletilmistir. 24 saatlik inkiilbasyondan alinan hicrelerin vasati
atilmis ve farkl derisimlerdeki siRNA’lar hucrelerin  Uzerine 17 pL olarak
pipetlenmistir. Tasiyicinin hiicreler Gzerinde toksik etkisinin olup olmadigini incelemek
icin bir grup hiicre de sadece tasiyici ile muamele edilmistir. 30 dakika ettivde
bekletilen plak alinip, son hacim 100 pL’lik besi yerinin iginde derisimleri 1 pM olacak
sekilde serumsuz besi yerinde hazirlanan 5-FU, irinotecan ve 5-FU + irinotecan ilag
formulasyonlarindan 73 pL, siRNA ilave edilmis hicre gruplarinin Gzerine eklenip
tekrar etiive alinmistir. 4 saat sonra siRNA ve ila¢ ile muamele edilen hicrelere 10 pL
serum eklenip son hacim 100 pL'ye tamamlanmistir. Plaklar bu andan itibaren 24
saat 37°C, %5 CO.'li etiivde inkibe edilmistir. Daha sonra plaktaki vasat atiimis ve
kuyucuklara 100 pL taze vasat ve 13 pL MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL, PBS ile

seyreltilmigstir) pipetlenmistir. Plaklar 4 saat karanlikta, ettivde inkiibe edildikten sonra

33



kuyucuklardaki vasat ve MTT c¢ozeltisi dikkatlice alinmis ve kuyucuklara 150 pL
DMSO pipetlenmistir. 30 dakika oda sicakhginda, karanhkta bekletildikten sonra
plaklar 570 nm’de Mikro plate okuyucuda okutulmustur.

3.2.3. ABCEl siRNA/Antikanser ilaglarin A549 Hiicreleri Uzerindeki
Proliferasyonun XCELLigence RTCA ile Belirlenmesi

XCELLigence sistemi, etiketleme gerektirmeyen gercek zamanli hicre sayim
cihazidir. Sistem elektriksel empedansi o6lcerek calismaktadir. Empedans 6lcimi
yasayan hicre sayisi ve morfolojisi hakkinda niceliksel bilgiler vermektedir.
Elektrotlarin Uzerindeki hucrelerin varligi, elektrot-¢cozelti ara ylzeyindeki iyonik
ortami etkiler, bunun sonucunda da elektrot empedansi artar. Ne kadar ¢ok hucre
elektroda tutunursa, empedanstaki artis da o kadar c¢ok olur. Elektrot empedansi
hicre indeksi (Cl) olarak adlandirilir. Eger ortamda hicre yoksa veya hicreler
elektroda iyi tutunmadiysa Cl degeri sifir olur. Elektroda ne kadar c¢ok hicre

tutunursa, Cl degeri de o kadar ¢ok bayur.

Farkh derisimlerdeki ABCE1 siRNA'nin ve 5-FU-irinotecan ilaglariyla kombine seklinin
A 549 kanser hucreleri Uzerindeki proliferasyonunu incelemek ve hiicre I1Cs
(inhibisyon konsantrasyonu) degerini belirlemek icin gercek zamanl hicre analiz
sistemi (RTCA SP instrument, Roche, Almanya) kullaniimistir. Bunun igin de hicreler
5000/well olacak sekilde altin kaph 96 kuyucuklu e-plate’e ekimi yapilarak htcrelerin
bir giin sire ile RTCA-SP sisteme bagh inkiibator proliferasyonu takip edilecektir. E-
plate’in her kuyucuguna 100 pL besi yeri konulur. E-plate 37°C etlivde bulunan
XCELLigence’e yerlestirildikten sonra plate ile cihazin ayni sicakliga gelmesi i¢in 10
dakika beklenir. 1 dakika cihazda zemin okumasi yapildiktan sonra e-plate cikarilir. A
549 hucreleri kuyucuklara 100 pL pipetlenir. Tekrar e-plate ettive yerlestirilip, 10
dakika beklenir. 10 dakika sonunda okuma baslatilir. Hiicrelerin plate’e tutunmasi ve
cogalmasi icin yaklasik 12 saat bekletilir. 12 saat sonunda hicreler biyime fazina

gectiginde Cizelge 3.3. 'deki formulasyonlar hiicrelere ilave edilir.
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Cizelge 3.3. 96 e-plate’e ekilen hucreler tzerine eklenen gruplar

1M 5-FU 1 pM Irinotecan 1 pM 5-FU + 1 puM Irinotecan

1 uM 5-FU + 25 nM 1uM IH + 25 nM 1uM 5-FU+ 1 uM IH + 25 nM
SIRNA SIRNA SIRNA

25 nM siRNA

50 nM siRNA

75 nM siRNA

100 nM siRNA

Kontrol

Sadece ilag ile etkilesecek hucrelerin Gzerine 100 pL besi yerinin iginde derigsimleri 1
MM olacak sekilde 5-FU ve irinotecan ilaglari pipetlenmistir. Son hacim 100 pL besi
yerinin iginde derisimleri 25, 50, 75 ve 100 nM olacak sekilde siRNA’lar 20 puM stok
siRNA’'dan RNAz icermeyen su ve serumsuz besiyeri ile seyreltilerek hazirlanmistir.
SiIRNA transfeksiyonunda tasiyici olarak ticari Hiperfect kullanilmistir. Hazirlanan
siRNA’lara 0.75 pL transfeksiyon ajani ilave edilip vortekslenmistir. SiRNA ve
tasityicinin komplekslesmesi icin yarim saat oda sicakliginda bekletilmistir. 12 saatin
sonunda e-plate ettvden cikarilir, kuyucuklardaki besi yeri bosaltilir ve farkl
derisimlerdeki siRNA’lar hicrelerin tzerine 17 pL olarak pipetlenmistir. 30 dakika
etive konulan ve okumaya devam edilen e-plate bu strenin sonunda etivden
cikarilarak, son hacim 100 pl'lik besi yerinin icinde derisimleri 1 uM olacak sekilde
serumsuz besi yerinde hazirlanan 5-FU, irinotecan ve 5-FU + irinotecan ilag
formulasyonlarindan 73 pL, siRNA ilave edilmis hicre gruplarinin tzerine eklenip
tekrar etiive alinmigtir. 4 saat sonra siRNA ve ilag ile muamele edilen hucrelere 10 pL
serum eklenip son hacim 100 pL'ye tamamlanip etiive konularak cihazin okumasina

devam edilmistir. Boylece hicrelerin 96 saat sure ile kiltira yapilacak ve 30 dakika
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ara ile sistemden gercek zamanl olarak empedans Olcuimu alinacaktir. Bu sekilde
cihaz monitérinden zamana baglh hicre proliferasyonu kayit edilerek gozlenir.
Sonunda zamana bagh hicre proliferasyonu gdsteren bir grafik elde edilecektir.

3.2.4. ikili Boyama Yontemi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Hicre 6limU apoptoz ve nekroz olarak iki sinifa ayrilabilir. Apoptoz, hiicresel sinyal
yolaklariyla regule edilen, canli organizmalarin gelisiminde ve hayatlarini devam
ettirmelerinde esansiyel olan kontrolli hicre o6lumadar [124]. Apoptaza girmis
hicrelerde  nikleer yogunlasma ve parcalanma, kromozomal DNA'nin
interntikleozomal parcalara ayrilmasi ve plazma membran butlinligd bozulmadan
0lmus hicrelerin apoptotik parcalar seklinde paketlenmeleri gibi morfolojik degisimler
hicre yapilarinda g6zlenmektedir. Apoptotik parcalar, fagositik hicreler tarafindan
taninirlar ve yok edilirler bu yiizden 6len hticre ekstraseliler ¢cevresinde enflamasyon
olmamas! apoptozu ayrica onemli kilar. Olim reseptorlerinin ligasyonu, apoptotik
aracilarin mitokondriden salinmalari ve kaspaz proteinlerin (sistein proteazlar)
aktivasyonu apoptozun karakteristik morfolojik 6zelliklerine sahip olmasini saglar.
Kanserde; normal, saglkl bir hiicre malign hicresine donusur ve bu durum genetik
degisiklikleri beraberinde getirir. Diger bir yandan apoptoz potensiyel malignan
hiicreleri elimine etmesiyle bilinir ancak kanser hicrelerinin apoptoz yeteneklerinin az

olmasi, bu durumun kanser gelisiminde kilit rol oynadigi distuincesine yol acar [124].

Fizyolojik slUre¢c olan apoptozun aksine nekroz patolojiktir. Nekroz, enfeksiyon,
toksinler veya htcresel bilesiklerin kontrolstiz yikimina sebebiyet verecek travmalar
gibi eksternal faktérlerden dolay! olusur. Apoptozun organizmaya genelde yararli
etkileri olurken nekrozun etkileri her zaman zararli ve élimculdir [125]. Nekroza giren
hicrelerde degisim ilk 6nce mitokondride baslar, ¢cekirdekte degisim ¢cok az gozlenir.
Bu durum organellerin dagilmasi ve hicre membraninin segici gecirgen o6zelligini
kaybetmesiyle devam eder. Sonug¢ olarak hicreler siser ve intraselller bilesenler
sitoplazma digina salinir. Lizozom da parcgalaninca hidrolazlar serbest kalir bu da

hiicre degradasyonuna sebebiyet verir [126].
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Sekil 3.3. Apoptoz ve nekrozun morfolojik gériintmleri.

3.2.4.1. Ikili Boyama Metodu

Calismanin bu kisminda; tek basina kanser ilaclarn (5-FU ve irinotecan), tek basina
ABCEL siRNA ve ilag-siRNA karisimlarn kullanilarak bu ajanlarin A 549 kanser hiicre
kulturlerinde apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir.

Cizelge 3.4. 48 kuyucuklu plaga ekilen hiicreler tizerine eklenen gruplar

1uM 5-FU

1 pM Irinotecan

1 uM 5-FU + 1 pM lIrinotecan

1 uM 5-FU + 25 nM
SIRNA

1puM IH + 25 nM
SIRNA

1uM 5-FU+ 1 uM IH + 25 nM
SIRNA

25 nM siRNA

Kontrol
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Bunun icin A 549 hiicreleri 48 kuyucuklu plaklara 5x10* hiicre/mL derisimde ekilmistir.
Hucreler 24 saat etiivde inkube edilmistir. Sadece ilag ile etkilesecek hucrelerin
tzerine 200 pL besi yerinin icindeki derisimleri 1 uM olacak sekilde 5-FU ve irinotecan
ilaglan pipetlenmistir. Son hacim 200 pL besi yerinin icinde derigimleri 25 nM
SsiRNA’lar 20 pM stok siRNA'dan RNAz icermeyen su ve serumsuz besiyeri ile
seyreltilerek hazirlanmistir. siRNA transfeksiyonunda tasiyici olarak ticari Hiperfect
kullaniimistir.  Hazirlanan siRNA’lara 1.5 pL transfeksiyon ajani ilave edilip
vortekslenmistir.  SIRNA ve tastyicinin  komplekslesmesi icin yarim saat oda
sicakhginda bekletilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan alinan hiicrelerin vasati atiimis
ve farkli derisimlerdeki siRNA’lar hiicrelerin Gzerine 34 uL olarak pipetlenmistir. 30
dakika ettuvde bekletilen plak alinip, son hacim 200 pL’lik medyumun icinde
derisimleri 1 uM olacak sekilde serumsuz besi yerinde hazirlanan 5-FU, irinotecan ve
5-FU + irinotecan ila¢ formilasyonlarindan 146 pL, siRNA ilave edilmis hicre
gruplarnin tzerine eklenip tekrar etlive alinmistir. 4 saat sonra siRNA ve ilag ile
muamele edilen hicrelere 20 pL serum eklenip son hacim 200 pL’'ye tamamlanmistir.
Plaklar bu andan itibbaren 24 saat 37°C, %5 CO.li etuvde inkibe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan 48 kuyucuklu plakta bulunan hiicre vasatlar atilmis ve tim
kuyucuklara 10 mL PBS, 100 pL Ribonukleaz A, 500 puL Hoechst 33342 ve 100 pl PI
boyalarini iceren ikili boyama soltisyonundan 70 pL pipetlenip plak 15 dakika etiivde
bekletilmistir.

Kuyucuklara tek tek bakilarak floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza
ugramis ve FITC (480-520 nm dalga boyunda) nekroza ugramis hicrelerin
degerlendiriimesi yapilmistir. Degerlendirme floresan mikroskop kullanilarak (Leica
DMI70, Almanya) yapilmis olup apoptotik indeks ytizde (%) olarak ifade edilmistir.
Degerlendirmede normal, apoptotik olmayan hucreler, cekirdekleri sénik mauvi,
cekirdekte DNA dagimamis, hiicrede vezikiller olusmamis olarak gorilmektedir.
Apoptoza girmis hicre cekirdekleri ise normal hiicre cekirdeklerine gére ¢ok parlak,
cekirdek homojenligi kaybolmus, ¢ekirdek kenarlari diizgtin degil ve DNA parcalanmis
parlak mavi gorunumiindedir. ikili boyama sonucunda apoptoza girmis hiicrelerin
cekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi ile boyanmistir. ikili boyamada kullanilan

diger boya PI ise nekroza ugramis hicreleri gostermek amaci ile kullaniimistir. Pl
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floresan boyasi normalde canli ve hiucre zarlarinda hasar olmayan hicrelere
girememekte ve bu hicreler Pl ile boyanmamaktadirlar. Fakat htcre nekroza
ugradiginda veya hicre zarl hasar gordiugunde hicre icerisine girmekte ve ¢ekirdegi
kirmiziya boyamaktadir. Floresan 1sik (FITC veya kirmizi floresan 1sik) altinda

bakildiginda nekroza ugrayan hucrelerin ¢cekirdekleri kirmizi renkte gortlmektedir.
3.2.5. Es Zamanli RT-PCR Calismalari

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) RNA ifadelenme
seviyelerini belirlemek i¢cin molekuler biyolojide siklikla kullanilan bir yontemdir [127].
Bu teknikte floresan problar kullanilarak hedef genin ¢ogaltilmasi kantitatif olarak
tayin edilir. Sunulan tez calismasinda floresan prob olarak SYBR Green Master Mix
kullaniimistir. RT-PCR’da kalip olarak kullanilan RNA ilk olarak ters transkriptaz
enzimiyle komplementer DNA'ya (cDNA) doénusturulur. Daha sonra bu cDNA
Uzerinden, hedef gen primerleri, DNA'ya baglanabilen floresan problari ve uygun
denatirasyon, baglanma ve uzama sartlari esliginde hedef gen ifadelenmesinin
kantitatif analizi yapilir. Basarili bir gen ekspresyon analizi igin optimum primer
dizayni olduk¢a 6nemlidir. Elde edilen cDNA’'da yizlerce gen oldugu icin optimize
hazirlanmis primerler ilgili geni spesifik sekilde c¢ogaltarak spesifik olmayan

cogalmalarn da bertaraf etmis olurlar.

Bu yontem RNA seviyelerini tayin etmede oldukc¢a gugli ve hassas bir yontemdir.
Genetik hastaliklarin teshisinde, tekli ve c¢oklu genlerin ifadelenme analizinde,

enfeksiyon ve hastaliklarin ifadelenme kaliplarini tanimlamada kullanilir.

Calismanin bu kisminda ABCEL1 proteininin SiRNA ile mRNA seviyesinde inhibe
edildigini gbstermek amaciyla RT-PCR analizi de yapilmistir. Ayrica tekli ilag, ikili ilag
ve siRNA ile birlikte hazirlanan formlarinin hicrelere uygulanmasindan sonra BCL-2,
mMTOR ve ABCE1l genlerinin de ifadelenme seviyelerini kontrol gruplariyla

karsilastirmak icin RT-PCR uygulanmistir.
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Cizelge 3.5. 6 kuyucuklu plaklara ekilen hicreler Uzerine eklenen gruplar

1 iM 5-FU 25 nM SIRNA
1 uM 5-FU + 25 nM siRNA | 20 M SIRNA
LM IH 75 nM SIRNA

100 nM siRNA

1 puM IH + 25 nM siRNA

Kontrol

A 549 hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara 5x10° hiicre/mL derisimde ekilmistir. Hiicreler 24
saat etiivde inkiibe edilmistir. Sadece ilag ile etkilesecek hiicrelerin Gizerine 2 mL besi
yerinin i¢inde derisimleri 1 uM olacak sekilde 5-FU ve irinotecan ilaclari pipetlenmistir.
Son hacim 2 mL besi yerinin i¢inde derisimleri 25, 50, 75 ve 100 nM olacak sekilde
SiRNA’lar 20 pM stok siRNA'dan RNAz icermeyen su ve serumsuz besiyeri ile
seyreltilerek hazirlanmistir. SiRNA transfeksiyonunda tasiyici olarak ticari Hiperfect
kullanilmistir.  Hazirlanan siRNA’lara 12 pL transfeksiyon ajani ilave edilip
vortekslenmigtir. siRNA ve tasityicinin komplekslesmesi icin yarim saat oda
sicakliginda bekletilmistir. 24 saatlik inkibasyondan alinan hicrelerin vasati atiimis
ve farkll derisimlerdeki siRNA’lar hicrelerin Gzerine 340 pL olarak pipetlenmistir. 30
dakika etiivde bekletilen plak alinip, son hacim 2 mL’lik medyumun iginde derisimleri
1 pM olacak sekilde serumsuz besi yerinde hazirlanan 5-FU ve irinotecan
cOzeltilerinden 1460 pl, siRNA ilave edilmis hiicre gruplarinin tzerine eklenip tekrar
etive alinmistir. 4 saat sonra siRNA ve ila¢ ile muamele edilen htcrelere 200 pL
serum eklenip son hacim 2 mL’ye tamamlanmistir. Plaklar bu andan itibaren 24 saat
37°C, %5 CO?'li etivde inkube edilmistir.

3.2.5.1. RNA izolasyonu

Cizelge 3.5'teki gruplarla 24 saat inkiibe edilen hicrelerden, her bir drnekten RNA

izolasyonu yapmak i¢in asagidaki islem takip edilmistir.

40



Kuyucuklardan hiicre vasatinin alinmasi ve htcrelerin PBS ile yikanmasi

l

% 0.25 tripsin iceren PBS ile hicrelerin kaldiriimasi

l

Falkon tiplerde 2500 rpm’de 2 dk santrifij

l

Sipernatantin atilmasi ve 350 L lizis ¢ozeltisi RLT ilavesi

Lizatin 30 sn boyunca
homojenizatorde

homojenize edilmesi

350 pL Etanol ilavesi

Kolona aktarim ve 15 sn
10000 rpm’de santrifij

Kolonun altindaki sivinin atilmasi

Total RNA'nin
kolona baglanmasi
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ot

700 pL yikama tamponu RW1
ilavesi

15 sn 8000 g'de santrifiij Kolonun altindaki sivinin atiimasi

i <

500 pL yikama tamponu RPE
ilavesi

15 sn 8000 g’de santrifiij

Kolonun altindaki sivinin
atilmasi

2. kez 500 pL yikama
tamponu RPE ilavesi

2 dk 8000 g'de santrif(j

Kolonun altindaki sivinin atilmasi

40 ul RNAz icermeyen su
ilavesi

‘ 1 dk 8000 g'de santrifiij

i '114—’- gl 4—’- il 4—’-

\J— Toplam RNA
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Elde edilen RNA’lari cDNA’'ya donustirme reaksiyonundan dnce her birinin derisimi
Orneklerden 2'ser yL alinarak Nano Drop (Thermo Scientific, ABD) cihazi ile 260

nm’de Olculmustdr.
3.2.5.2. cDNA Sentezi

Her bir gruptan izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlemek icin asagidaki protokol
takip edilmistir. PCR kullanimina 6zgt 96 kuyucuklu plak kullaniimistir. Kuyucuklara
agasidakiler sirasiyla eklenip ardindan 1si donguleyici kullanilarak onerilen geri

transkripsiyon mekanizmasi kosullari uygulanmistir.

6 uL genomik DNA uzaklastirma tamponu GE2

|

8 UL izole edilen RNA

‘ 1 dk 1000 g’'de santrifiij

Plagin 10 dk oda sicakliginda inkiibasyonu

l

6 L geri transkriptaz karisim tamponu BC4

1 dk 1000 g’'de santrifiij l

Is1 Donguleyici Kosullari

15 dk & 42 °C ) [ cDNAeldesi
5 dk & 95 °C
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Her bir gruba ait total cDNA’larin derigimlerini belirlemek igin drneklerden 2’'ser pL
alinarak Nano Drop (Thermo Scientific, ABD) cihazi ile 260 nm’de dlgiimustir. Bunun
icin dnce elde edilen cDNA’lar 91 pl RNAz icermeyen su ile seyreltilmis daha sonra

Olciim yapilmistir.
3.2.5.3. Es Zamanh RT-PCR Primer Analizi

Calisilan gruplarda siRNA ile baskilanan ABCE1l geninin ifadelenmesinin inhibe
edildigini gostermek amaciyla RT-PCR Primer analizi yapilmistir. Ayrica bu
baskilanmanin antiapoptotik yolag: dizenleyen genlerden olan BCL-2 (B-Cell
Lymphoma 2) ve hiicre bluyumesini, cogalmasini, protein sentez ve transkripsiyonunu
regule edici genlerden olan mTOR’un (Mammalian Target of Rapamycin) gen
ifadelenme dizeylerini etkileyip etkilemedigini veya etkilediyse ne sekilde etkiledigini

arastirmak icin RT-PCR Primer Analizi yapiimistir.

ABCELl, BCL-2 ve mTOR genlerinin ifadelenme analizleri igin bu genlere spesifik
primerler kullaniimistir. Referans gen olarak -Actin secilmistir. RT-PCR cihazi olarak
Roche LightCycler 480 kullaniimis ve analiz cihaza 06zgu 96 kuyucuklu plakta
gerceklestirilmistir. Analiz edilecek her bir gen icin Cizelge 3.6.'daki reaksiyon

hazirlanmistir.

Cizelge 3.6. Tek bir reaksiyon i¢cin PCR komponent karigimi

Bilesen Hacim (uL)
SYBR Green Mastermix 12.5
cDNA sentez reaksiyonu 5.0
Primer 1.0
RNAz icermeyen su 6.5
Toplam Hacim 25.0
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96 kuyucuklu plak pipetlemelerden
sonra 1 dk 1000 g’'de santrifiij
edilmistir.

Cizelge 3.7. Roche LightCycler 480 kosullari

Donguler Zaman Sicakhk
1 10 dk 95°C
45 15 sn 95°C
1 dk 60°C

Cizelge 3.7.deki kosullar saglanarak, gruplarda 4 genin

incelenmigtir.

45

ifadelenme

analizi



4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Antikanser ilag — siRNA Hiicre Etkilesim Sonuglari
4.1.1. Antikanser ilaglarin A 549 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi
Bu calismada 1, 5, 25, 100, 150 ve 200 pM derisimlerdeki 5-FU ve 1, 10, 50, 100, 200
ve 300 puM derisimlerdeki irinotecan ilaclarinin A 549 hicreleri Uzerine 24 saatlik

sitotoksik etkileri MTT testiyle incelenmigtir.
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Sekil 4.1. 5-FU’'nun A 549 hiicreleri Gizerine 24 saatlik sitotoksik etkisi.

1-200 puM arasi degisen 5-FU miktar arttik¢ca hicre canliiginda kontrole gore azalis
oldugu gozlenmistir. 1 uM 5-FU’in hicreler Gzerindeki canlilik etkisi % 93.01 olarak
belirlenmigstir. Yiksek derisimdeki antikanser ajanlarinin saglikli hicrelere zararini
bertaraf etmek adina ABCE1 siRNA ile dusuk derisimdeki ilacin etkisinin arttirilmasi
hedeflenmekteydi. Bu kapsamda siRNA ve ilacin ikili kombine etkisini incelemek igin
distk 5-FU derisimi 1 uM olarak secilmis ve ilerleyen calismalarda bu degerle devam

edilmigtir.
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Sekil 4.2. Irinotecanin A 549 hucreleri Gzerine 24 saatlik sitotoksik etkisi.

1-300 pM arasi degisen irinotecan miktar arttikca hicre canliiginda kontrole gore
azalis oldugu gozlenmistir. 1 uM irinotecanin hicreler Uzerindeki canlilik etkisi %
89.21 olarak belirlenmistir. 2010 yilinda ikeda ve arkadaslarinin yaptiklari calismada
3-100 uM arasi degisen irinotecan konsantrasyonlar kullanilarak A 549 hicreleri

Uizerine sitotoksik etkisi incelenmis ve benzer sonuglar gézlemlemislerdir [120].

Yiuksek derisimdeki antikanser ajanlarinin saghkh hicrelere zararini bertaraf etmek
adina ABCE1 siRNA ile duasuk derisimdeki ilacin  etkisinin  arttiriimasi
hedeflenmekteydi. Bu kapsamda siRNA ve ilacin ikili kombine etkisini incelemek igin
dusik irinotecan konsantrasyonu 1 uM olarak secilmis ve ilerleyen calismalarda bu

degerle devam edilmistir.

4.1.2. ABCE1 siRNA’'nin A549 Hiicreleri Uzerine Etkisi

Bu calismada ABCE1 proteininin 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 nM siRNA’lar ile
baskilamasinin A 549 hicrelerinin canhh@i Gzerine etkisi MTT testi ve RTCA ile analiz
edilmistir. Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’e gore hem MTT testi hem de RCTA testleri

birbirlerine uyumlu sekilde gorilmektedir.
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Sekil 4.3. ABCEL siRNA’nin hiicre ¢cogalmasi tzerine etkileri.
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Sekil 4.4. ABCEL1 siRNA'nin A 549 hiicreleri tizerine 24 saatlik sitotoksik etkisi.
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ABCEY'in, RNAz L'yi ve onun hicre buyumesi ve proliferasyonundaki etkisini inhibe
etme Ozelliginden dolayl bu proteinin timor gelisimine katkisi oldugu bilinmektedir.
Ayni zamanda protein sentezinin translasyon adiminda da etkin rol oynamaktadir.
Bdylece ABCELl'in baskilanmasi, kanser patolojisinin gelisiminde 6nemli olan
translasyon basamaginin yavaslamasina veya durmasina ve tiumor hicrelerinin
proliferasyonunun inhibe edilmesine neden olacaktir. Sonuglara gore farkl
derisimlerdeki ABCE1 siRNA'nin hucreler Gizerinde farkh sitotoksik ve anti proliferatif
etkisi vardir. Elde edilen MTT sonucuna gore 6zellikle 25, 50, 75 ve 100 nM siRNA'lar
ile etkilestirilen hticrelerde 1, 5 ve 10 nM siRNA kullanilan gruplara gére % canlilik
orani azalmistir Her iki analiz sonucuna goére hicreler siRNA'ar ile mualeme
edildikten 24 saat sonraki en etkin toksik ve antiproliferatif etki 25 nM siRNA'da
go6zlenmistir. MTT testi sonucuna gore 25 nM siRNA ile etkilestirilen hiicrelerin canlilik
orani % 50.44'tur. 50, 75 ve 100 nM siRNA’larin 25 nM siRNA etkinliginden daha
yiksek olmasi beklenirken, daha disuk etkiye sahip olmalari yiksek derisimlerdeki
siRNA'nin yanlis hedefleme (off-target) etkisine neden olabilecegi distncesini
dogrulamistir. Bu etki, hiicrelerin hedef geni etkin sekilde susturacak dusik fakat

yeterli dozlardaki siRNA’lar ile muamele edilmesiyle azalabilir [128].

Chen ve arkadaslarinin insan timor hicre hatti HEK293 ile yaptiklari bir calismada
hicrelerin ABCE1 siRNA ile transfeksiyonu sonucu proliferasyonun etkin bir sekilde
inhibe edildigi gbzlenmis ve ABCE1l ekpresyonunun hicre proliferasyonuyla iliskili
olabilecegi dusuncesi olusmustur [129]. Benzer sekilde bir baska calismada ABCE1
SiRNA ile 24 saat muamele edilen kucuk hicreli akciger kanseri hicre hatti NCI-
H446’da % 25-29 oraninda hucre inhibisyonu gorialmuastir [110]. Ren ve arkadaslan
ABCE1 geninin akciger adenokarsinom hucrelerindeki roluyle ilgili yaptiklar
calismada ABCEZY'in inhibisyonuyla A 549 hiicrelerinde % 42 oraninda 24 saatlik
sitotoksik etki elde etmislerdir [107]. Sunulan tez kapsaminda elde edilen sonuclar
literatirli destekler niteliktedir. Hicre canliligi inhibisyonunda en etkin siRNA derisimi

25 nM’da gozlendigi icin ilac calismalarinda bu degerle devam edilmistir.
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4.1.3. ABCEL1 siRNA/Antikanser ilaglarin Kombine Etkisinin A 549 Huicreleri
Uzerine Sitotoksisitesi

Bu calismada A 549 hicrelerinin dusuk dozlardaki antikanser ilaglara karsi
gOsterdikleri hassasiyeti arttirmak amaciyla 1 uM 5-FU, 1 uM irinotecan tekli ilag ve 1
MM 5-FU + 1 pM irinotecan ikili ilaglar 25 nM ABCEL1 siRNA ile etkilestirilerek kombine
tedavinin uygulamasinin A 549 hicrelerinin canhhigl Gzerine etkisi MTT testi ve RTCA

ile analiz edilmigtir.
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Sekil 4.5. ABCEL1 siRNA/5-FU’in hiicre ¢cogalmasi tzerine etkileri.
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Sekil 4.6. ABCEL siRNA/5-FU'nun A 549 hicreleri Gzerine 24 saatlik sitotoksik etkisi.

5-FU, akciger, kolon, meme ve cilt kanseri kemoterapisinde siklikla kullanilan bir ilag
olmasina ragmen yiksek yan etkileri ve tumor hicrelerin ilag direnci gelistirmesi
sebebiyle Kklinik kullanimi kisitlanmistir. Sekil 4.5. ve 4.6’da goruldugu gibi ABCE1
SiRNA ve 5-FU’in kanser hucrelerine birlikte verilmesinin, htcre proliferasyonu ve
toksisitesi Uzerine her iki ajanin tekli etkisinden daha efektif oldugu ve ABCE1l
degredasyonunun timor hicrelerinin bu ilaca hassasiyetlerini arttirdigi gézlenmistir.
RTCA ve MTT testleri birbiriyle uyumlu sonuclar gdstermekte olup elde edilen

sonuclar literatiirdeki benzer calismalarla paralellik igindedir.

Kanser tedavisinde siRNA’larin terap6tik kullaniminin sitotoksik kemoterapi ilaclariyla
kombine edilmesi yakin zamanda bir ¢ok calismayla gosterilmistir. 2010 yilinda
kolorektal kanser  hucreleri DLD-1'de  kombinasyon  tedavinin  hicre
proliferasyonundaki etkisini incelemek Uzere Suzuki ve arkadaslarinin yaptiklan
calismada, hicre bélinmesinde etkin gen olan Nek2'yi hedef alan siRNA ve cisplatin
ilacinin birlikte etkilestiriimesinin timor inhibisyonunda, ayn sekilde hicrelere
verilmesinden cok daha etkin oldugunu gézlemlemislerdir [130]. Ayni sekilde 2007

yilinda yapilan bir calismada meme kanseri hicrelerinde paclitaxel ve Herceptin
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ilaglan ve onkogen olarak bilinen Plkl genini baskilayan siRNA ile kombinasyon
tedavi sekilleri uygulanmis ve bunun sonucunda hiicre proliferasyonu 6nemli
derecede azalmistir [91]. Karasawa 2009 yilinda antiapoptotik gen cLAP2 siRNA’nin

timor hdcrelerinin 5-FU hassasiyetini 6nemli 6l¢ctde arttirdigini rapor etmistir [131].
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Sekil 4.7. ABCE1 siRNA/irinotecan’in hiicre cogalmasi (izerine etkileri.
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Sekil 4.8. ABCEL1L siRNA/Irinotecan’in A 549 hiicreleri Gizerine 24 saatlik sitotoksik
etkisi.
irinotecan kolon, rektum, akciger ve kemik kanseri kemoterapisinde siklikla kullanilan
bir ilac olmasina ragmen yiuksek yan etkileri ve tumér hicrelerin ilag direnci
gelistirmesi sebebiyle Kklinik kullanimi kisitlanmistir. Sekil 4.7. ve 4.8.’de goruldugu
gibi ABCE1 siRNA'nin irinotecan ile birlikte hicrelerle etkilesmesi sonucunda
siRNA'nin ilacin antiproliferatif ve sitotoksik etkisini azalttigi gézlemlenmistir. RTCA
analiziyle 1 pM irinotecanin ve 1 pM irinotecan + 25 nM SiRNAnin hicre
etkilesimlerine bakildiginda tek basina ilacin antiproliferatif etkisinin, siRNA ile
kombine halde uygulanmasindan daha fazla oldugu gozlenmistir. Sekil 4.8.’"deki MTT
sonucuna gore ise htcre sitotoksisitesinde tekli ve ikili etkilesim arasinda anlaml bir
fark gozlenmemistir fakat tek basina ABCEL siRNA'nin etkisinin irinotecanla kombine

edildiginde 6nemli 6lctide azaldigi gozlenmistir.

Etkilesim halinde olan ajanlarin birbirleri Gzerine sinerjistik veya katki saglayici etkinin
olabilecedi gibi antagonistik etkileri de olabilir. Yapilan deneyde bu beklenmedik
sonu¢ ABCEL1 siRNA ve irinotecanin antagonistik etkilesim icerisinde olduklarini

dusindurmektedir.
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Koivusalo ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklari bir calismada tum servikal timaor
dokularinda oldukga yuksek oranda bulunan HPV genini baskilamislar ve ardindan
carboplatin, cisplatin, doxorubicin, etoposid ve daha bir ¢cok ilag ile hiicreleri muamele
etmiglerdir. Elde ettikleri sonuca gore siRNA ve kemoterapinin kombine sitotoksik
etkisi kullanilan ilaca bagh olarak degisim géstermistir. Ornegin hedef genin siRNA ile
inhibe edimesi HelLa hucrelerini doxorubucin ve gemcitabin ilaclarina karsi
hassaslastirmasina ragmen cisplatin ve etoposid’in sitotoksik etkisinin yok olmasina

neden olmustur [132].
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Sekil 4.10. ABCEL1 siRNA/5-FU + Irinotecan’in A 549 hicreleri Gzerine 24 saatlik

sitotoksik etkisi.

Kanser kemoterapisinde ikili ilag etkilesimleri hastalgin seyrine gore
uygulanmaktadir. Sekil 4.9'da RTCA analiz sonucuna goére 25 nM ABCE1 siRNA'nin
1 uM 5-FU ve 1 pM irinotecan ikili ilag etkilesimine ilavesiyle A 549 hucrelerinin
proliferasyonu azalmistir. Sekil 4.10’da gosterildigi gibi, yapilan MTT testine gore tim
ajanlarin tek basina hucrelere toksik etkisi ve tum ajanlarin hepsinin kombine sekilde
hiicrelere toksik etkileri incelenmigtir. En fazla sitotoksik etki ikili ilacin ve sSiRNA'nin A
549 hicreleriyle etkilestigi grupta gézlenmistir. Yapilan deneyde elde edilen sonuglara
gbre ABCEZX’in inhibe edilmesi A 549 hicrelerinin 1 uM 5-FU ve 1 uM irinotecanin ikili
ila¢ kombinasyonuna hassasiyetini 6nemli dlctde arttirmistir. RTCA ve MTT testleri

birbiriyle uyumlu sonuglar géstermektedir.

4.1.4. Apoptoz/Nekroz ikili Boyama Sonugclari
4.1.4.1. Ikili Boyama ile Elde Edilen Apoptotik indeks Sonuclari

Sunulan tez calismalan kapsaminda A 549 hucreleri 25 nM ABCE1l siRNA ile
transfekte edilmis ve 1 uM 5-FU, 1 uM irinotecan, 1 uM 5-FU + 1 yM irinotecan ve bu
ilaclarin 25 nM ABCE1 siRNA ile birlikte hazirlanan formilasyonlari ile etkilestirilip ikili

boyama yontemi ile boyanmistir. Hicre etkilesimleri apoptotik-nekrotik
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mekanizmalarin deg@erlendiriimesi icin floresan mikroskop yardimiyla incelenmigtir.
Apoptotik oranlar Hoechst 33342 boyama ile tespit edilmis ve Cizelge 4.1." de
sunulmustur. Yapilan ¢alismadan elde edilen mikroskop fotograflan Sekil 4.11. - Sekil
4.14’te sunulmustur. Degerlendirmede normal, apoptotik olmayan hicreler,
cekirdekleri sonik mavi, cekirdekte DNA dagilmamis, hicrede vezikiller olusmamis
olarak gorulmektedir. Apoptoza girmis hlcre cekirdekleri ise normal hicre
cekirdeklerine gore cok parlak, ¢ekirdek homojenligi kaybolmus, cekirdek kenarlari

dizgun degil ve DNA parcalanmis parlak mavi gérinimuindedir.

Cizelge 4.1. siRNA'nin ve kanser ilaglan 5-FU, irinotecan ve 5-FU + irinotecanin ve
bu ilaclarin siRNA ile birlikte ve ayri ayn akciger kanser hicre kiltlrlerinde

etkilestiriimeleri sonucu elde edilen % apoptotik indeksler

SIRNA Derisimi | ABCEL1 siRNA

(V)
25 20+ 2
1 uM 5-FU
ABCE1 siRNA 1puM 5-FU 1 uM irinotecan +
1 uM irinotecan
) 8+2 34+1 30+1
25 nM 52+1 9+2 63+2

Sekil 4.11.’de Hoechst 33342 ile boyanmis hucrelerin kontrol grubunun fotografi
gorilmekte olup hicre cekirdeklerinde morfolojik olarak farkhlik goérilmemektedir.
ABCEL’in siRNA ile inhibe edilmesi apoptozu induklemistir. 25 nM siRNA derisiminde

apoptotik hticre cekirdeklerinin parcalandigi, bu hicrelerin apoptoza ugramayan
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hicrelere gore daha parlak mavi renkte oldugu gorilmustir. 25 nM siRNA ile inhibe

edilen hiicrelerde apoptotik etkinin % 20 civarinda oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.11. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hiicre fotograflari; (A) Hoechst 33342 ile boyanmis ilagc ve siRNA'lar
ile muamele edilmemis A 549 hiucreleri (kontrol grubu); Hucreler komplekslerle
etkilestiriimediginden apoptoza ugramamis, cekirdek sinirlari normal, c¢ekirdek
parcalanmamis, (B); 25 nM ABCE1 siRNA ile etkilestiriimis A 549 hucreleri, Oklar
apoptotik hiiclerlerden bazilarini gostermektedir. Apoptoza ugramis hicre ¢ekirdekleri

parlak, parcalanmis, apoptoza ugramayanlar soluk mavi gériinmektedir.

Huang ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklari calismada akciger kanseri NCI-H446
hicrelerinde  ABCEZL1'in siRNA ile inaktivasyonunu gerceklestirerek sonucunda
apoptozun indiklendigini ve ABCELl'in bu hicrelerde antiapoptotik mekanizmayi
dizenleyen bir gen olabilecegini Anneksin V ve Pl boyamasiyla goéstermislerdir [110].
Benzer bir calismada akciger kanseri 95-D hucrelerinde apoptozun, ABCE1 geninin
susturuldugu hucrelerde kontrole gore cok daha fazla oldugu sonucuna varilmistir
[111]. Yapilan calismada elde edilen sonuglar literatirdeki benzer calismalarla

paralellik icindedir.
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Sekil 4.12. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hiicre fotograflari; (A) Hoechst 33342 ile boyanmis 1 uM 5-FU ile
muamele edilen A 549 hicreleri, (B) 25 nM ABCE1l siRNA ve 1 puM 5-FU ile

etkilestirilmis A 549 hcreleri. Oklar apoptotik hicrelerden bazilarini géstermektedir

Sekil 4.12.’de 5-FU ve ABCE1 siRNA/5-FU ile etkilestirilmis ve Hoechst 33342 ile
boyanmis A 549 hicreleri gorulmektedir. Elde edilen sonucglara goére disuk doz
antikanser ilacin kanser hiicrelere apoptotik etkisi olduk¢ca dustik gozlenmistir. 25 nM

ABCEL1 siRNA ile ilacin hicrelere birlikte uygulanmasi apoptoz oranini yukseltmistir.

RET siRNA’nin ve bu ajanin irinotecanla kombine tedavi seklinin, meduller tiroid
karsinom (MTC) hicre blUyumesini in vivo ve in vitroda inhibe edip etmedigini
incelemek amaciyla gerceklestirilen calismada irinotecan ve siRNA’nin hicrelere
birlikte uygulanmasinin kontrol gruplarina gore apoptotik hicreleri yiksek oranda
indiklemesine sebep oldugu go6zlenmistir [133]. 2013 yilinda yapilan in vivo
calismada etkin akciger kanseri tedavisi elde etmek i¢cin Zhang ve arkadaslar c-myc
genini hedefleyen siRNA ve Gemsitabin monofosfat (GMP)'yi sistemik dolasimla fare
modellerine uygulamislar ve en yuksek apoptotik etkiyi SiRNA ve ilacin birlikte

uygulandigi hicrelerde gozlemlemislerdir [134].

Sekil 4.13.’de irinotecan ve ABCEL siRNA/irinotecan ile etkilestiriimis ve Hoechst
33342 ile boyanmis A 549 hicreleri gorilmektedir. Elde edilen sonuclara gore dusuk
doz antikanser ilacin apoptoz indeksinin, 25 nM ABCE1 siRNA ile ilacin hlcrelere

birlikte uygulandigi grubun indeksine gére distuk oranda yiksek ¢iktigr gézlenmistir.
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Sekil 4.13. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hiicre fotograflari; (A) Hoechst 33342 ile boyanmis 1 uM irinotecan
ile muamele edilen A 549 hicreleri, (B) 25 nM ABCEL1 siRNA ve 1 yuM irinotecan ile
etkilestirilmis A 549 htcreleri. Oklar apoptotik hiicrelerden bazilarini géstermektedir.

ABCEL1 siRNA ve irinotecanin kombine sekilde etkilestirildigi hiicre grubunda, sadece
irinotecan ile etkilestirilen hiicrelere gbére apoptozun suprese olmasi SiRNA ve

irinotecanin birbirlerine antagonistik etki gosterdigi seklinde yorumlanabilir.

Koivusalo ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismanin sonucunda RNAI'nin kemoterapiyle
kombine edilmesinin kanser tedavisinde potansiyet terapotik etkiye sahip oldugunu
ancak farkh antikanser ilaclarin siRNA ile kombinasyonunda nasil calistiklarini
bilmenin de ©6nemini vurgulamistir [132]. Elde edilen sonuglara gore ABCE1l
inhibisyon  mekanizmasinin, irinotecan yolaginin  ve bunlann  etkilesim

mekanizmalarinin detayh sekilde bilinmesi gerekmektedir.

Sekil 4.14.'te 5-FU + irinotecan ve siRNA/1 pM 5-FU + 1puM irinotecan ile
etkilestiriimis ve Hoechst 33342 ile boyanmis A 549 hicreleri gérilmektedir. Elde
edilen sonuclara gore dusuk doz antikanser ilacin kanser hiicrelere apoptotik etkisi %
apoptoz oranlan karsilastiriidiginda 25 nM ABCE1 siRNA ile ilacin hicrelere birlikte

uygulandigi sonucuna gore daha yuksek ¢ikmistir.
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Sekil 4.14. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hicre fotograflari; (A) Hoechst 33342 ile boyanmis 1 uM 5-FU + 1
MM irinotecan ile muamele edilen A 549 hiicreleri, (B) 25 nM ABCEL1 siRNA ve 1 uM
5-FU + 1 uM irinotecan ile etkilestiriimis A 549 hiicreleri. Oklar apoptotik hiicrelerden

bazilarini gostermektedir.

Bazi kanser kemoterapi stratejilerinde timor hicrelerinde apoptotik yolagin daha
etkin sekilde indiklenmesi icin ikili ilag kombineleri uygulanmaktadir. Sunulan tez
kapsaminda elde edilen sonuclara bakildiginda disik dozlarda uygulanan 1 pM 5-FU
+ 1 uM irinotecan ilaglarinin hicreler tzerindeki apoptotik etkinin, 25 nM ABCEL1l
SsiRNA ile birlikte kanser hulcrelerine verildiginde arttigi gozlenmistir. Bu sonug
ABCEl'in baskilanma mekanizmasi ve ilaclarin hicredeki yolaginin birbirleriyle

sinerjistik veya katki saglayan etkilesim icerisinde bulunduklarinin gostergesidir.

4.1.4.2. ikili Boyama ile Elde Edilen Nekrotik indeks Sonuclari

ikili boyama metodunda kullanilan bir diger boya ise Pl floresan boyasi olup ilag ve
siRNA/ilag formilasyonlariyla etkilestirilen kanser hicrelerin nekrotik orani tespit
edilmistir. PI floresan boya 6li ve plazma membrani hasarli hicrelerin zarlarindan
gecerek, cekirdeklerin floresan 1sik altinda kirmizi gérinmelerini saglar. Nekrotik
olmayan hucreler Pl ile boyanmazken, apoptotik ve nekrotik hiicre ise yesil renkte
olup FITC floresan filtresi ile gortintilendiginde yesil renkte gorilmektedirler. Sunulan
tez calismasinda nekrotik indeks saptanmasi 480-520 nm dalga boyunda floresan

IStk (FITC filtresi ile) altinda incelenmis ve bu dalga boyunda ayni anda nekrotik
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hicrelerin ¢cekirdeg@i kirmizi ve hiicrelerin zarlan yesil renkte gérinmektedir. Nekrotik
hicreleri gosteren fotograflar Sekil 4.15. - Sekil 4.19.’da sunulmustur ve % nekrotik
indeksi Cizelge 4.2.’de verilmistir. Cizelge 4.2.’de goruldugu gibi, disuk derisimlerde
nekrotik indeks ¢ok yuksek degildir. Fakat derisimin artmasi toksisiteyi de artirdigi igin

nekrozun da artmasina sebep olmustur.

Cizelge 4.2. Kanser ilaglar 5-FU, irinotecan ve 5-FU + irinotecanin ve bu ilaglarin
siRNA ile birlikte ve ayr ayrn akciger kanser hicre kiltirlerinde etkilestiriimeleri

sonucu elde edilen % nekrotik indeksler

SIRNA Derisimi | ABCE1 siRNA

(nM)
25 15+2
1 uM 5-FU
ABCE1 siRNA 1puM 5-FU 1 uM irinotecan +
1 uM irinotecan
() 4+1 11+1 81
25 nM 18+1 6+2 18+ 2

Sekil 4.15.'te Pl ile nekrotik boyama yapilmis hicrelerin kontrol grubunun fotografi
gorilmekte olup hicre cekirdeklerinde morfolojik olarak farkhlik goérilmemektedir.
ABCEL’in siRNA ile baskilanmasi hiicrelerdeki nekrotik mekanizmayi da tetiklemistir
25 nM siRNA ile muamele edilen hticrelerde nekrotik etki gdzlenmistir ve bu oran

yaklasik % 15'tir.
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Sekil 4.15. Hoechst 33342 ve Pl floresan boya kullanilarak elde edilen nekrotik hticre
fotograflari; (A) ilag ve siRNA'lar ile muamele edilmemis A 549 hicreleri (kontrol
grubu); Hucreler komplekslerle etkilestiriimediginden nekroza ugramamis ve hicre
cekirdekleri kirmizi gérinmemekte, (B); 25 nM ABCEL siRNA ile etkilestirilmis A 549
hicreleri, Nekroza ugramis hicre cekirdekleri kirmizi, hiicre zarlari ise Hoechst
33342 ile boyandigindan yesil gérinmektedir. Oklar nekrotik hiclerlerden bazilarini

goOstermektedir.
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Sekil 4.16. Hoechst 33342 ve PI floresan boya kullanilarak elde edilen hicrelerin
nekrotik fotograflar; (A); 1 uM 5-FU ile etkilestiriimis A 549 hucreleri, (B) 25 nM
ABCEL siRNA ve 1 uM 5-FU ile etkilestiriimis A 549 hicreleri, (C); 1 uM irinotecan ile
muamele edilen A 549 hicreleri, (D) 25 nM ABCE1 siRNA ve 1 pM irinotecan ile
etkilestiriimis A 549 hcreleri, (E); 1 uM 5-FU + 1 pM irinotecan ile etkilestirilen A 549
hicreleri, (F); 25 nM ABCEL1 siRNA ve 1 uM 5-FU + 1 uM irinotecan ile etkilestirilen A
549 hicreleri. Nekroza ugramis hiicre ¢ekirdekleri kirmizi, hiicre zarlar ise Hoechst
33342 ile boyandigindan yesil gérinmektedir. Oklar nekrotik hiicrelerden bazilarini
goOstermektedir. Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 400X buyutmede
cekilmistir. Olcek 20um mesafeyi gostermektedir.

Yapilan nekroz analizinde elde edilen sonuclara gére ABCE1 siRNA ayni zamanda
nekrotik mekanizmayi da tetiklemistir. RTCA sonuglarina gore siRNA ile muamele

edilen hicrelerde proliferasyon azalmaktaydi. Hicre dlimlerinin bir kisminin apoptotik
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bir kisminin da nekrotik yolak ile gerceklestigi boylece anlasiimistir. siRNA ile

muamele edilen hiicrelerde nekroz gorilmesi MTT sonucunu da dogrular niteliktedir.

Sekil 4. 16.’ya gore 1 uM 5-FU ve 1 uM 5-FU/ ABCE1 siRNA ile etkilestirilen
hicrelerde nekrotik indeks kombine etkilesimde daha yuksek ¢cikmistir. Ayni durum 1
MM 5-FU + 1 pM irinotecan ve 1 pM 5-FU + 1 uM irinotecan / ABCE1 siRNA igin de
aynidir. Fakat siRNA ile antagonistik etkilesimde oldugu dusunulen irinotecanin tekli
etkisinde, 1 pM irinotecan / ABCE1 siRNA grubuna gore daha yuksek nekrotik oran

gorulmastdr.

4.1.3. Es Zamanh RT-PCR Analizi Sonuclari
4.1.3.1. RNA izolasyonu

ABCEL1 proteininin siRNA ile inhibe oldugunu mRNA seviyesinde gbstermek amaciyla
es zamanh RT-PCR analizi uygulanmistir. Bunun i¢in de 6ncelikle 25, 50, 75 ve 100
nM siRNA ve 1 uM 5-FU, 1 pM 5-FU + 25 nM siRNA, 1 uM irinotecan ve 1 uM
irinotecan + 25 nM siRNA ile muamele edilen hiicre gruplarindan toplam RNA
izolasyonu yapilmistir. RNA derisimleri NanoDrop’da Olgilmustir. Elde edilen

sonugclar Cizelge 3.3.’deki gibidir.

Cizelge 4.3. Orneklerin RNA derisimleri

Ornek Konsantrasyon (ng/pL) | Azsorzso | Aze0230
Kontrol 610.5 2.10 1.94
25 nM siRNA 392.9 2.08 0.87
50 nM siRNA 464.1 2.06 2.05
75 nM siRNA 282.7 2.09 0.87
100 nM siRNA 326.6 2.09 1.67
1 uM 5-FU 399.7 2.07 2.16
1 uM 5-FU + 25 nM siRNA 342.3 2.07 2.10
1 pM irinotecan 417.4 2.08 1.99
1 pM irinotecan + 25 nM siRNA 567.8 2.15 2.04
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Nukleik asitler protein ve organik bilesikler gibi molekullerle ¢cabuk kontamine olma
Ozelligindedirler. Azsozso Ve Aozsorzo degeri nukleik asitlerin saflik derecelerini
belirlemek icin kullanilir. RNA i¢in Azeozso degeri ~2, Azeorzo degeri ise 1,7'den blylk
olmalidir. cDNA sentezi protokoliine gore her bir reaksiyon icerisinde kullaniimasi
gereken RNA miktar 25 ng ile 5 pg arasinda olmalidir. Her bir 6érnekten elde edilen

RNA derisimleri bu degerler arasinda ¢ikmistir.
4.1.3.2. cDNA izolasyonu

25, 50, 75 ve 100 nM siRNA ve 1 pM 5-FU, 1 pM 5-FU + 25 nM siRNA, 1 uM
irinotecan ve 1 pM irinotecan + 25 nM siRNA ile muamele edilen hicre gruplarindan
izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlenmis ve derisimleri NanoDrop’da belirlenmistir.

Elde edilen degerler Cizelge 3.4.’deki gibidir.

Cizelge 4.4. Orneklerin cDNA derisimleri

Ornek Konsantrasyon (ng/pL) | Azsorzso | Aze0230
Kontrol 1652.1 1.84 1.93
25 nM siRNA 1540.5 1.83 1.67
50 nM siRNA 1595.4 1.83 1.93
75 nM siRNA 1340.4 1.78 1.68
100 nM siRNA 1516.5 1.81 1.88
1 uM 5-FU 1537.9 1.82 1.92
1 uM 5-FU +25 nM siRNA 1454.3 1.81 2.04
1 pM irinotecan 1422.1 181 1.92
1 pM irinotecan + 25 nM siRNA 1486.0 1.82 1.98

DNA icin Azeor280 degeri ~1.8, Azeorzzo degeri ise 1.5'ten blyluk olmalidir.
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4.1.3.3. Es Zamanli RT-PCR Primer Analizi

25 nM, 50 nM, 75 nM ve 100 nM ABCE1 siRNA ile ve 1 uM 5-FU, 1 uM 5-FU + 25 nM
SIRNA, 1 pM irinotecan ve 1 uM irinotecan + 25 nM siRNA muamele edilen A 549
hicrelerinde ABCE1 geninin susturulmasinin ve bu etkinin hiicrede antiapoptotik gen
olan BCL-2 ve hicre blyumesini, cogalmasini, protein sentez ve transkripsiyonunu
dizenleyici genlerden olan mTOR ifadelenmesi seviyelerine etkisinin arastirilmasi icin
RT-PCR primer analizi yapilmistir. Hedef genlerin analizi referans gen [-Actin

kullanilarak standardize edilmistir.

‘w120 -

2 ® B-ACTIN
£ 100 -

3 %0 W ABCE1
g

= 60 - i BCL-2
Q

-  mTOR
ks

S 20 -

2 .

25 nM 50 nM 75 nM 100 nM

ABCEL1 siRNA Derisimi

Sekil 4.17. Farkl derisimlerdeki sSiRNA'nin ABCE1, BCL-2 ve mTOR mRNA

duzeylerine etkisi.

Sekil 4.17.'ye go6re tim konsantrasyonlardaki siRNA molekilleri, ABCE1 genini
oldukca yuksek derecede inhibe etmislerdir. Bu sonu¢ siRNA'nin gen susturmadaki
etkinligini gostermektedir. ABCE1 geninin susturulmasindan sonra A 549 akciger
kanseri hicrelerinde ABCEY'in potensiyel fonksiyonunu gostermek adinda 2 farkh
genin hicredeki ifadelenme seviyelerinin degisimi de analiz edilmistir. ABCEL geninin
baskilanmasiyla, artan siRNA derisimiyle dogru orantili sekilde BCL-2 gen
ifadelenmesi seviyesinde azalma gozlenmistir. BCL-2 geninin apoptozu inhibe edici

etkisinden dolay! bu genin ABCE1 siRNA transfeksiyonundan sonra ekspresyonunun
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azalmasi ABCE1 geninin de antiapoptotik 6zelligi oldugunu goéstermistir. ABCE1
SiRNA ile muamele edilen hicrelerde uygulanan ikili boyama calismasinda apoptotik
indeksin, kontrol grubuna gore yiuksek olmasiyla ABCE1 geninin inhibisyonunun A
549 hicrelerinde apoptozu indikledigi ve RT-PCR calismasinda da ABCE1 geninin
inhibisyonun A 549 hucrelerinde apoptotik yolakta negatif sekilde etkili olan BCL-2
ifadelenmesinin de azalmasini saglamasi bu iki sonucun birbiriyle uyumlu oldugunu

gOstermektedir.

ABCE1 siRNA transfeksiyonundan sonra gen ifadelenmesi incelenen bir diger gen
MTOR'dur. Tum derisimlerdeki siRNA ile etkilestirilen hiicrelerde mTOR gen
seviyesinde kontrole gore azalma gozlenmistir. ABCEZ1'in baskilanmasiyla, mTOR’un
proliferatif 6zelliginden dolayi bu genin de diizeyinin azalmasi, ABCE1 geninin hiicre
cogalmasini dizenleyici bir gen oldugunu dogrulamaktadir. ABCE1 siRNA ile
muamele edilen hicrelerde uygulanan hiicre proliferasyon testleri MTT ve RTCA
analizinde hicre canlihginin, kontrol grubuna gore diusik olmasiyla ABCE1 geninin
inhibisyonunun A 549 hcrelerinde hiicre antiproliferatif yolagi indikledigi ve RT-PCR
calismasinda da ABCE1 geninin inhibisyonun A 549 hicrelerinde hiicre buylimesi,
cogalmasi ve protein sentezinde pozitif sekilde etkili olan mTOR ifadelenmesinin de

azalmasini saglamasi bu ¢ sonucun birbiriyle uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.18. 25 nM siRNA ABCE1'nin 1 uM 5-FU ile muamele edilmis hicrelerde
ABCEL, BCL-2 ve mTOR mRNA duzeylerine etkisi.

1 uM 5-FU ve 1 pM 5-FU + 25 nM siRNA ile etkilestirilen hicrelerde siRNA’nin
spesifik gen baskilama etkisini gostermek amaciyla ABCE1 geninin seviyesi her iki
grupta incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore siRNA uygulanan grupta ABCEL1l
geninin olduk¢ca yuksek oranda inhibe edildigi gozlenmistir. Ancak siRNA ile
etkilestiriilmemis sadece 5-FU ile etkilestirilen hicrelerde de ABCE1l geninin

seviyesinin oldukc¢a dusik olmasi dikkat cekicidir.

Yapilan MTT, RTCA ve ikili boyama calismalarina ek olarak A 549 hicrelerinde 25
nM ABCE1 siRNA'nin dusik dozdaki 5-FU’nun anti proliferatif ve apoptotik etkinligini
arttirdigini gen ifadelenmesi analiziyle de goéstermek amaciyla BCL-2 ve mTOR
genlerinin seviyeleri incelenmistir. Sekil 4.18.’e gore siRNA transfeksiyonuyla sadece
1 puM 5-FU ile muamele edilen hiicrelere gore BCL-2 ve mTOR genlerinin
ifadelenmesinin daha da azaldi§i gézlenmistir. Elde edilen sonuclara gore yapilan
hicre canlihgi, proliferasyonu ve ikili boyamalari analizlerinin RT-PCR sonucuyla

paralel oldugu anlasiimistir.
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Sekil 4.19. 25 nM siRNA ABCE1'nin 1 uM IH ile muamele edilmis hiicrelerde ABCEL,
BCL-2 ve mMTOR mRNA diizeylerine etkisi.

1 pM irinotecan ve 1 uM irinotecan + 25 nM siRNA ile etkilestirilen hicrelerde
SiRNA'nin spesifik gen baskilama etkisini gostermek amaciyla ABCE1l geninin
seviyesi her iki grupta incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore siRNA uygulanan
grupta ABCE1 geninin oldukca yuksek oranda inhibe edildigi g6zlenmistir. Ancak
SiRNA ile etkilestiriimemis sadece irinotecanla etkilestirilen hicrelerde de ABCEL

geninin seviyesinin olduk¢a distk olmasi dikkat ¢ekicidir.

Yapilan MTT, RTCA ve ikili boyama calismalarinda A 549 hicrelerinde 25 nM ABCEL1
siRNA'nin disik dozdaki irinotecanin anti proliferatif ve apoptotik etkinligini arttirmasi
hedeflenirken elde edilen sonuglara gore kombine etkinin irinotecan fonksiyonuna
katkisi olmadigi g6zlenmisti. Bu calismada ABCEZX'in inhibisyonun BCL-2 ve mTOR
genlerinin  seviyelerine etkisi de incelenmistir. Sekil 4.19.’a gore SsiRNA
transfeksiyonuyla BCL-2 geninin ifadelenmesinin cok fazla degismemis oldugu,
MTOR geninin ifadelenmesinin ise arttigi goralmastir. Bu sonuclara gére ABCE1
siRNA'nin irinotecan ile antagonistik etkilesimde olabilecedi dusincesi, siRNA ve
ilacin kombine etkisinin oldugu hicre grubunda hem proliferasyonun artmasi ve bunu

destekleyen mTOR gen seviyesinin de artmasiyla, ayrica apoptozun
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indiiklenmediginin hem ikili boyamada hem de BCL-2 gen seviyesinde gorilmesiyle

de desteklenmistir.

Liu ve arkadaslarinin yaptiklari calismada siklooksigenaz-2 inhibitorii olan NS38
metaboliti ile etkilestiriien LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde apoptozun, BCL-2 gen
ekpresyonunun azalmasiyla indiklendigi rapor edilmistir [135]. Apoptozun BCL-2 gen
seviyesiyle iligkili oldugunu belirten bir baska calisma ise meduller tiroid karsinom TT
hicrelerinin RET siRNA ile transfekte edilmesidir [133]. Bohm ve arkadaslarinin 2009
yilinda yaptiklan ¢alismada akut miyeloid I6semi hicrelerinde mTOR gen ifadelenme
seviyesinin azalmasinin hicre biyimesine negatif sekilde etki ettigini aciklamislardir
[136].
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5. SONUCLAR

Sunulan tez kapsamindaki tim calismalar sonucunda elde edilen bulgular ve

bulgularin 1s1g1 altinda ortaya konulan sonug 6zetleri asagida sunulmustur.

ik olarak kanser tedavisinde siklikla kullanilan 5-FU ve irinotecan ilaglarinin A 549
akciger kanseri Uzerine sitotoksik etkilerini belirlemek icin belirli derisimlerdeki ilaclar
hiicrelerle etkilestirilmis ve MTT testi uygulanmistir. ilaglarin hiicre canhiligini ¢ok az

etkiledigi disuk doz, her iki ilag icin de 1 uM olarak belirlenmigtir.

ABCEL1 proteinini, mMRNA seviyesinde baskilamak igin spesifik sSiRNA kullaniimis ve
farkll derisimlerdeki siRNA’larin A 549 hucreleri Gizerine sitotoksik etkisi MTT testiyle,
hiicre canhlik analizi de RTCA ile incelenmistir. SiRNA derigimi arttikca hicre
proliferasyonu azalmis, 25 nM’dan yiksek derisimlerdeki siRNA’'nin etkisinde anlaml
bir fark g6zlenmedigi icin en etkin derisim olarak 25 nM belirlenip sonraki ¢calismalara
bu degerde devam edilmistir. Yapilan MTT ve RTCA sonuglan birbirini destekler

niteliktedir.

25 nM ABCE1 siRNA, 1 pM 5-FU, 1 uM irinotecan ve 1 uM 5-FU + 1 uM irinotecan ile
birlikte A 549 hducreleriyle etkilestirilerek, bu kombine etkinin hucreler Uzerine
sitotoksik etkisi MTT testiyle, hicre canlihk analizi de RTCA ile incelenmistir. Elde
edilen sonuclara gore 5-FU tekli ve 5-FU + irinotecan ikili ilacin tek basina etkisinin,
ABCE1l siRNA ile birlikte verildigi formilasyona goére daha dusuk olduklan
gOzlenmistir. Tam tersi irinotecanin ise ABCE1 siRNA ile birlikte hlcrelerle muamele
edildiginde beklenmedik sekilde sitotoksik etkisinin nerdeyse degismedigi,

antiproliferatif etkisinin ise azaldigi tespit edilmistir.

ABCEL siRNA'nin ilaclarla birlikte hiicrelere etkisinde ayni zamanda ikili boyama da
yapilarak, apoptoz/ nekroz indekslerine bakilmistir. Hicre o6limlerinin morfolojik
olarak degerlendiriimesi icin ABCE1 siRNA'lar ile ABCE1 siRNAnin 5-FU ve
irinotecanin tekli ve ikili formilasyonlarinin kombinasyonu seklinde A 549 hiicreleri ile
etkilestirilip, Hoechst 33342 ve Pl boyalari kullanilarak ikili boyama yontemi ile
boyanmis ve hiicre etkilesimleri apopototik-nekrotik mekanizmalarin degerlendiriimesi
icin floresan mikroskop yardimiyla incelenmistir. Apoptoz/nekroz sonuglarn

degerlendirildiginde 5-FU tekli ve 5-FU + irinotecan ikili ilacin tek basina hicreler
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Uzerindeki apoptotik indeksinin, ABCE1 siRNA ile birlikte verildigi formilasyona gore
daha dusuk olduklar gozlenmistir. Tam tersi irinotecanin ise ABCEL siRNA ile birlikte

hicrelerle muamele edildiginde beklenmedik sekilde apoptozun azaldig1 gozlenmigtir.

ikii boyamada hiicrelerle muamele edilen tim gruplarin nekrotik etkileri
incelendiginde nekrozun genel olarak tum gruplarda daha az gorildugu tespit
edilmistir. Ayni sekilde 5-FU tekli ve 5-FU + irinotecan ikili ilacin tek basina hicreler
Uzerindeki nekrotik indeksinin, ABCE1 siRNA ile birlikte verildigi formilasyona gore
daha dusuk olduklar gozlenmistir. Tam tersi irinotecanin ise ABCEL siRNA ile birlikte

hicrelerle muamele edildiginde beklenmedik sekilde nekrozun azaldigi goézlenmistir.

Es zamanli RT-PCR analiziyle ABCE1l siRNA’lar ile ABCE1l siRNA'nin 5-FU ve
irinotecanin tekli formulasyonlarinin kombinasyonu seklinde A 549 hicreleri ile
etkilestirilip siRNA'nin ABCE1 genini susturma etkinligi tespit edilmistir ve degisen
derisimlere gore oldukca yuksek oranda, basarili bir gen inhibisyonu saglanmistir.
Ayrica tim gruplarda ABCE1 gen inhibisyonunun, hicrede 6nemli gorevlere sahip
BCL-2 ve mTOR genlerinin ifadelenme seviyelerine etkisi arastirilmistir. Bu sonuca
gbre ABCE1 geninin susturulmasiyla her iki genin de hicredeki gen dizeylerinin
azaldigi tespit edilmistir. ABCE1 siRNA ve irinotecanin birlikte hicreye verilmesi,
ABCEL1 inhibisiyonu saglamasina ragmen diger gruplarin aksine mTOR gen
seviyesinde artis gozlenirken, BCL-2 gen seviyesinde ise anlamli bir degisim olmadigi

g6zlenmistir.
Elde edilen sonuclara gore genel ¢cikarim,

ABCEL'in protein sentezinin translasyon basamaginda énemli bir yer tuttugu ve bu
proteinin inhibe edilerek hiicre cogalmasini azalttigi tespit edilmistir. Yeni nesil kanser
tedavilerinde ABCEL'in klinik etkinliginin oldugu, hedef terapétik gen olarak

siniflandirilabilecegi gosterilmistir.

ABCE1l siRNA'nin, kanser tedavisinde geleneksel kemoterapi ajanlarla kombine
sekilde kullanilabilecegi ilk kez gosterilmistir. Hem ABCE1 siRNA’nin hem de kanser
ilaclarinin kanser hiicre gelisimi Uzerindeki etkisini artttmak icin ABCE1 SiRNA,
antikanser ilaglar 5-FU ve irinotecan ile birlikte kullanilarak yeni bir terapotik strateji

olusturulmustur. ABCE1 siRNA'nin 5-FU ve 5-FU + irinotecan ile kombinasyonu, tekli
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SIRNA veya tekli ila¢ etkisine gore A 549 hucrelerinin inhibe edilmesinde ¢ok daha
basarili sonuclar vermistir. Ayrica ABCE1 siRNA'nin 5-FU ve 5-FU + irinotecan ile
kombine tedavisi, yuksek doz kanser ilaci kullanimini engelleyerek yan etkilerin

azalmasina imkan verebilecek potansiyelde oldugu gosterilmistir.

U Ayrica elde edilen sonuclara gore ABCE1 siRNA'nin, 5-FU ve 5-FU + irinotecan ile
birbirlerine sinerjistik veya katki saglayici etkilesimde olduklari, irinotecan ile ise

birbirlerine antagonistik etkilesimde olduklari yorumlanmistir.

U A 549 hucrelerinde ABCE1 siRNA indukli apoptozun, BCL-2 gen ifadelenmesinin
azalmasiyla ve ABCE1l siRNA indukli hicre antiproliferasyonunun, mTOR gen

ifadelenmesinin azalmasiyla iliskili oldugu tespit edilmistir.
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