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OZET

iki Farkli Gene (VEGF-A ve VEGFR-2) Ozgii shRNA Iceren Vektor Tasarimi ve
Bunun Meme Kanserinde Gen Susturma Etkinliginin Arastiriimasi

Amag¢: Meme timoriniin biiyiimesi ve metastaz1 anjiyogeneze baghdir. Kanser
tedavisinde tek bir anjiyogenik faktoriin baskilanmasi, anjiyogenezin inhibisyonunda
yetersiz kalabilir. Ayn1 anda birden fazla geni hedefleyen birkag shRNA’y1 kodlayan
vektorlerin tasarimi, RNAi teknolojisi a¢isindan 6nemli bir stratejidir. Birkag shRNA’y1
hedefleyen vektor tek bir mRNA igerisinde bulunan birgok bolgeyi hedefleyebildigi gibi
farkli genlere hedeflenerek de daha etkin bir protein ifade baskilanmasi olusturulabilir.
Bu caligmada, anjiogenezde onemli rol oynayan VEGF-A ve VEGFR-2 genlerine
hedeflenen shRNA’lar1 igeren tek bir RNAi-temelli vektér modifikasyonu ile hiicrelerde
RNAI etkisinin artirilmasi ve meme kanserinde terapdtik etkinliginin iyilestirilmesi

amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismamizda VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik shRNA dizileri
tasarland1 ve her iki shRNA dizisi vektore tek ve iki basamakta klonlandi ve kontrol
calismalar1 yapildi. Ayrica, tek bir vektoére her iki dizinin birlikte ve her bir dinini
vektore ayr1 ayr1 klonlanmasinda ayn1 metod kullanildi. Tekli ve ikili olarak klonlanan
plazmidlerin gen susturma etkinlikleri meme kanser hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-

MB-231 hiicrelerinde protein seviyesinde ELISA ydntemi ile incelendi.

Bulgular: Anjiogenezde o6nemli rol oynayan VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik
dizilerin susturma vektorlerine klonlanmasi ile meme kanser hiicrelerinde VEGF-A ve
VEGFR-2 protein ekspresyonlart 6nemli 6lgiide baskilanmistir. Calismamizda ikili
klonlama yapilan vektorlerin tekli klonlama yapilan vektorlere gére meme kanseri

hiicrelerinde gen susturma etkinligi daha yiiksek bulundu.

Sonu¢: Bu tez caligmasi ile RNAi teknolojisi kullanilarak birden fazla anjiogenik
faktoriin ya da protein ve iliskili reseptoriiniin birlikte susturulmasi ile meme kanserinin

tedavisinde limit verici sonuclar elde edilebilecegi onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: shRNA, vektor temelli RNAi, VEGFA, VEGFR2, anjiogenez,
meme kanseri
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ABSTRACT

The Investigation of Gene Silencing Efficiency in Breast Cancer and Vector
Design Containing shRNA Specific to Two Different Genes
(VEGF-A and VEGFR-2)

Aim: The growth and metastasis of breast tumor is dependent to angiogenesis.
Suppression of a single angiogenic factor can be insufficient to inhibit angiogenesis.
The design of vectors encoding several shRNAs is an important strategy for RNAI
technology. The vector that targets different genes to produce more efficient protein
expression suppression. In this study, a single RNAi-based vector modification
containing targeted shRNAs to VEGF-A and VEGFR-2 genes, which play an important
role in angiogenesis, aimed to increase the RNAI effect in cells and to improve

therapeutic efficacy in breast cancer.

Material and Method: In our study, VEGF-A and VEGFR-2 specific shRNA
sequences were designed and both shRNA sequences were cloned into the vector in one
and two steps and control studies were performed. In addition, to clonning of both
sequences into one vector and of each sequence separately into the vector was used
same method. The gene silencing activities of single and dual cloned plasmids were
examined by ELISA method in MCF-7 and MDA-MB-231 cells.

Results: In our study, gene silencing efficiency was found to be higher in vectors with
dual cloning than vectors with single cloning. The protein expression in breast cancer
cells was significantly suppressed by the use of silencing vectors cloning VEGF-A and
VEGFR-2 specific sequences that play an active role in angiogenesis.

Conclusion: As a conclusion, it can be suggested that RNAI technology can be obtain
promising results in treatment of breast cancer by together silence of different

angiogenic factors and their associated receptors.

Key Words: shRNA, vector based-RNAIi, VEGFA, VEGFR2, angiogenesis, breast

cancer
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1. GIRIS

Timor bolgesine dogru kan damarlarinin yonelmesi, tiimoriin biiyliimesi ve
metastazi ile dogrudan iligkilidir. Kan damarlar ile tasinan kan, oksijen, biiylime
faktorleri, besinler, metabolitler, hormonlar, endotelyal tiirevli biiylime faktorleri ve
sitokinlerin tasinmasinda etkili oldugu gibi ayni zamanda tiimorde proinvaziv ve
proteolitik aktiviteler agisindan da etkindir. Hipoksi cevabi, parakrin stimiilasyonu,
kanama ya da inflamasyon gibi reaktif siirecler tiimor anjiogenezinin baslamasina
katkida bulunur (1).

Meme timoriiniin bliylimesi ve metastazi anjiyogeneze baghdir. Tek bir
anjiyogenik faktdr anjiyogenezin inhibisyonunda yetersiz kalabilir. Bu nedenle,
anjiyogenez inhibitorlerinin dengeli kombinasyonuna ihtiya¢ vardir. Ayrica mevcut
anti-anjiyogenik tedaviler uzun siirelidir ve ilacin siirekli uygulanmasi gereklidir (2).
Biiylime faktorlerinden oOzellikle Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF),
Platelet-Tiirevli Biiyiime Faktorii (PDGF) ve Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF)
anjiyogenezde onemli rol oynarlar. Bunlar arasinda VEGF insan kanserlerinde 6nemli
bir pro-anjiogenik biiyiime faktoriidiir, mezenkimal, stromal ve 6zellikle timor hiicreleri
tarafindan sekrete edilir. Anjiogenez ve invazyona katkida bulunur ve vaskiiler
permeabiliteyi artirir. VEGF nin yiiksek diizeyde ekspresyonu birgok solid tlimorde
kotii prognozun gostergesidir. Ozellikle metastatik lezyonlar1 olan, yiiksek seviyede
VEGEF’ye sahip hastalarda survival zamani azalir (3). VEGF primer olarak reseptori
olan VEGFR-2 araciligiyla sinyalleri hiicreye iletir. VEGFR-2 endotelyal hiicreler,
endotelyal hiicre onciilleri (prekiirsorleri) ve tiimor hiicreleri gibi bir¢ok hiicre

tarafindan eksprese edilen bir tirozin kinaz reseptoriidiir.

Endotelyal hiicreler, tiimor hiicrelerine gore genetik olarak c¢ok daha stabil
hiicrelerdir, timor hiicrelerinden daha az ilag¢ direnci gelistirirler. Bu nedenle tiimor
hiicrelerini hedefleyen yaklasimlardan ziyade endotelyal hiicreleri hedefleyen antikanser
terapotik ajanlarin  gelistirilmesi daha etkin bir strateji olarak distiniilebilir (4).
Kanserde anti-angiogenik stratejilerle tedavi timit vericidir. Son yillarda birgok anti-
anjiogenik ilacin klinikte kullanimi onaylanmustir. Kiiglik kimyasal molekiillerle ya
timorii besleyen yeni kan damarlarinin olusumu (TNP-470, endostatin, angiostatin)

onlenmeye calisilir ya da var olan kan damarlarinda hasar yapan ilaglar (combrestatin)

1



kullanilir (5). Ayrica tirozin kinaz inhibitorleri (sunitinib, pazopanib, vandetanib,
axitinib, regorafenib, cabozantinib ve lenvatinib) VEGF reseptorlerini hedefleyen
FDA’den onay alan bir grup ilactir (6). Bu anti-anjiogenik ilaglarin etki mekanizmasi ya
dogrudan endotelyal reseptorleri hedefleyerek ya da dolayli olarak anjiogenik sitokinleri
hedefleyerek olur. Anti-angiogenik ajanlarin avantajlarina ragmen bazi kisitlamalar1 da
vardir. Cogu anjiogenik inhibitor sistemik olarak verildiklerinde hedeflenen timor
damarlarina ulasamaz, zayif biyodagilim ve zayif farmakokinetik profil olusur, yan
etkiler gelisir ve tedavi etkinligi olduk¢a azdir. Sik tekrarlayan verilmeler ise toksisite
problemini ortaya ¢ikarir. Ayrica ilaca direng gelisir (5, 7). Anti-anjiogenik tedavide
farkl1 bir strateji olarak monoklonal antikorlar da kullanilmaktadir. Bevacizumab
(Avastin) kolorektal kanserde VEGF proteinlerini hedefleyen FDA’den onay alan bir
monoklonal antikordur. VEGFR-2’ye hedeflenen ramucirumab, VEGF ligandinin
baglanmasin1 bloklayan solid tiimdrlerin tedavisinde kullanilan bir monoklonal
antikordur. Bir diger FDA’den onay alan VEGF-A, VEGF-B ve plasental biiyliime
faktoriine (PGF) hedeflenen aflibercept ise rekombinant bir fiizyon proteinidir (1). Anti-
anjiogenik tedavide farkli bir streteji olarak gen tedavisi uygulamalar1 yapilmaktadir.
Bir aptamer ilac1 olan pegaptanib, VEGF’ye yiiksek affinite ile baglanan yasla iliskili

makular dejenerasyon hastaliginin tedavisinde kullanilan bir RNA aptameridir (8).

RNA interferans (RNA engellemesi) (RNAIi)’nin kesfi ile hiicre igerisindeki
proteinlerin ifadelerinin segici olarak inhibe edilebilmesi saglanmistir. Diziye 6zgii bu
stirecte post-transkripsiyonel gen susturmasi, baskilanacak gene homolog ¢ift iplikli
RNA’larin (dsRNA) hiicreye girmesi ile indiiklenir. Dicer enziminin aktivitesi ile kisa
dsRNA molekiillerine ayrilarak 21 bp uzunlugunda small interfering RNA’lar (siRNA)
olusur. Dicer enzimi ile olusan siRNA c¢ift iplikleri (dupleksleri), 5’ fosfat ve 3’hidroksil
grubu tastyan, 3’ uclarinda 2 niikleotidlik ¢ikint1 (overhang) igeren iki tane 21 niikleotid
uzunlugunda molekiillerdir. siRNA’lar, RNA ile indiiklenen susturma kompleksi
(RISC) olarak bilinen riboniikleoprotein kompleksini olusturmak igin sitoplazmada
bulunan proteinler ile etkilesir. Rehber olarak siRNA’nin antisens ipliginin
kullanilmastyla, RISC ile birlesir ve spesifik olarak baglandigi mRNA’y1 keser. Kesilen
MRNA daha sonra spesifik olmayan RNazlar ile pargalanir (9, 10).

RNAI, hiicrelere sentetik kisa dsSRNA dupleksleri, sentetik SIRNA ve siRNA ya
da short hairpin RNA’lar1 (shRNA) eksprese eden plazmid vektorlerin taginmasi ile

basarilir. siRNA’larin endojen ekspresyonu, fonksiyonel siRNA’lar ya da onlarin
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onciillerinin transkripsiyonunu saglayan farkli Pol III promotor ekspresyon kasetleri
kullanilarak saglanir (11). shRNA gen ekspresyonunun inhibisyonu i¢in dnemli bir
aractir. Bu teknigin smirlamalarindan biri tek bir genin hedeflenmesidir. Son
zamanlarda, genlerin etkin olarak susturulmasi igin tek bir vektorde ¢oklu SIRNA ya da
shRNA’larin klonlanmasi 6nerilmektedir. Bu RNAi ekspresyon vektorleri, birkag geni
ayni anda baskilayabilir (12). Olusturulan vektorler, genler arasindaki iligkileri ve gen
kaybmin hiicre fonksiyonuna etkilerini degerlendirmek icin de kullanilabilir. Bazi
mRNA’larin etkin susturulmasini basarmak zordur, birka¢ shRNA vektorii, susturma
etkinligini artirmak i¢in tek bir mRNA igerisinde bir¢ok bolgeyi hedeflemekte kullanilir
(13).

shRNA vektorleri ya bir¢ok geni hedeflemek ya da bir gen igerisindeki bir¢ok
bolgeyi hedeflemek icin kullanilmaktadir. Birden fazla shRNA’nin klonlandig1 vektor
bir ya da daha fazla genin hedeflenen susturulmasini saglar. Memeli hiicrelerinde
RNAi’1n bagarili bir sekilde indiiklenmesinde bir¢ok arastirmact U6, H1 ya da 7SK gibi
RNA polimeraz III promotorlar ile siirdiiriilen vektor-temelli sSiRNA ya da shRNA
ekspresyonunu gelistirmislerdir (14). Gilinimiizde RNAi temelli vektorler, bir¢ok
shRNA kasetinin tekrarlanan insersiyonunu kolaylastirmak i¢in spesifik olarak
tasarlanmaktadir. Ayrica farkli promotorlu diger vektorleri modifiye etmek icin de
kullanilmaktadir (H1, U6 ve 7SK). Birbiri ile uyumlu farkli vektorlerden bu promotor-
shRNA kasetlerinin restriksiyon enzim bdlgelerini yaparak, farkli promotorlu multipl

kasetlerin etkin kombinasyonu da basarilabilmektedir (15).

Bu caligmada, angiogenezise karsi etkin olan RNAIi temelli gen tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi igin, bu yolakta etkili olan protein ve iligkili reseptoriiniin
ayn1 anda eksprese olmast ve meme kanserinde etkin gen susturmasinin saglanmasi
amaclanmistir.  Simdiye kadar VEGF-A ya da VEGFR-2 shRNA’larinin ayri ayri
klonlandig1 ve kanser tedavisindeki etkinliginin aragtirildigi ¢aligmalar olmakla birlikte,
her ikisinin birlikte klonlanarak tek bir vektor ilizerinden gen susturma etkinliginin
arastirildig1 herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Calismamizda, anjiogenezde énemli
rol oynayan VEGF-A ve ilgili reseptorii VEGFR-2 shRNA’larinin ayni plazmid vektore
klonlanmas1 ve birlikte ekspresyonunun saglanmasi ile gen susturma etkinliginin

artirtlmas1 ve bunun meme kanserinde tedavi etkinliginin artirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Gelisen tanm1 ve tedavi yontemlerine ragmen, meme kanseri giiniimiizde énemli
bir halk sagligi problemidir. Bu kanser tiirii hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerin kadinlarinda en sik goriilen kanser tipidir ve mortalite siralamasinda akciger
kanserinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir (16). Meme kanseri insidans1 1970’lere
kiyasla artig gdstermistir ve bu artisa neden olarak artan ortalama yasam siiresi, degisen
tireme aligkanlilar1 (daha ge¢ yasta anne olmak ve daha az sayida ¢ocuk dogurmak),
obezite, menapoz sonrasi hormon replasman tedavi ve yaygin mamografi tarama testleri
sonucunda artan tani sayisi gosterilmektedir (17). Meme kanseri erkeklerde nadiren
goriiliirken (1/150), kadinlarda ise hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde en

sik goriilen kanser tipidir.

Meme kanseri, memenin lobiiller ya da glandular siit kanallarinin epitelyal
hiicrelerinden koken alan bir timordiir. Timoriin bazal membrani gegerek biiyiimesine
gdre, non-invaziv (in situ karsinom) ya da invaziv olarak adlandirilir. Invaziv
karsinomlar, degisen hiicrelerin viicudun farkli organlarina metastaz yapma ve cevre
bag dokuya yayilmasi ile gelisir. Meme kanserinin metastaz yaptig1 baslica bolgeler
kemik, beyin, karaciger ve akcigerdir. Meme karsinomlarmin iicte ikisi duktal
karsinoma olarak adlandirilan duktuslarin epitelyal hiicrelerinden kaynaklanir ve tigte
biri de lobiiler karsinomadir ve lobiillerden kaynaklanir. Daha az yaygin histolojik
gruplarda, inflamatuar, meduller, apokrin, musinoz ve tubuler karsinomalar olarak

tanimlanir (18.

Meme kanseri heterojen bir hastalik olup molekiiler ve klinik 06zellikleri
farkliliklar gosterir. Meme kanserinin siniflandirilmasi tani ve tedaviye yardimci bilgi
saglar. Farkli histolojik, genetik ve biyomolekiiler 6zelliklerine gore siniflandirilir.
Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 20 farkli histopatolojik alt tip siiflandirmistir. Meme
kanseri, tiimoriin boyutu, lenf nodu varligi ve metastaz durumuna gore (Tumor Node
Metastasis, TNM) siniflandirilir. Histopatolojik derecelendirmede, tiibiil olusumu,
niikleer polimorfizm ve mitotik sayiya gére hem farklilagsma derecesi hem de proliferatif
aktivitesi belirlenir. Histopatolojik degerlendirmelere ek olarak, meme kanseri

molekiiler biyomarkerlarina gére immunohistokimyasal olarak da karakterize edilir;
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Ostrojen reseptor alfa (ERa), progesteron reseptor (PR) ve insan epidermal biiyiime
faktor reseptorii 2 (HER2). Bu degerlendirmeye gore meme kanseri 3 fenotipe
smiflandirilir; ER/PR-pozitif, ER/PR-negatif/HER2-pozitif ve ER/PR-negatif/HER2-
negatif (PR negatif ya da ii¢lii negatif olarak da adlandirilir). Tiim meme kanserlerinin
yaklastk  olarak  %85’i  ER/PR-pozitif’tir ~ve bunlara hormon tedavisi
uygulanabilmektedir. Meme kanserlerinin %20’si ER/PR-negatif/HER2-pozitif’tir. Bu
tip meme Kkanserlerinin tedavisinde HER-2’yi hedefleyen monoklonal antikorlar
kullanilabilmektedir. Bu nedenle bu biyomarkerlar sistemik tedavi agisindan biiyiik
oneme sahiptirler (19, 20).

Ostrojen, meme bezlerinin morfogenezinde ve hormon bagimli meme
kanserlerinin biiylimesinde etkilidir. Menopoz 6ncesi kadinlarda ovaryumda, menapoz
sonrasi kadinlarda adipoz dokuda sentezlenir. Ostrojen hormonu hiicrede 2 reseptore
baglanarak aktivite gosterir; Ostrojen reseptor alfa (ERa) ve Ostrojen reseptor beta
(ERPB). ERa, meme kanseri i¢in 6nemli bir biyomarkerdir ve meme kanseri hastalarinin
%75’inde eksprese olur. Ostrojenin onkojenik etkisi ise ERa aracihifi ile hiicre
proliferasyonu, hiicre canlilig1 ve anjiogenezin tetiklenmesinde gorev alan genlerin asir1
ekspresyonu ile olur. Bununla birlikte ERa’nin metastaza etkisi yoktur, bu nedenle ERa
pozitif meme kanserleri, ERa negatif meme kanserlerinden daha iyi bir prognoza

sahiptirler (21).

Progesteron reseptorii (PR), Ostrojen ile regiile edilen bir gendir ve ekspresyonu
ERa aktivitesine baglidir. PR, Ostrojen reseptdrii gibi bir steroid niikleer reseptordiir ve
hiicre adezyonu, hiicre biiylimesi, steroid ve yag asidi metabolizmas ile iliskili genlerin
ekspresyonunu diizenler. PR pozitif ve ERa-negatif timorler daha nadir goriiliir, tim
meme kanserlerinin %1-3’iinii olusturur. ERa-pozitif hastalarda, PR’nin negatif olmasi
tiimoriin daha proliferatif ve agresif oldugunu, daha zayif prognoza sahip oldugunu ve

tekrarlanabilir oldugunu gosterir (22).

HER2 diger adiyla ERBB2 epidermal biiylime reseptorii (EGFR) 4 {iiyeden
olusur (HER1/EGFR, HER2, HER3 ve HER4). HER2 hiicre membraninda lokalizedir
ve tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. HER2 aktivitesi EGFR ailesinin diger tiyeleri ile
dimer yapmas: ile aktiflesir, fosforilasyon ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonu
ile (mitojen-aktive protein kinazlar (MAPK), fosfoinositid 3 kinaz (PI3K)/Akt) hiicre

proliferasyonu, hiicre survivali, invazyon ve anjiogenezisi aktive ederler. HER2, meme



kanserlerinin yaklasik %15-20’sinde asir1 eksprese olur, HER2 pozitif kanserlerin
%30’unda ERa ekspresyonu vardir. HER2 overekpsresyonu meme kanserinin kot

prognozu ile iliskilidir (23).

Meme kanserinde bu biyomarkerlarin disinda prognoz agisindan hiicre
proliferasyonu i¢in Ki67 ekspresyonunun belirlenmesi tedavinin etkinligi agisindan
onemlidir. Siklin D1, siklin E, ER-B, sirkiile timdr hiicreleri, miisin-benzeri karsinoma

ile iligkili antijen ve kanser antijenleri de meme kanseri prognozunu yansitirlar.

Meme kanserinin klinik olarak siniflandirilmasinda ise 4 alt tipe ayrilmustir;
liiminal A, liiminal B, HER2-pozitif liiminal olmayan ve bazal 3’lii negatif (ER-, PR-,
HER2-). Bu dort alt tip proliferasyon, hormon reseptorii, insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2 (HER-2) pozitifligi, bazal ve epitel gen ekspresyonuna gore
birbirinden ayrilmaktadir. Bu alt tipler arasinda en iyi prognoz liiminal A’ dayken, en

kotl prognoz ise bazal-benzeri tiglii negatif meme kanserindedir (24, 25).

Perou ve ark. (26) insan meme tiimorlerini gen ekspresyon farkliliklarina goére
karakterize etmislerdir. Meme kanserinin molekiiler profiline gore; ER+/luminal-
benzeri, bazal-benzeri, HER2+ ve normal meme benzeri tiimérler. Luminal alt tip,
luminal A ve luminal B olarak ikiye ayrilir. Bu alttiplerin farkli klinik 6zelliklerine
bakildiginda; HER2+ ve bazal-kétii, luminal B-orta ve luminal A-en iyi Klinik duruma

sahiptir.

Son zamanlarda yeni bir molekiiler alt tip tanimlanmistir; distik-klaudin
(claudin-low) alt tipi. Bu alt tip siki baglantilar ve hiicre-hiicre adezyonuna (3,4,7
claudinler, okludin ve E-kaderin) katilan genlerin diisiik ekspresyonu ile iligkilidir.
Disiik-klaudin alt tipine sahip tiimorler tg¢li negatif tiimdrlerdir, fakat epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT) markerlar1 ve immiin cevap genleri acisindan zengindirler.
Bunlar kanser kok hiicre benzeri 6zellikler gosterirler. Klinik agidan bu tiimoérler bazal

ve luminal alttipler arasinda orta prognoza sahiptirler (27).



Tablo 2.1. Meme tiimorlerinin molekiiler smiflandirilmast ve immunohistokimya

belirtecleri arasindaki baglanti.

Luminal A Luminal B HER2+ Bazal-
benzeri/ii¢lii
negatif

ER + + - -
PR +/- +/- - -
HER2 - + + -
Ki67 diisiik orta yiiksek yiiksek

Tablo 2.2. Meme kanserinin 6nemli molekiiler alt tipleri (28).

Molekiiler Alt Tipler
Luminal A Luminal B Her2/neu Bazal benzeri
Bazal epitelyal
Luminal Luminal sitokeratinlerin ~ Her2/neu’nun g_enler ve bazfal
. ool e . . sitokeratinlerin
sitokeratinlerin (disik  (diisik MW) yiiksek diizeyde . .
Gen yiiksek seviyede
MW) ekspresyonu, ekspresyonu , hormon ekspresyonu,
ekspresyon o A e ekspresyonu, ER ve
: hormon reseptorleri ve  reseptorleri ve ilgili ER ve ilgili oo e
paterni R I : .o . ilgili genlerin diisiik
ilgili genlerin yiiksek genlerin orta-diigiik genlerin diisiik ekspresyonu
seviyede ekspresyonu  seviyede ekspresyonu ekspresyonu Her2/neunun diisiik
ekspresyonu
‘ Invaziv meme Invaziv meme
Invaziv meme lanserinin  lanserinin %15°1, lanserinin %15°1,
‘ %20’si, ER/PR negatif, ER/PR/HER2 neu
- Invaziv meme ER/PR pozitif, Her2/neu  Her2/neu pozitif, negatif (iigli
Klinik ve o e .. .. . .
biyolojik lanserinin A)SO s, ekspresyonu degisken, yuks_ek negatif), yiiksek
spellikler ER/PR pozitif, Luminal A’dan daha proliferasyon, proliferasyon, difiiz
Her2/neu negatif yiiksek proliferasyon difiiz TP53 TP53 mutasyonu,
Luminal A’dan daha mutasyonu, yiiksek BRCAL
yiiksek histolojik derece histolojik derece disfonksiyonu
ve nodal pozitiflik  (germline, sporadik)
Tubular carcinoma, Yiiksek dereceli
cribriform carcinoma,  Invaziv duktal Yiiksek dereceli invaziv duktal
Histolojik diisiik dereceli invaziv ~ karsinoma, invaziv duktal karsinoma,
iliski duktal karsinoma, NOS, karsinoma, NOS, Metaplastik
NOS, klasik lobular Mikropapiller karsinoma ~ NOS karsinoma,
karsinoma Medullar karsinoma
Luminal A kada_r i Endokrin tedavisine
olmayan endokrin
- s yada
. - tedavisine yanit Trastuzumab’a ,
Endokrin tedavisine - . Trastuzumab’a yanit
- (tamoksifen ve aromataz ~ yanit (Herceptin) .
Tedavi ve yanit, S L . yok, platinum grup
. inhibitorleri) Antrasiklinler ile .
prognoza Kemoterapiye Kemoteranive degisken kemoterapive kemoterapiye ve
yanit degisken cevap, pLye dcels Ply PARP

Iyi prognoz

cevap (Luminal A’dan
daha iyi)

Luminal A kadar iyi
olmayan prognoz

cevap, olumsuz
prognoz

inhibitorlerine
hassasiyet,
kotii prognoz

Meme kanseri tedavisi,

hastanin HER2 ve hormon reseptorleri durumuna

bakilarak ameliyat, radyoterapi ve onkojenik yolaklar1 hedefleyen (6rn. kiiglik molekiil



kinaz inhibitorleri ve monoklonal antikorlar) ilag¢ tedavileri ile yapilmaktadir. Tan1 ve
tedavideki ilerlemeler meme kanserinin erken evrede tedavisine olanak saglamaktadir.
Toplam sagkalim oranlarinda 6nemli gelismeler olmasina ragmen, niiks etmis ve
metastazli meme kanseri vakalarinin prognozunda etki daha azdir. Bu nedenle, 6zellikle
yayilmay1 durdurmaya yonelik ve ge¢ evre meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek,

yenilikgi tedavi yaklasimlarina ivedilikle ihtiyag vardir.

2.2. Tiimor Anjiogenezi

Anjiogenez siireci birgok fiziksel ve patolojik durumda 6nemli rol oynar. Solid
timdrler gevreye biiylime ve metastaz i¢in anjiogeneze ihtiya¢ duyarlar. Prevaskiiler
fazda tiimorler yaklasik 2-3 mm? diir ve yaklasik bir milyon hiicre igerirler. Bu boyutun
artmasi ile timor hiicrelerinin yasami ve biiylimesi i¢in ¢evreden pasif diflizyon ile
oksijen ve besinlerin alinmasi gereklidir (29). Timoér anjiogenezi, tiimore oksijen ve
besin destegi ve atiklarin uzaklagsmasini saglamak i¢in tiimdre giren kan damar aginin
proliferasyonu ile gelisir. Timorle-indiiklenen anjiogenez siiresince, endotelyal
hiicrelerin proliferasyonu, gogii, apoptozis, survival, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
adezyonu i¢in tiimor hiicreleri farkli intraseliiler sinyal molekiilii olarak anjiogenik ve

anti-anjiogenik faktorlerin salimini indiiklerler (30).

2.3. Anjiogenez Mekanizmasi

Anjiogenez, hiicreler, ¢oziinebilen faktorler ve ekstraseliller komponentler
arasindaki etkilesimler ile gelisen ¢ok basamakli kompleks bir siirectir. Anjiogenez
birbirini izleyen dort farkli basamakta gergeklesir; 1) nitrik okside cevap olarak
vazodilatasyon olur ve var olan damarlarin permeabilitesi artar, proteazlar ile var olan
damarlarin bazal membranin degredasyonu olur, 2) interstisyel araliga endotelyal
hiicrelerin go¢ii ve sprouting gelisir, 3) go¢ tarafinda endotelyal hiicrelerin
proliferasyonu gergeklesir ve 4) limen olusumu, olgun damar aginin olusumu igin
vaskiiler diiz kas hiicreleri ve perisitlerin hareketi olur, perisitin katildig1 yeni bazal

membranin olusumu, anastomozlarin olusumu ve sonugta kan akis1 gergeklesir (29, 31).

Mikrodamarlanmada anjiogenik cevap, endotelyal hiicreler, perisitler ve gevre
ekstraseliiler matriks arasindaki hiicresel adesif etkilesimlerdeki degisiklikler ile
iligkilidir. Aktif neovaskiilarizasyon siirecinde aktive olan endotelyal hiicreler hiicre

iskeletini yeniden organize ederler, integrinler ve selektinler gibi hiicre yiizey adezyon



molekiillerini eksprese ederler, proteolitik enzimleri sekrete ederler ve bitisik ECM
yeniden modellenir. Bu olaylar ile kapiller tomurcuklar olusur. Otokrin ve parakrin
anjiogenik faktorler endotel hiicre gocii, proliferasyonu, uzamasi, oryantasyonu ve
farklilasmasini1 saglayarak bazal membranin yeniden yapilanmasina, liimen olusumuna
ve yeni ya da Onceden var olan damarlar ile anastomozlari indiikleyerek, yeni

mikrodamarlarin olusumuna yol agarlar (29).

2.4. Kanserin Anjiogenik Doniisiimii

Anjiogenik fenotipe doniisiim, malign tiimoriin gelisimine yardimei olur. Timor
hiicreleri, anjiogenez i¢in bir ya da daha fazla pozitif regiilatorii agir1 eksprese ederler,
ECM’den anjiogenik proteinler hareket ederler ve makrofajlar gibi (kendi anjiogenik
proteinlerini iireten) konak hiicreleri ¢ekebilirler. Tiimoér anjiogenezine endotelyal
hiicrelerde eksprese olan yiizey reseptorleri ile etkilesen tiimor tarafindan sekrete edilen
anjiogenik biiylime faktorleri aracilik ederler. Anjiogenik biiyiime faktorleri arasinda
baslica Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve Fibroblast Biiylime Faktorii
(FGF)’niin ekspresyonunda onemli artig goriiliir. Bu biiyiime faktorleri, endotelyal
hiicre membranindaki tirozin kinaz reseptorlerine baglanirlar. Reseptorlerin
dimerizasyonuna yol acan baglanma ve reseptdor yiizeyinde tirozinlerin
otofosforilasyonunun aktivasyonu sinyal iletimini (P13-kinaz, Src, Grb2/m-SOS-1, Ras
icin niikleotid degisim faktorii) baslatir. Reseptdr tirozin kinazlardaki fosfotirozinlere bu
proteinlerin SH-2 bolgelerinin baglanmas: hiicre siklus mekanizmasini baglatmak igin
onemli olan birkag yolu aktive eder. GTP-baglanma proteini Ras ve MAPK kaskadini
ve daha sonra nukleusta transkripsiyon faktorlerini aktive eder (29, 32).

Anjiogenik faktoriin upregiilasyonu tiimor hiicresinin anjiogenik doniisiimii i¢in
yeterli degildir, ayn1 zamanda damar biiylimesi inhibitorleri ya da negatif regiilatrleri
down-regiile olur. Yani anjiogenik fenotipe doniisiim mikrodamar biiylimesinin pozitif
ve negatif regiilatorleri arasindaki lokal dengenin degisimi ile diizenlenir. Anjiogenik
dengede degisim, pro-anjiogenik biliyiime faktorleri (VEGF, FGF) ve anjiogenezis
inhibitorleri (TSP-1) arasinda olur. Sonugta anjiogenik degisim baslar ve bunu
anjiogenezin ilerlemesi izler. Eger lokal alanda anjiogenik faktorler fazla ise,
neovaskiilarite kapillerler olarak devam eder ya da olgun veniiller ya da arteriollere
farklilasir. Eger anjiostatik faktorler fazla ise yeni olusan damarlar geriler. Gerilemeye

neden olan anjiostatik faktorler, ya endotelyal hiicrelerin apoptozisini indiiklerler ya da



hiicre siklusunu durdururlar. Normal dokularda anjiogenez inhibitorleri fazladir, bu

nedenle endotelyal hiicreler fizyolojik durumda sessiz kalirlar. (32, 33).

2.5. Anjiogenez Bagimh Metastaz

Kanserle iligkili 6liimlerin primer nedeni, tiimoriin uzak organlara metastazidir.
Ilerleyen metastatik kanserler cogunlukla tedavi edilemez ve mevcut tedaviler sinirl
oranda yagsam siiresini uzatir. Birgok tiimor tipinde, tiimdr hiicrelerinin farkli
lokasyonlara yayilmasi ve organlarda kolonizasyonu arasinda uzun bir lag fazi vardir,
klinik olarak goriilen metastazlarin olusumu aylar siirebilir. Bu uzun siireli sessizlik,
yayilan tiimdr hiicrelerinin yeni lokal ¢evreden gelen biiyiimeyi inhibe edici sinyallerin
iistesinden gelmek ic¢indir. Primer bolgede tiimdr biliylimesinde mikrogevrenin rolii
calisilmistir, bununla birlikte metastatik organdaki stromal hiicreler ve yayilan kanser
hiicreleri arasindaki molekiiler etkilesimler ve metastatik ¢evrenin roliiniin

aydinlatilmaya ihtiyaci vardir. (30, 34).

Endotelyal hiicreler tarafindan sekrete edilen trombospondin protein-1 (TSP-1)
timor hiicresinin biiyiimesini baskilar. Bu biiyiimeyi baskilayici ¢evre yalnizca stabil
mikrovaskiiler endotelyumda bulunur. Yeni olusan damarlarin disar1 dogru uzayan ug
kisimlari ise tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu hizlandiran etkiye sahiptir. Bu uzanan
uglarda periostin, tenascin-C, fibronektin ve timér biiyiime faktor-betal(TGF-f1)
proteinlerinin ekspresyon artigi olur ve bunlar metastatik nisin olusumuna katilirlar.
Sessiz tiimorler metabolik olarak aktiftir, sessiz durum anjiogenik inhibitorler ve
stimiilatorler arasindaki dengenin bozulup angiogenezin stimiile olmasina kadar devam
eder. Bununla birlikte bir sessiz tiimor hiicresinin anjiogenezi nasil indiikledigi agik
degildir. Bu durumda tek olarak bulunan sessiz ayrilmis tiimor hiicreleri (dormant
disseminated tumor cells, DTC) pro-anjiogenik sinyaller iretebilir mi sorusu akla
gelmektedir (34).

10



Stabil damar  Anjiogenezis Metastatik damar
Sessiz DTC p— /

Oksidatif stres & ]
Inflamasyon Prolifere olan DTC

Yara iyilegmesi ¥
Faniey Periostin

TenascimC
E Fibronectin
A1

Endotelyal hticre

Sekil 2.1. Sessiz tiimor hiicrelerinden (dormant tumor cells, DTC) kaynaklanan tiimor

hiicresinin anjiogenezisi tesvik etmesi (34).

2.6. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorleri (VEGF)

Kanser hiicrelerinde onkogenlerin aktivasyonu ve timor baskilayict genlerin
mutasyonu VEGF’nin upregiilasyonuna neden olur. VEGF parakrin sinyal aracilifiyla
endotelyal hiicreleri aktive eder, endotelyal hiicre go¢ii ve proliferasyonunu stimiile
eder. Ayrica vaskiiler permeabiliteyi de artirir (35). VEGF ailesi VEGF-A, -B, -C, -D, -
E faktorleri ve plasenta biiylime faktoriinden (PIGF) olusur. En iyi karakterize edilen
iiye VEGF-A’dir. VEGF-A, hipoksi ile indiiklenen, tiimor hiicreleri tarafindan sekrete
edilen ve hem normal hem de tiimorle-iliskili anjiogenezde 6nemli rol oynayan bir
biiyiime faktoriidiir. VEGF-A’nin biyolojik etkisi hiicre yilizey reseptorleri ile
etkilesimiyle ortaya c¢ikar; VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/flk-1) vaskiiler
endotelyumda, VEGFR-3 lenfatiklerde lokalizedir ve anjiogenez siiresince upregiile
olurlar. VEGFR-1, vaskiiler dallanma ve metastaza katkida bulunmasina ragmen
anjiogenezi negatif olarak regiile edebildiginden kompleks bir role sahiptir. VEGF-A
IVEGFR-2 etkilesimi, progenitor endotelyal hiicrelerin farklilagmasi, endotelyal hiicre
proliferasyonu ve gogii araciligiyla anjiogenezde 6nemli rol oynar. Insan VEGF-A geni
6921.3 de haritalanmigtir. VEGF-A heparine baglanan bir glikoprotein olup en az 6
molekiiler izoformdan olusur (121, 145, 165, 183, 189 ve 206 amino asid). Bu
izoformlar mRNA’nin alternatif splaysi ile olusur (36). VEGF-B anjiogenik bir faktor
olmasindan ¢ok vaskiiler devamlilik i¢in gereklidir ve kalp, iskelet kasi ve diiz kasta
eksprese olur. VEGF-B, VEGF-A ile heterodimer olusturur ve VEGF-A’nin normal
fizyolojik etkilerini diizenleyebilir.
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Sekil 2.2. VEGF ekspresyonu ve isoformlari (37).

2.7. VEGF Yolag:

VEGF, vyiksek affinite ile reseptorlerine baglanarak inositoliin hidrolizi
araciligiyla ikinci habercilerin olusumuna katkida bulunur. Bdylece heparin-benzeri
molekiillerin varhiginda reseptorlerin otofosforilasyonunu indiikler. Fosfotidilinositol,
metabolik sinyal transdiiksiyon yolunu ve endotelyal hiicrelerde MAP kinazlart aktive
eder. Bu nedenle VEGF, endotelyal hiicre proliferasyonuna katkida bulunarak mitojenik
etkiyi ortaya ¢ikarir. VEGF sinyallerinde {i¢ anahtar yol rol oynar; Raf-MEK (mitojen-
aktive ya da ekstraseliiler sinyal-regiile protein kinaz)-MAPK (mitojen-aktive olan
protein kinaz) yolu, PI3K (fosfotidilinositol 3-kinaz)-Akt yolu ve Src-FAK (fokal
adezyon kinaz) yolu (38).

Ayrica VEGF, integrin (alBl, a2Bl ve avp3- integrinler) ekspresyonunu
indiikleyerek de anjiogenik etki gosterebilir. Hiicre gocii, proliferasyonu ve matriksin
yeniden organizasyonuna katkida bulunabilir. Bu nedenle bu integrinlerin antagonistleri

kanser ile iligkili VEGF ile olusan anjiogenezi inhibe edebilir.

VEGF, endotelyal hiicreler i¢in ¢ok spesifik bir mitojendir, yeni olusan ve

olgunlasmamis kan damarlar i¢in gerekli bir faktordiir. Birka¢ endotelyal faktor
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(VEGF, angiopoetin-1 ve avp3) p53, p21, pl6, p27 ve proapoptotik protein Bax’1
baskilar, fakat PI3K/Akt, p42/44 MAP kinazlar, bcl-2, A1 ve survivin yolaklarini ise
aktive ederler. Ayrica ras-bagimli sinyal yolaklar1 da VEGF sinyali a¢isindan 6nemli rol
oynarlar (29).

VEGF, ekstraseliiler matriksin (ECM) proteolizis dengeleyici sistemini
degistirerek anjiogenez i¢in gerekli ECM komponentlerini yeniden modelleyebilir.
VEGF, urokinaz-benzeri plasminojen aktivatorii (uPA), doku tip plasminojen aktivatorii
(tPA) ve plasminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), proteolitik enzimler, doku faktorleri
ve interstisyel kollajenazin endotelyal hiicrelerde sentezini uyarir. Plazminojen
aktivatorleri plazminojenin plazmine doniisiimiinii aktive ederler. Bdylece ECM
komponentleri yikilabilir. Bazal membranin yeniden modellenmesine ek olarak, uPA,
urokinaz-benzeri plasminojen aktivatorii reseptoriine (uPAR) baglanir ve endotelyal
hiicrelerde intraseliiler sinyal transdiiksiyonuna aracilik eder. Endotelyal hiicrelerde
UPAR, fokal adezyon proteinlerinin fosforilasyonuna yol acar ve uPA’nin endotelyal

hiicre gogti ve proliferasyonunu etkilemesi MAPK aktivasyonu ile sonuglanir (29).

2.8. Anti-Anjiogenik Tedavi

Tiimdriin primer bdlgeden uzak organlara dogru yayilmasinda rol alan tiimor
mikrometastazlarinin doniisiimii anjiogenez bagimlidir. Anti-anjiogenik tedavi invaziv
tiimor hiicrelerinin yayilmasini engelleyemezse bile, duragan mikrometastazlarin hizl
bliyliyen anjiogenik makrometastazlara gecisini Onlemek ig¢in giiclii bir strateji
saglayacaktir (30). Bu durum bazi kanserler i¢in ¢ok oOnemlidir, 6rnegin meme
kanserinde bitisik dokulardan tiimor hiicrelerinin ayrilmasi ve uzak bolgelere gitmesi,
timor olusum siirecinde ¢ok erken sathada gelisen bir olaydir. Solid tiimdrlerde anti-
angiogenik tedavi ile duragan/sessiz mikrometastazlarin anjiogenik doniisiimiiniin
onlenmesi, lokal olarak ilerleyen kanserlerde adjuvan bir etki olusturur. Bununla birlikte
timor hiicrelerinin uzak organlarda farklt mikro gevrelere erken yayilmasi, primer ve
metastatik tiimorlerin muhtemelen paralel gelistigini de gosterebilir. Bu durum anti-
anjiogenik tedavi agisindan 6nemlidir. Farkli metastatik bolge tiimorleri arasinda ya da
primer ve metastatik tlimorlerin anjiogenik profilleri arasinda farkliliklar vardir.
Sonugta bu gibi farkliliklar primer tlimoriin anjiogenik profilini hedefleyen anti-

anjiogenik tedaviden metastatik timdrlerin kagisini agiklayabilir (30, 39).
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Sekil 2.3 Tedavi i¢in onay alan anti-anjiogenik ilaglarin baslica molekiiler hedefleri (6).

Anti-anjiogenik yaklagimlar, birgok solid tiimoriin tedavisinde kullanilan
standard tedavilerden biridir. VEGF ve reseptorlerinin  hedeflenerek tiimor
anjiogenezinin bloklanmasi igin klinikte kullanilan 10’dan fazla onaylanmis ilag

bulunmaktadir.

Anti-anjiogenik tedavi i¢in 2003’de FDA’den onay alan bevacizumab, VEGF-
A’ya hedeflenen ve metastatik kolon kanserli hastalarda kullanilan ilk monoklonal
antikor ilacidir. Daha sonra bevacizumab kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanserinde
(NSCLC) ve ilerlemis servikal kanserde hayatta kalisin uzamasi amaciyla
kemoterapotik ilaglar ile kombine olarak da kullanilmaktadir. FDA’den 2014 yilinda
onay alan VEGFR-2’ye hedeflenen ramucirumab, VEGF ligandinin baglanmasini

bloklayan solid tiimérlerin tedavisinde kullanilan bir monoklonal antikordur (40).

Sorafenib, VEGFR’iinii hedefleyen multi-tirozin kinaz inhibitoriidir, ilerlemis
renal kanserlerde kullanimi i¢in 2005°de FDA’den onay almistir. Diger anti-anjiogenik

ilaglarin timii VEGF reseptorlerini hedeflemektedir; sunitinib, pazopanib, vandetanib,
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axitinib, regorafenib, cabozantinib ve lenvatinib farkli kanserlerin tedavilerinde FDA’

den onay almistir (41).

FDA’den onay alan rekombinant fiizyon proteini olan aflibercept VEGF-A,
VEGF-B ve plasental biiyiime faktoriinii (PGF) hedefleyen bir ilactir. Insan VEGFR-1
ve 2’nin ekstraseliiler domainleri IgG1’in Fc kismi ile kaynasan bir dimerik
glikoproteindir. VEGF Trap gibi etki gosterir. Ziv-Aflibercept ise kolorektal

karsinomada kullanilmaktadir (42).

Pegaptanib, VEGF’ye yiiksek affinite ile baglanan PEG’lenmis ilk aptamer ilaci
olup 2004’de FDA’den onay almistir. VEGF-165’c¢ spesifik tek iplikli RNA

aptameridir, yasla iligkili makular dejenerasyon hastaliginin tedavisinde kullanilir (43).

Dr. John Hunter
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gorintiilenmigtir  kesfedilmistir
Sekil 2.4. Anjiogenez ve onay alan anti-anjiogenik ilaglarin zaman ¢izelgesi (43).

Bu sekilde onkojenik ya da anjiogenik yollar1 hedefleyen ajanlar ile ilerlemis
tiimorlii hastalar tedavi edilmektedir. Bununla birlikte bu tedavilerin medikal basarisi
sinirlidir, hastanin yasam stiresini bazi tiimorlerde birka¢ ay/yil uzatmaktadir. Ciinkii
tedavinin baglamasindan sonra ila¢ direnci gelismektedir. Diger yandan, VEGF ve
reseptorlerinin inhibisyonu ile timoérde olgulasmamis kan damarlarinin olusumu secici
olarak bloke edilmektedir, fakat geride olgun ve fonksiyonel damarlar kalmaktadir (43).
Preklinik ¢alismalar, anti-anjiogenik tedavinin devamli olarak siirdiiriilmesinin diisiik
timor damar yogunlugunu korudugunu ve timor bilyliimesini azalttigini, fakat timor

tedavisinin durdurulmasi ile bu etkilerin hizlica geriledigini gostermistir (44).
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2.9. RNA Engellemesi (RNA Interferans, RNAI)

RNAI, sekansa spesifik gen susturulmasinda etkili olan postranskripsiyonel gen
reglilasyonu islemidir. Regiilator RNA molekiilleri olan kiigiik engelleyici (small
interfering) RNA’lar (SiRNAS) ve kisa sag¢ tokasi (short hairpin) RNA’lar (ShRNAS)
memeli hiicrelerinde hedef mRNA’nin spesifik degredasyonunu saglarlar. RNAI
yolaginda cift iplikli RNA (dsRNA, yaklasik 100 nt) endoriboniikleaz Dicer ya da RNaz
tip Il enzim ile siRNA olarak adlandirilan 21-23 niikleotidlik ¢ift zincirli RNA’lara
kesilir. Kesilen siRNA lar 5’ ucunda fosfat ve 3’ ucunda 2 niikleotidlik uzantilar
icerirler. siRNA’lar endojen RNA-indiiklenen susturma kompleksi (RNA induced
silencing complex, RISC) ile birlesirler. siRNA’nin iki ipliginden biri rehber (antisens)
digeri pessenger (sense) ipliktir. SIRNA dupleksi RNA helikaz aktivitesi ile agilir.
Antisens iplik RISC’e baglanirken, diger iplik degrede olur. Aktive olmus RISC yapisi
komplementer mRNA’nin sekansa spesifik degredasyonu igin baz eslesmesi ile hedef
mRNA’ya baglanir. mRNA fragmentleri Argonat (Ago) proteinleri ile kesilir, RISC’den
salinir ve endojen niikleazlar ile degrede olur. mRNA degredasyonundan sonra RISC
rejenere olur ve diger bir RNAI yolagina katilir. Sonugta RNAI siireci spesifik mMRNA

seviyesini azaltir ve hedef gen ekspresyonunu susturur (10, 45).

siRNA’larin spesifik gen susturma etkisi, hedef tanimlama ve validasyonda
ayrica ilag kesfi ve gelistirilmesinde kullanilir. siRNA’lar kanser tedavisinde iimit verici
yeni ila¢ adaylaridir. Kanserde asir1 eksprese olan genlerin siRNA kullanilarak
susturulmas1 onemli bir terapdtik yaklasimdir. siRNA ile tedavinin avantajlari; 1)
sekansa spesifik gen tedavisi saglar ve ilaci bulunmayan birgok gene hedeflenebilir ve
gen susturmasi saglayabilir, 2) siRNA’lar giivenli terapotiklerdir, 3) siRNA’lar oldukca
etkin molekiiller olup yiiksek diizeyde gen susturma aktiviteleri vardir, 4) herhangi bir

hastalik i¢in hedef gene yonelik olarak kolaylikla dizayn edilebilirler (10).

siRNA temelli ilaglarin, kiiciik molekiiller ve protein temelli ilaclar ile
karsilastirilmas1 Tablo 2.3’de verilmistir (46). siRNA’lar ile kiigiik ilag molekiilleri ve
yalnizca belli bir smifa hedeflenen protein ilaglarimin kullanimi ile ilgili sorunlarin
iistesinden gelinebilir. Monoklonal antikorlar oldukga spesifiktir, bununla birlikte
yalnizca hiicre yiizey reseptorlerine ve sirkiile proteinlere hedeflenebilir. Aksine

siRNA’lar tim genlere hedeflenebilir ve mRNA transkriptlerinin ifadesini
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baskilayabilirler. Ciinkii bir¢ok hastalik istenmeyen ya da mutasyona ugrayan genlerin

ya da normal genlerin asir1 ekspresyonundan kaynaklanir (46).

Tablo 2.3. Kiigiik molekiiller, protein temelli ilaglar (monoklonal antikorlar dahil) ve

siRNA temelli ilaglarin karsilastirilmasi (46).

Ozellikler Kiiciik Molekiiller Protein-temelli SiIRNA temelli
ilaclar ilaclar
. Hedeflerin aktivasyonu ya da Hec_ieflerm Hedeflerin
Faaliyet yapis1 . . . aktivasyonuyada . ..
inhibisyonu N inhibisyonu
inhibisyonu
i sunlukl
H,?def .p rotein Ekstraseliiler ve intraseliiler Gogunlu . e Herhangi bir bolge
bolgesi ekstraseliiler
Degisken (baglanma
Secicilik ve bolgesine, ligand Oldukga spesifik ve  Oldukea spesifik ve
potenslik spesifitesine affinitesi ve potent potent
etkiligine bagli)
Optimizasyon  Yavas Yavas Hizli
Uretim Kolay Zor Kolay
Stabilite Stabil Stabil degil Stabil degil
Tasima Kolay Zor Zor

Giinlimiizde hedef genlerin ekspresyonunu baskilamak i¢in memeli hiicrelerine
siRNA’nin verilmesinde 2 temel strateji uygulanmaktadir. Hiicrede RNAI siireci, RNA
temelli (sentetik/efektor siRNA’lar, 21 bp dupleks) ya da DNA temelli yaklagimlar
(vektor-temelli siRNA yada kisa hairpin RNA’lar, shRNA) ile baslatilir. RNAi, kii¢iik
RNA dupleksleri olan siRNA’lar, shRNA’lar, Dicer substrat RNA’lar (dsiRNAs) ve
mikroRNA (miRNA) mimiklerinin verilmesi ya da hiicreye taginmasi ile calisir (47,

48).

RNA temelli yaklasimda siRNA’lar, in vitro kimyasal sentez, in vitro
transkripsiyon ya da Dicer gibi RNaz Ill-benzeri endoniikleazlar ile uzun dsRNA’larin
kesilmesi ile hazirlanirlar. siRNA’lar ve miRNA’lar kisa oligoniikleotidler seklinde
hiicreye verildikten sonra sitoplazmada RISC kompleksi ile birlesirler ve RNAi
mekanizmasini baglatirlar. miRNA’lar hedef sekanslara %100 komplementer degildir,
fakat siRNA’lar tam komplementerlik gosterir. Bu farklilik susturma sonucunu etkiler;
miRNA’lar translasyonel baskilamayi indiiklerken, siRNA’lar mRNA’larin Argonat2-

aracili degredasyonunu indiiklerler (49).
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DNA temelli yaklasimda siRNA ekspresyon vektorleri kullanilir. siRNA
ekspresyon vektorleri primer olarak plazmidler ya da viral vektorler olarak
diizenlenirler. Tipik bir siRNA ekspresyon vektorii, fonksiyonel ekspresyon {initesi
(SIRNA ekspresyon kaseti) igerir. siRNA ekspresyon kaseti igerisinde U6 promotor
(transkript splicing’e katilan U6snRNA i¢in promotor) ve HI promotoru (RNaz P nin
bir komponenti olan H1 RNA i¢in promotor) gibi bir Pol 1ll promotoru gereklidir.
Ayrica iki dzgiin restriksiyon bolgesi, eklenecek geni hedefleyen shRNA’y1 kodlayan
DNA sekansinin vektore klonlanmasi i¢in promotorun devaminda olusturulur. Pol III
icin transkripsiyon durdurma sinyali (TTTTT) eklenen DNA sekansinin (insert) 3’
ucuna dahil edilir. Hedef DNA sekansini iceren vektorler memeli hiicrelerine verildigi
zaman shRNA eksprese ederler (11). shRNA’lar stem loop (sa¢ tokasi seklinde)
RNA’lardir. Eksprese edilen uzun RNA hairpin transkriptleri intraseliiler siire¢ igin
sitoplazmaya gegtikten sonra Dicer ile kesilip siRNA’lar olusturulur (50). Sekil 2.5’de
siRNA ve shRNA’larin hiicre i¢indeki siiregleri verilmistir.

Eklenen plazmid
—_— (polli NUKLEUS
g‘l’r""‘ "t’“:’b P:’Y‘f“:ff”-’
«™\ AAALAALASN NSNS ASALNN
@mn“' v, N\
@) I NI ) —— D
— pri-miRNA - s shRNA SITOPLAZMA
Exportin 5
SHRNA l Eklenen eksojen dsRNA
D) Ol ——
Dicer ile kesim l
LTI ey
RISC’e yiikleme l
Ekl_enen eksojen siRNA TREP AGO Eklenen mimik miRNA
— [T — — [T *~——
Hedefe yiiklenme
11l LIl AAAMAAA AMARAAA
Hedef mRNA kesimi Transkripsiyonel susturma
LLLLRLILIDILL LIRLLIIitill aANAAAA

Sekil 2.5. RNAi mekanizmasinda vektor temelli shRNA’lar ve siRNA’larin prosesi (50).

Vektor temelli siRNA ekspresyon sistemlerinin avantajlari; 1) hem kalici
(stabil), hem de gecici ekspresyon basarilabilir ve boylece siRNA aracili gen inhibisyon
stiresi uzar, 2) DNA yapisinda olduklarindan daha stabildirler, 3) Promotor/enhancer
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secimi, loop yapisi, ipligin uzunlugu ve restriksiyon bdolgelerinin oryantasyonu gibi

vektor modifikasyonlari yapilabilir (10).

Sentetik siRNA’larin avantajlari; 1) fazla miktarda kolayca sentezlenebilir, 2)
stabilitelerini artirmak igin modifiye edilebilir, 3) potent gen susturma etkisine sahiptir.
Dezavantajlar;; siRNA molekiillerinin susturma etkisi ge¢icidir, ¢ilinkii hiicre
bolinmeleri ile hiicresel siRNA konsantrasyonu dereceli olarak azalir ve bazen bu
durum etkin olmayan gen susturmasina yol agar. Gegici ekspresyonlari nedeniyle sik ve
tekrarlayan verilmeleri gereklidir ve tekrarlayan tedaviler nedeniyle masraflidir ve

toksisite problemi olusur (10, 49).

2.10. Kisa Sa¢ Tokas1 RNA’lar (Short Hairpin RNA’lar, ShRNA)

Onciil shRNA’lar (pre-shRNAs) sa¢ tokasi benzeri halka yapisinda olup
nukleusta sentezlenir ve exportin-5 yardimiyla nukleus zarinda bulunan niikleer por
komplekslerinden (NPC) gecerek sitoplazmaya girerler. Sitoplazma da Dicer enzimi ile
kesilerek 3’ ucunda 2 niikleotidlik uzantiya sahip ¢ift iplikli siRNA yapist olusur ve bu
siRNA’lar RISC aktivitesine katilirlar (47).

ShRNA sistemleri ekspresyonlarini siirdiirmede kullanilan RNA polimerazlar (Il
ve III) ile kategorize edilebilir; sinif I (RNA pol III) ve sinif I (RNA pol II) hairpinler.
Daha popiiler bir strateji olarak sunulan Sinif I hairpinler ya da basit hairpinler 19-29
bp’lik dsRNA igerirler ve ekspresyonlart RNA polimeraz 11l promotorlart ile siirdiiriiliir
(insan ya da fare U6-snRNA ya da insan RNazP (H1) RNA promotorlari). Halka yapisi
4-9 niikleotidden olusan, exportin-5 ile sShARNA’nin NPC’den niikleer ¢ikist ve Dicer’in
PAZ domaini ile etkilesereck RNAi yolagina gegisi igin kritiktir. Pol III sistemleri gegici
ya da devamli ekspresyon icin kullanilir. Cogu pol III temelli promotorlar oldukca
gicliiddir ve uzun donemli susturma saglarlar. Pol III ile siirdiiriilen shRNA
ekspresyonunun dezavantaji ise, pol III transkripsiyonunun doku spesifitesinden yoksun
olmasidir. Bu problem kismen loxP rekombinasyonuyla aktive olan pol III kullanilarak
¢oziiliir. Fonksiyonel ve c¢ok yonliidiir, ¢linkii hedef transgen farkli dokularda Cre
rekombinaz eksprese edenler ile kombine edilebilir. Bununla birlikte loxP stratejisi
bazen daha komplikedir, ¢iinkii iki transgen ve rekombinasyon taramasi gereklidir. Sinif
I hairpinler klasik miRNA’ya benzer, prosese ugramazlar. Sinif Il hairpinler ise miRNA

onciillerinden modellenirler (51).
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Ikinci ShRNA ekspresyon stratejisi olan smif II hairpinlerde, sCRNA’lar endojen
miRNA’lardan sekillenir, RNA pol II promotorlarindan eksprese edilir. Bu miRNA-
temelli shRNA’lar Drosha enzimi araciligi ile yolaga girerler. miRNA-temelli bu
shRNA’larin basit hairpinlere gore birkag¢ avantaji vardir. ilk olarak ShRNA ekspresyon
platformu genistir, Pol II ekspresyon sistemlerinden eksprese edilebilir (6rn; tet-regiile
olabilen ya da doku-spesifik promotorlar). ikincisi 22 nt sekans, Drosha ve Dicer
prosesi araciligiyla RISC’e inkorpore olur. Bu ozellik etkin hedef sekanslari tahmin

eden algoritmalar kullanilarak dizaynedilebilir (47, 51).

Eksprese edilen shRNA’larin yani sira, kimyasal olarak ve in vitro sentezlenen
shRNA’lar da oldukga etkindir. Kimyasal sentezlenen shRNA’lar 25-29 nt dsRNA ve 2
nt 3’¢cikint1 igerirler, 6zellikle ayn1 hedef sekansi iceren siRNA lardan daha etkindirler,
¢iinkii bunlar direkt RISC inkorporasyonundan ziyade Dicer siireci ile RNAi yolagini
baslatirlar (52).

Ekspresyonun diizenlenmesi igin bir yontem de indiiklenebilir sistemlerin
kullanilmasidir. Bu sistemler sistemler indiikleyiciler (inducerlar) ile siki kontrol
altindadir ve transkripsiyon doz-bagimli ve reversibl regiilasyon ile kontrol edilir.
Indiiklenebilir Pol III-temelli sistemler ya tetrasiklin ya da ekdison cevabi igin
diizenlenir. Doksisiklin gibi tetrasiklin analoglari in vivo ¢alismalarda kullanilmaktadir.

Ekdisonun kullanimi ise hiicre kiiltiirii ¢alismalari ile sinirhidir (51).

siRNA’lar, shRNA’lar ve gegici olarak transfekte edilen shRNA vektorlerinin
baslica sinirlamasi ise memeli hiicrelerinde stabil ya da indiiklenebilir gen susturma
yeteneklerinin olmamasidir. Memeli hiicre sistemlerinde RNAi yolaginin baslaticilari
olan uzun dsRNA, siRNA ya da shRNA’larin gegici transfeksiyonu, 2-7 giin siiren
gegici etki ile sonuglanir. Bu durumda siRNA’larin yarilanma 6mrii, hiicre boliinmesi ve

RISC kompleksinin geri doniisiimii 6nemlidir (51, 53).

2.11. Coklu RNA Kkasetleri

RNAi1 yolaginin siRNA’lar ve shRNA’lar ile aktive edilerek yapilan gen
susturmasi ¢alismalar1 hastaliklarin tedavisinde iimit vericidir. Bununla birlikte, tek bir
ShRNA eksprese eden sekans iceren vektorler ile elde edilen susturma etkinligi
diistiktiir. shRNA kullanilarak susturma etkinligini artirmak igin, birden fazla ShRNA-

eksprese eden sekanslar tek bir plazmid vektore verilmektedir. Konvansiyonel tek
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shRNA ekspresyon vektorii ile karsilastirildiginda, ¢oklu shRNA ekspresyon vektorleri
ile elde edilen stabil klonlar ile daha etkin bir susturma saglanmaktadir (54).

Bu vektorler ayni anda birka¢g gene ya da bir genin farkli mRNA’larina
hedeflenebilir. Bazi mRNA’larin etkin olarak susturulmasi zordur, birkag shRNA
vektorii susturma etkinligini artirmak igin tek bir mRNA igerisinde bulunan birgok
bolgeyi hedeflemede kullanilabilir. Boylece bu shRNA vektorleri birgok organizmada
bir gen icerisindeki birgok bolgeyi ya da bir¢cok geni hedeflemek igin kullanilmaktadir.
Xu ve ark. (13) ¢coklu shRNA kasetlerinin tekrarlayan insersiyonunu kolaylastirmak igin
Ozel bir vektor dizayn etmislerdir. Ayrica farkli promotorlu (H1 ya da 7SK) diger
vektorleri modifiye etmek i¢in kendi yontemlerini kullanmiglardir. Farkli promotorlu
¢oklu kasetlerin etkin kombinasyonu, birbiri ile uyumlu farkli vektorlerden promotor-
shRNA kasetlerinin restriksiyon enzim bdlgelerinin yapilmasi ile basarilabilir. Coklu
shRNA’lar ekspresyon kasetleri (1 kaset=promotor, shRNA ve terminator) ile tek bir
ekspresyon vektoriinde kombine edilebilir. Buna alternatif olarak, bircok shRNA
domainleri tek bir transkriptte kombine edilebilir (55).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Alet ve Cihazlar

Tablo 3.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Cihazin Ad1 Marka
Agaroz DNA Elektroforezi  Biorad

Sogutmali Santrifiij Sigma
Mikrosantrifiij Sigma

Jel Goriintiileme Sistemi Biorad
Etiiv Thermo
Su Banyosu Niive
\orteks IKA
Manyetik karistirict IKA
Laminar flow kabin Thermo
Invert mikroskop Olympus
Karbondioksitli inkiibator Sanyo
Spektrofotometre Perkin Elmer
-80°C derin dondurucu Haier
Otoklav Hirayama
Saf su cihazi Millipore
Buz makinasi Niive

3.1.2. Enzimler

Tablo 3.2. Calismada kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyon
Bpil (Bbs I) Thermo Scientific 1 pg/l ul

Hind 111 Thermo Scientific 1 pg/1 pl

Sda Thermo Scientific 1 pg/1 pl
Acc65lI Thermo Scientific 1 pg/1 pl

T4 DNA ligaz Thermo Scientific 5U/ pl
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3.1.3. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Tablo 3.3. Calismada kullanilan madde, malzeme ve kitler

Kimyasal Malzeme ve Kitler Firma

Kimyasal madde ve malzemeler Sigma, Fluka, Thermo,
Plazmid DNA izolasyon Kiti Thermo Scientific
Hizli DNA ligation kiti Thermo Scientific

Gel Ekstraksiyon kit Thermo Scientific

1 kb DNA ladder Thermo Scientific
ADNA Hind 1 marker Thermo Scientific
psiRNA-DUO-GFPzeo Invivogen
ChemiComp E.coli GT115 bakteri Invivogen

Fast-Media Zeo Agar X-Gal ve X-Gluc Invivogen

3.1.4. Besiyerleri ve Cozeltiler

Luria Bertani (LB)
10 g toz LB besiyeri bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 500 mL’ye

o

tamamlandi. 121 C’ de ve 1 atm basin¢g altinda 20 dakika otoklavda

steril edildi.

Luria Bertani Agar (LBA)
Yukarida formiilii verilen sivi LB besiyerine % 1.5 (a/h) oraninda agar eklenerek
hazirland1 ve 1 atmosfer basingta, 121°C’da 20 dakika otoklavda tutularak sterilize

edildi. Gerekli kosullarda besiyerlerine 25 pg/mL final konsantrasyonda zeocin eklendi.

Fast Media Zeo Agar
Toz halindeki TB besiyeri steril bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 200

mililitreye tamamlandi. igerisinde Zeocin bulundugu i¢in mikrodalga firinda ¢6ziindiiriildii.

5XTris-Borik Asit-EDTA (TBE) Cozeltisi

54 g Tris ve 27.5 g borik asit 800 mL bidistile su igerisinde ¢6ziindiiriildii.
Cozelti lizerine 20 mL 0.5 M EDTA c¢ozeltisi (pH 8.0) eklendi. Cdzeltinin hacmi
bidistile su ile 1 litreye tamamlandi. Elektroforez tamponu olarak veya agaroz jellerin

hazirlanmasinda 1/5 oraninda seyreltildikten sonra kullanildu.

Tris/ EDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris/1 mM EDTA, pH 8.0)
10 mL M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ve 2 mL 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH 8.0)

bidistile su ile 1 litreye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti otoklavda 121°C’de 1
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atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.
3.2. Metot

3.2.1. Plazmid DNA’nin bakteri hiicresine transformasyonu ve ¢ogaltilmasi

Calismamizda shRNA dizilerinin insersiyonu i¢in psiRNA-DUO-GFPzeo
vektorli kullanildi. Kontrol plazmidi olarak da psilLuc-Lac kullanildi. Plazmid ticari
olarak satin alindiktan sonra psiRNA vektoriinlin transformasyonu amaciyla
Escherichia coli GT116 susu kullanildi. Transformasyon tiretici firmanin Onerdigi

protokole uygun olarak yapildi.

Bu yontemde; E.coli GT115 liyofilize edilmis kompetant hiicreler buzda 5
dakika bekletildi. Uzerine 1 ml soguk rekonstitiif soliisyon eklenip buz iizerine koyuldu.
Hafifce homojenize edilip, 25-30 dakika buzda hiicrelerin tamamiyle rehidrate olmasi
saglandi. Onceden sogutulan ependorf tiipe 1 pg supercoil psiRNA ilave edilip, buza
koyuldu. Hiicreler homojenize edilip DNA igeren tiiplere 100 ul hiicre eklendi. Hafifge
karistirildi ve tiipler buzda 30 dakika bekletildi. 42°C’lik su banyosunda tiipler 30 sn
inkiibe edildi, daha sonra tiipler 1-2 dk siireyle buza yerlestirildi. Her bir reaksiyona 900
ul LB vasati ilave edildi. Tipler 250 rpm’de hafifce ¢alkalanarak 37°C’de 1,5 saat
inkiibe edildi. Zeocin iceren besiyeri ile hazirlanan agar iceren petriye 100ul LB
vasatindan koyularak bagetle yayildi. Ekim sonras1 petriler bir gece boyunca 37°C’de
inkiibe edildi. Petrilerde gelisen tekli kolonilerden gliserine stok alindi. Alinan

stoklardan psiRNA izolasyonu ve kontrolleri yapildi.

Stoga alinmis psiRNA igeren E.coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu,
iretici firmanin kit protokoliine uygun olarak yapildi. Buna gore; psiRNA-DUO
plazmidi ile transforme edilen E.coli GT115’in, 25 pg/ml konsantrasyonda Zeocin
iceren 25 ml LB besiyerinde doygun kiiltiirli hazirlandi. Hazirlanan 6n kiiltiirden 500 ml
antibiyotikli LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi ve
plazmid DNA izolasyonu yapildi.
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Sekil 3.1. psiRNA-DUO-GFPzeo plazmidinin yapisi

3.2.2. Plazmid siRNA’nin Spektrofotometrik Kontrolii

Plazmid siRNA’larin, izolasyon sonrasinda, konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga boylarindaki 6l¢iim sonuglarindan
yararlanilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi. Niikleik asitlerin, 260 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri, niikleik asitlerin miktarinin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. 260 nm dalga boyunda elde edilecek 1 optik dansite degeri (OD); cift
iplikli DNA molekiilii i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA molekiili igin 37 pg/ml ve tek
iplikli RNA molekiilii i¢in ise 44 pg/ml’ye esittir. Bu esitlikten yararlanilarak, cift

zincirli psiRNA molekiilii i¢in konsantrasyon;

pg/ml DNA = OD260 x 50 x seyreltme oran1 formiiliine gore hesaplandi.

psiRNA’nin saflik derecesinin belirlenmesinde ise OD260/0D280 oranindan
yararlanildi. Spektrofotometrik olarak, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerlerinin birbirine oraninin 1.8-1.9 arasinda olmast DNA molekiiliiniin yiiksek
derecede saf oldugunu, 1.9-2.1 arasinda olmasi1 ise RNA molekiiliiniin safligini

gostermektedir.
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3.2.3. Plazmid siRNA’nin Elektroforetik Kontrolii

Izole edilen plazmid siRNA’larm safligi, icerdigi formlar ve plazmid yapisinin
dogrulugu agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak kontrol edildi. Bu amagla,
agaroz % 0.7 (a/h) konsantrasyonda Tris-Borik asit-EDTA (TBE, pH 8.0) tamponu
icerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii. Cozelti, sicakligi 60°C’a kadar sogutulduktan
sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonda etidyum bromiir ilave edilerek yatay agaroz jel
kasetlerine dokiildii. Hazirlanan agaroz jel kasetleri, jelin donmasini takiben igerisinde
pH 8.0 TBE tamponu bulunan yiiriitme tankina alindi. Elektroforetik analiz i¢in
izolasyon sonrasi spektrofotometrik kontrolleri yapilmis Ornekler, 5:1 (6rnek:
elektroforez yiikleme tamponu) oraninda 6x agaroz jel yiikleme boyasi ile karistirilarak
jele uygulanacak ve elektroforez iglemi sabit 80 volt akimda 1.5 saatte tamamlandi.
Elektroforez islemi sonrasi, UV transilliminatdr iizerinde incelenen jeller, Biorad

Camera ve Image Analysis Software sistemi kullanilarak degerlendirildi.

Kalitatif kontrolleri yapilan plazmid siRNA’lar1 uygun restriksiyon
endoniikleazlar1 ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforezinde verdikleri DNA
bantlar1 ve boyutlar1 degerlendirilerek dogruluklari kontrol edildi. Bunun i¢in psiRNA-
DUO plazmid DNA’s1 Acc 651, Hind III ve Bbs I restriksiyon endoniikleazlari ile
kesildi. Kesim islemi 20 pl reaksiyon ortaminda gergeklestirildi. 1 pg psiRNA, fast
digest enzim ve 1Xdigest tamponu bidistile su ile 20 pl’ye tamamlandi ve 37°C’de su
banyosu igerisinde 10-30 dakika siireyle kesime birakild1 ve kesilen psiRNA ornekleri

% 0.7°lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

3.2.4. VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik shRNA hedef bolgelerinin secilmesi

ve oligoniikleotid dizaym

Hedef VEGF-A ve VEGFR-2 gen dizileri NCBI’dan yararlanilarak belirlendi.
Daha sonra, insert edilecek shRNA dizilerinin dizaym igin siRNA Wizard (Invivogen)
programindan yararlanildi. 1lgili genin kodlanan bolgesinde yer alan niikleotid
sekanslar segildi. Bu dizilerin u¢ kisimlarinda vektore girecekleri bolge ile uyumlu
uygun restriksiyon kesim bolgeleri yer alacak sekilde tasarlandi. Dizilerin ug

kisimlarina Bbsl/Bbsl ve Acc651/Hindlll restriksiyon kesim bolgeleri yerlestirildi.
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VEGF-A icin; %GC:47,62 Genom pozisyonu:1500, 66 bp, psiRNA-DUO igin
klonlama bolgesi Acc651/HindIIl

Oligo 1

5’
GTACCTCGCGCAAGAAATCCCGGTATAATCAAGAGTTATACCGGGATT
TCTTGCGCTTTTTGGAAA 3’

Oligo 2

5S’AGCTTTTCCAAAAAGCGCAAGAAATCCCGGTATAACTCTTGATTATA
CCGGGATTTCTTGCGCGAG 3°

VEGF-R2 icin; %GC:47,62 Genom pozisyonu:1203, 56 bp, psiRNA-DUO igin
klonlama bolgesi Bbsl/BbsI

Oligo 1

5’ACCTCGACCAAGGATTGTACACCTGTTCAAGAGACAGGTGTACAATC
CTTGGTCTT 3’

Oligo 2

5 b
CAAAAAGACCAAGGATTGTACACCTGTCTCTTGAACAGGTGTACAATC
CTTGGTCG 3’

3.2.5. Tek iplikli shRNA dizilerinin baglanmasi

Sentezi yapilan liyofilize ileri (forward) ve geri (reverse) oligoniikleotidler
(ON) 100 uM konsantrasyon olacak sekilde TE tampon ile ¢ozilindiiriildii. Her bir
oligoniikleotid soliisyonu 25 pM’a diliie edildi. 25 uM ileri ON ve 25 uM geri ON,
0,5 M NaCl baglanma (annealing) soliisyonu igerisine eklendi. 2 dakika 80°C de
inkiibe edildikten sonra sicaklik 35°C ‘ye gelinceye kadar su banyosunda bekletildi.
Baglanmas1 tamamlanan ¢ift iplikli shRNA’lar kullanilincaya kadar -20°C de
bekletildi. shRNA dizilerinin baglanmas1 %1 agaroz jelde elektroforetik olarak
kontrol edildi.
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3.2.6. psiRNA-DUO plazmid DNA’s1 icerisine shRNA dizilerinin klonlanmasi

Farkli restriksiyon enzim kesim bdlgeleri yerlestirilen oligoniikleotidlerin

plasmid yapisina klonlanmasi tek basamakli ve 2 basamakli olarak gergeklestirildi.

—‘1 ACTCTTGATT TTTT

B shRNAL: VEGFAmMRNA

cT
Cc
5’ AGCTTTTCCAAAAAGCGCAAGAAATCCCGGTAT A T

3’GAGCGCGTTCTTTAGGGCCATA T T AG

ShRNA2: VEGFR2 mRNA

L A
5’ ACCTCGACCAAGGATTGTACACCTGT A
3’TTCTGGTTCCTAACATGTGGACA g A
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Sekil 3.2. psiRNA-DUO plazmidine shRNA’larin klonlanmasi. A. Ekspresyon kaseti,
B. Klonlanacak shRNA dizileri, C. shRNA’larin plazmide klonlama bolgeleri.
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2 basamakh klonlama:

psiRNA-DUO plazmidi ilk olarak Acc651/Hindlll restriksiyon enzimleri ile
kesildi. Kesilen plazmid agaroz jele yiiklenerek plasmid kesimi elektroforetik olarak
kontrol edildi. Daha sonra VEGF-A shRNA’nin Acc651/HindIII restriksiyon enzimi
ile kesilen psiRNA-DUQ’ya ligasyonu ger¢eklestirildi. Bu amagla ilk olarak ligasyon
soliisyonu (100 ng psiRNA, shRNA insert, T4 DNA ligaz, 10xligasyon tampon,
DNaz-RNaz free su) hazirlandi. 16°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Ligasyon
elektroforetik olarak kontrol edildi. Ertesi giin VEGF-A shRNA’nin klonlandigi
psiRNA-DUO plazmidi kompetant E.coli GT115 hiicresine transforme edildi ve Fast-
Media Zeo igeren Agar X-Gal besiyeri i¢eren petrilere ekimi yapildi. 37°C’de 1 gece
boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin petriler tek koloni agisindan morfolojik olarak

incelendi.

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden 6ze yardimiyla 25 ml Zeo igceren LB
besiyerlerine ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. S1v1 besiyerinde
tireyen bakterilerden 1 ml alinarak 500 ml besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 1 gece
boyunca inkasyona birakildi. Ertesi giin miniprep ve maxiprep psiRNA izolasyonlari
yapildi. shVEGF-A’nin klonlandig1 psiRNA’larin spektrofotometrik ve elektroforetik
kontrolleri yapildi. Spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapilan psiRNA-
DUO-VEGFA plazmidine ikinci basamakta klonlama yapmak i¢in bu plazmidler
Bbsl/Bbsl restriksiyon enzimi ile kesildi ve VEGFR-2 shRNA’nin ligasyonu yapildi.
Ligasyon elektroforetik olarak kontrol edildi.

Ligasyonu yapilan VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larin klonlandig1i psiRNA-
VEGFA-VEGFR2 plazmidi kompetant E.coli GT115 hiicresine transforme edildi ve
Fast-Media Zeo igeren Agar X-Gal besiyeri iceren petrilere ekimi yapildi. 37°C’de 1
gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin petriler tek koloni agisindan morfolojik olarak
incelendi. sShVEGF-A ve shVEGFR-2’nin klonlandig1 hiicreler, yani rekombinant
klonlar beyaz olarak goriiliirken, klonlama yapilmayan parental klonlar mavi renkli

olarak gozlendi.

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden 6ze yardimiyla 25 ml Zeo igeren LB
besiyerlerine ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Siv1 besiyerinde
iireyen bakterilerden 1 ml alinarak 500 ml besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 1 gece

boyunca inkasyona birakildi. Ertesi glin miniprep psiRNA izolasyonlar1 yapildi.
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ShVEGF-A ve ShVEGFR-2’nin klonlandigi psiRNA’larin spektrofotometrik ve
elektroforetik kontrolleri yapildi.

Tek basamakh klonlama:

Tek basamakta klonlama i¢in psiRNA-DUO, Acc651/HindlIlI/Bbsl restriksiyon
enzimleri ile kesildi ve kesilme elektroforetik olarak kontrol edildi. Ligasyonu
tamamlanan psiRNA-DUO-VEGFA/VEGFR2 plazmidi -20°C’de saklandi.

iki sShRNA dizisinin klonlandig1 plazmid kompetant E.coli GT115 hiicresine
transforme edildi ve Fast-Media Zeo igeren Agar X-Gal ve X-Gluc besiyeri igeren
petrilere ekimi yapildi. 37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi gilin petriler tek
koloni acisindan morfolojik olarak incelendi. shRNA’larin klonlandig: hiicreler yani
rekombinant klonlar beyaz olarak goriiniirken, klonlama yapilmayan parental klonlar

mavi renkli olarak gézlendi.

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden 6ze yardimiyla 25 ml Zeo iceren LB
besiyerlerine ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Sivi besiyerinde
tireyen bakterilerden 1 ml alinarak 500 ml besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 1 gece
boyunca inkasyona birakildi. Ertesi giin miniprep ve maxiprep psiRNA izolasyonlar
yapildi. shVEGF-A ve shVEGFR-2’nin klonlandigi psiRNA’larin spektrofotometrik ve
elektroforetik kontrolleri yapildi.

3.2.7. shRNA Dizilerinin Klonlandig1 Vektorlerde Klonlamanin Dogrulugunun
Niikleik Asit Sekanlama Yontemi ile Tespit Edilmesi

DNA sekanslama Medsantek firmasindan hizmet alimi yapilarak gerceklestirildi.
Sekanslama calismasi Applied Biosystems sekanlama cihazi kullanilarak yapildi.
Yaklasik olarak 500 ng plasmid DNA ve primer olarak 20 ng sekanslama primeri
kullanildi. Sonuglanan sekanslama reaksiyonlar1 Applied Biosystems sequencer

kullanilarak yapildi. Veriler Cromas programi kullanilarak analiz edildi.
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3.3. In vitro Transfeksiyon Calismalari

3.3.1. Hiicre Kiiltiirii Pasaji ve Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhiliginin

Siirdiiriilmesi Calismalari

In vitro transfeksiyon ¢alismalarinda, MCF-7 (ATCC® HTB-22) ve MDA-MB-
231 (ATCC®™ HTB-26) meme kanser hiicre hatlar1 kullanildi. In vitro transfeksiyon
calismalar1; T-25 cm? hiicre kiiltiirii siseleri ile 6 ve/veya 24 kuyucuklu kiiltiir kaplar:
kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre pasajlari ve hiicre kiiltiiriiniin devamliliginin
saglanmasi ¢alismalarinda, % 10 fetal bovin serum, 100 mM L-glutamin ve 100 mM
antibiyotik ¢ozeltisi iceren 0.22 pm ‘lik filtre kullanilarak steril edilmis DMEM doku

kiiltiirli besiyeri kullanildi.

Pasajlama islemi hiicrelerin yogunluguna bagli olarak 3-4 giinde bir yapildi.
Pasajlama i¢in besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra kalan hiicre tabakast 2 ml
steril PBS (pH 7.4) tamponu ile 2 kez yikandi. Tripsin-EDTA (%0.05) ilave edildi ve
37°C’de 2-3 dakika kadar bekletilerek hiicre kiiltiir sisesine tutunmus haldeki hiicrelerin
tamamen kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine taze besiyeri ilave edilerek

kiltiirler % 5 karbondioksit ve % 98 nem igeren 37°C’lik etiivde inkiibe edildi.

3.3.2. Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in hiicreler tek tabaka halinde ¢ogaltildi ve hiicre ekimi i¢in
tripsinize edilen hiicrelerin {izerine besiyeri eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant atildi ve ¢okelti halindeki hiicreler 1 ml
besiyeri icerisinde tekrar dagitildi. Steril bir ependorfa 100 pl hiicre siispansiyonu, 400
ul besiyeri ve 500 pl % 0.4”’lik tripan mavisi ¢ozeltisi konuldu. Hiicreler Thoma
laminin 16 biiyiik karelik alaninin en iist ve en sag ¢izgisi disinda kalan alan {izerindeki
toplam 61l ve canli hiicre sayist seklinde ters fazli mikroskoptan gozlenerek sayildi. Bu
islem Thoma laminin diger 16 biiyiik karelik bolmesi i¢in de tekrarlandi ve ortalama
hiicre sayis1 hesaplandi (Hiicre sayisi/ml= Ortalama hiicre say1s1/10* x (diliisyon

faktorii)).

Hiicre kiiltiirii plagina (6 kuyucuklu) her bir kuyucuga 0,3x10° tane hiicre olmak
tizere ekim yapildi. Hiicreler bir gece 37°C’lik CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi.
pSiRNA plazmidleri ile transfeksiyon isleminden Once hiicrelerin {izerindeki besiyeri

uzaklastirildi ve daha sonra serumsuz taze besiyeri ilave edildi. Calismamizda

31



transfeksiyon igin ticari transfeksiyon ajan1 Dharmafect (Dharmacon, USA) kullanildu.
Tekli ve ikili shRNA igeren plazmidler, kuyucuk basma 2.5 pg psiRNA plazmidi
verilecek sekilde Opti-MEM (Gibco, UK) besiyeri i¢inde stispande edildi. Hiicrelerin
tizerindeki serumlu besiyeri uzaklagtirildiktan sonra tekli ve ikili shRNA igeren
plazmidler hiicrelere verildi. Plazmidlerin transfeksiyonundan 48 ve 72 saat sonra
toplanan siipernatanlar ve hiicre peletlerinde gen inhibisyonunu tayin etmek amaciyla

ELISA yapildi.

3.3.3. Plazmidlerin Hiicreye Girisinin Floresan Mikroskobu ile incelenmesi

VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larin1 i¢eren psiRNA-DUO plazmidinin hiicreye
girisinin izlenmesi amaciyla vektor yapisinda bulunan GFP geninden yararlanildi.
Hiicre kiiltiirii plagina ekim yapilan meme kanser hiicre hatlarima psiRNA iceren
kompleksler uygulandi. Hiicrelerin tizerindeki besiyeri 48 saat sonra uzaklastirildi, PBS

ile yikanip, hiicreler floresan mikroskobu altinda incelendi.

3.3.4. ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi fle VEGF-A

ve VEGFR2’nin Gen Inhibisyonunun Belirlenmesi

Hiicre kiiltiir siipernatantinda VEGF-A ve VEGFR2 proteinlerinin tayini ELISA
yontemi ile {iretici protokoliine uygun olarak yapildi. Kiiltiir vasatinda biriken protein
ve rekombinant protein standardin diliisyonlar1 kati faz sandvi¢ ELISA yontemi
kullanilarak analiz edildi. Kiiltiir siipernatanti (insan VEGF-A ve VEGFR2 antijeni),
insan VEGF165 ve VEGFR-2’ye 6zgii poliklonal antikor ile kapli kuyularda inkiibe
edildi. Yikamadan sonra, proteine 6zgii biotinlenmis monoklonal antikor eklendi.
Inkiibasyondan sonra streptavidin-peroksidaz enzimi ilave edildi. Ardindan enzime
baglanarak renk olusturan substrat soliisyonu eklendi ve bu renkli {iriniin yogunlugu,
orjinal numunede var olan VEGF konsantrasyonuna orantilanarak elde edildi.
Absorbans 450 nm’de spektrofotometrik okuma ile belirlendi. Kiiltiir siipernatantindaki
protein miktari, VEGF standardlarinin absorbansi ile olusturulan standard blanklere
dayanarak belirlendi. psiRNA transfeksiyonu ile VEGF ve reseptoriiniin sekresyonunun
inhibisyonu (%), numunelerde ki VEGF-A ve VEGFR-2’nin kontrolleri ile
karsilagtirilmasiyla hesaplandi. Tim c¢aligmalar ii¢ kere tekrarlandi ve standard

sapmalar1 (+) hesaplandi.
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3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Tez kapsaminda elde edilen in vitro c¢alismalara iliskin sonuglarin
degerlendirilmesinde, ELISA c¢alismasinda vektorlerin transfekte edildigi farkli hiicre
hatlar1 arasindaki gen susturma etkinlikleri Student t test ile belirlendi. P<0,05

istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. psiRNA-DUO Plazmidinin E.coli’ye Transformasyonu ve Kontroliine
Iliskin Bulgular

psiRNA-DUO plazmidi yontem 3.2.1°de belirtildigi sekilde E.coli GT115 susuna
transforme edildi. Transformasyon sonrasi zeocin igeren LB agar petrilerine ekilen
transformantlar 37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra ertesi giin her petride tek tek
koloni olusumu goézlendi (Sekil 4.1). Daha sonra tekli koloniler 6ze yardimiyla zeocin
iceren LB besiyeri ortamma ekildi. inkiibatérde 37°C’de bir gece inkiibe edildikten
sonra belli bir optik dansite degerine ulasan doymus bakteri kiiltiirinden pDNA

izolasyonu miniprep ve maxiprep izolasyon kitleri ile yapildi.

Sekil 4.1. psiRNA-DUO (A) ve psiRNA-Luc-Lac’in (B) E.coli GT115 hiicresine

transformasyonu sonrasi besiyerinden tek koloni se¢imi.

4.2. Plazmid siRNA’nin Spektrofotometrik ve Elektroforetik Kontroliine
Tliskin Bulgular

Plazmid siRNA’larin izolasyon sonrasinda, konsantrasyonu ve saflik derecesi
260 ve 280 nm dalga boylarindaki o6l¢iim sonuglarindan yararlanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Izole edilen psiRNA 6rneklerinde saflik
derecesinin yani A260/A280 oraninin molekiiler ve gen aktarimi ¢aligmalarina uygun

e

olarak 1.80-1.90 arasinda degistigi gortildii.
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Tablo 4.1. izole edilen plazmidlerin spektrofotometrik kontrolii

Plazmid A260/280 DNA Conc. (pg/ml)
psiRNA-DUO 1,890 185,87
psiLuc-Lac 1,895 191,88

Izole edilen plazmid siRNA’larin saflig1, icerdigi formlar, restriksiyon enzim
haritasinin ve plazmid yapisinin dogrulugu % 0.7 (a/h) agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilarak kontrol edildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. psiRNA-DUO’nun elektroforetik kontrolii. 1. Lambda DNA Hind 11l marker,
2. psiLac-Luc (3906 bp), 3. psiRNA-DUO (6046 bp), 4. Acc/Hind 111 restriksiyon
enzimi ile kesim, 5. Stok psiRNA-DUO, 6. 1 kb DNA ladder.

4.3. shRNA Dizilerinin Baglanmasina iliskin Bulgular

Tek iplikli shRNA dizilerinin baglanarak ¢ift iplikli hale getirilmesinin
sonucunda elde edilen shRNA’lar %1 agaroz jelde elektroforetik olarak kontrol edildi
(Sekil 4.3).

35



Sekil 4.3. Ileri ve geri oligoniikleotidlerin tek zincirli ON’ler ve baglanmis ON’ler. 1.1
kb DNA ladder, 2- 4. Tek zincirli ON’ler, 5-7. Baglanan ¢ift zincirli ON’ler.

4.4, psiRNA-DUO i¢erisine ShRNA Dizilerinin Klonlanmasina fliskin

Bulgular

shRNA’larin vektor igerisine klonlanmasinda iki farkli yontem kullanildi.
Yontem 3.2.6°da belirtildigi sekilde klonlanma tek basamakli ve 2 basamakli olarak
gerceklestirildi. Tablo 4.2’de klonlama yapilan psiRNA-DUO’nun restriksiyon kesim
bolgeleri ve kesim sonucu olusacak bant uzunluklart yer almaktadir. Elde edilen
plazmid kesim {iriinlerinde ve klonlanan plazmidlerde bant uzunluklar1 dikkate

aliarak kesim kontrolleri yapilmistir.

Tablo 4.2. psiRNA-DUO’nun klonlama i¢in uygun restriksiyon kesim bolgeleri ve bant

uzunluklari
Plazmid Uzunluk  Materyalin Kesildigi Kesim Sonucu Beklenen Bant
(bp) Nokta(lar) (bp) Uzunluklar: (bp)
Acc651  Hindlll Bbsl Acc65l/ Bbsl/Bbsl  Acc65l/
Hindlll Hindll1/
Bbs |
psiRNA 6046 5692 6027 2754 335 1909 3273
-DUO 4663 5711 4137 1909
1029
335

ki basamakta klonlamaya iliskin bulgular:

psiRNA-DUO plazmidi ilk olarak Acc65I/Hindlll restriksiyon enzimleri ile
kesildi. Kesim iiriinii agaroz jele yiiklenerek elektroforetik olarak kontrol edildi (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4. ShVEGF-A ligasyonu i¢in psiRNA-DUO’nun Acc651/HindlIII restriksiyon
enzimi ile kesilmesi 1. 1 kb DNA Ladder, 2. Stok psiRNA-DUO, 3. Acc65I/Hindlll ile
kesilen psiRNA-DUO (Green buffer igeren), 4. Acc651/HindIII ile kesilen psiRNA-
DUO (Transformasyon i¢in kullanilan)

Acc65I/Hindlll restriksiyon enzimi ile kesilen vektére shVEGF-A’nin
ligasyonu i¢in, ligasyon soliisyonu (100 ng psiRNA, shRNA insert, T4 DNA ligaz,
10xligasyon tampon, DNaz-RNaz free su) hazirlandi. 27°C’de 2 saat boyunca inkiibe
edildi ve ligasyon elektroforetik olarak kontrol edildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. ShVEGF-A’nin psiRNA-DUQ’ya ligasyonunun elektroforetik kontroli. 1.
DNA ladder, 2. Stok psiRNA, 3. Acc651/Hindlll ile kesilen psiRNA-DUO, 4. Baglanan
cift zincirli sShVEGF-A, 5. shVEGF’nin psiRNA-DUQ’ya ligasyonu.
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Ligasyon sonrasi shVEGF-A’nin klonlandigi psiRNA-VEGFA plazmidi
kompetant E.coli GT115 hiicresine transforme edildi ve Fast-Media Zeo i¢eren Agar
X-Gal besiyeri igeren petrilere ekimi yapildi. 37°C’de 1 gece boyunca inkiibasyonun
ardindan petrilerde ki renkli beyaz koloniler morfolojik olarak incelendi. ShVEGF-
A’nin klonlandig1 hiicreler yani rekombinant klonlar beyaz olarak goriiliirken,
klonlama yapilmayan parental klonlar mavi renkli olarak gézlendi. Mavi rekombinant
olmayan hiicreler, psiRNA-DUO yapisinda bulunan LacZ geni nedeniyle X-gal’i
metabolize ederler. Klonlama yapilan vektorlerde ise LacZ geni ¢oklu klonlama
bolgesinde yer aldigindan hedef genin yerlestirilmesiyle inaktive olur ve beyaz

rekombinant koloniler tarafindan [-galaktozidaz sentezlenemediginden X-gal

metabolize edilemez. Bu nedenle plate de bulunan beyaz kolonilerden g¢alismaya

devam edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. ShVEGF-A’nin klonlandigi plazmidleri igeren (beyaz renkli koloniler) ve
kontrol olarak kullanilan petrde icermeyen kolonilerin (plasmid Bbsl ile kesildikten

sonra shVEGFA ’nin klonlanmadig1 mavi renkli koloniler) morfolojik goriiniisleri

Petrilerde ki tekli rekombinant beyaz kolonilerden LB besiyerlerine ekim
yapilarak bu rekombinant hiicrelerden psiRNA izolasyonlar1 yapildi. Izolasyon
sonrasi, psiRNA-VEGFA’nin spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapildi
(Tablo 4.3 ve Sekil 4.7).
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Tablo 4.3. psiRNA-DUO-VEGFA nin spektrofotometrik kontrolii
Plazmid A260/280 DNA Conc. (ng/ml)
psiRNA-DUO-VEGFA
(miniprep izolasyonu)
psiRNA-DUO-VEGFA

(maxiprep izolasyonu)

1,9922 175,59

1,8904 861,49

Sekil 4.7. psiRNA-VEGF-A’nin elektroforetik kontrolii 1. Lamda DNA Hindlll marker,
2. Miniprep psiRNA izolasyonu, 3. Maxiprep psiRNA izolasyonu

Spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapilan ShVEGF-A’nin
klonlandigi psiRNA plazmidine shVEGFR-2’nin klonlanmasi i¢in psiVEGF-A
plazmidi Bbsl/Bbsl restriksiyon enzimi ile kesildi ve kesimin basarili oldugu
goriildiikten sonra ShVEGFR-2’nin ligasyonu yapildi ve elektroforetik olarak kontrol
edildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. psiRNA-VEGFA’nin Bbsl ile kesimi ve VEGFR-2 ile ligasyonu. 1. 1 kb
DNA ladder, 2. psiRNA-VEGFA, 3. VEGFR-2 shRNA’nin ligasyonu, 4,5. Bbsl ile
kesim 6. psiRNA-VEGFA, 7. Lamda DNA HindlIl marker.

Ligasyonu yapilan VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larin klonlandigi pSiRNA-
VEGFA-VEGFR2 plazmidi kompetant hiicreye transforme edilip, petrilere ekimi
yapildi. Petriler tek koloni agisindan morfolojik olarak incelendi. shVEGF-A ve
shVEGFR2’nin klonlandig1 hiicreler yani rekombinant klonlar beyaz olarak goriiliirken,

klonlama yapilmayan parental klonlar mavi renkli olarak gdzlendi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. ShVEGFR-2’nin klonlandig1 plazmidleri igeren (beyaz renkli koloniler, ok
isareti ile gosterilmistir) ve rekombinant vektorii iceremeyen (mavi renkli koloniler)

kolonilerin morfolojik goriiniisleri.

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden 6ze yardimiyla Zeo iceren LB

besiyerlerine ekim yapildi ve miniprep psiRNA izolasyonlar1 yapildi. shiVEGF-A ve
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ShVEGFR-2'nin klonlandigi psiRNA’larin spektrofotometrik ve elektroforetik
kontrolleri yapildi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.10). Klonlama yapilan plazmidlerin

uzunliklarida tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.4. psiRNA-VEGFA-VEGFR-2’nin spektrofotometrik kontrolleri
Plazmid A260/280 DNA Conc. (pg/ml)
psiRNA-VEGFA-VEGFR-2 19197 150,53

Sekil 4.10. psiRNA-VEGFA-VEGFR2’nin elektroforetik kontrolii 1.1 kb DNA ladder,
2.Lamda DNA HindIll marker, 3.psiLucLac plazmidi, 4.psiRNA-VEGF plazmidi, 5. ki
basamakta klonlanan psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plazmidi, 6.psiRNA-VEGF plazmidi,

7.psiRNA-DUO, 8. Lamda DNA Hindlll marker

Tablo 4.5. Klonlama yapilan tiim plazmidlerin uzunluklar

Klonlama Yapilan Plazmidler Uzunluk
(bp)
psiRNA-VEGFA (+66) 5777
psiRNA-VEGFR2 (+56) 4193
psiRNA-VEGFA-VEGFR2 (+122) 3924
psiRNA-DUO 6046
psiLuc-Lac 3906
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Tek basamakta klonlamayva iliskin bulgular:

Tek basamakta klonlama i¢in psiRNA-DUO, Acc651/HindIlI1/Bbsl restriksiyon
enzimleri ile kesildi ve kesilme elektroforetik olarak kontrol edildi (Sekil 4.11).
Ligasyonu tamamlanan psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plasmidi -20°C’de saklandi.

23130
9416
6557

4361
3273bp

n2 1900 bp

2027

1020 bp

335bp

Sekil 4.11. psiRNA-DUO’nun Acc651/HindIIl/BbsI restriksiyon enzimleri ile 3°lii
kesim sonras1 ve VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’lariin baglanmasi sonrasi agaroz jel
elektroforez goriintiileri. 1. Lamda DNA HindIII marker, 2.psiRNA-DUO, 3.VEGF-A

ShRNA, 4. Acc651/Hindl11/Bbsl ile kesim, 5. VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larinin
plazmide ligasyonu, 6. Acc651/Hindll1/Bbsl ile kesim

VEGFA ve VEGFR2 shRNA’larin birlikte klonlandigi plazmid kompetant
E.coli GT115 hiicresine transforme edildi ve Fast-Media Zeo igeren Agar X-Gal ve
X-Gluc besiyeri igeren petrilere ekimi yapildi. 37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi.
Ertesi giin petriler tek koloni agisindan morfolojik olarak incelendi. shRNA’larin
klonlandig1 hiicreler yani rekombinant klonlar beyaz olarak goriiniirken, klonlama

yapilmayan parental klonlar mavi renkli olarak gozlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. shVEGF-A ve shVEGFR2’nin birlikte klonlandig1 plazmidleri igeren (beyaz
renkli, ok isareti ile gosterilmistir) ve icermeyen (mavi renkli) kolonilerin morfolojik

goriintigleri.

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden 6ze yardimiyla Zeo igeren LB
besiyerlerine ekim yapildi ve miniprep ve maxiprep psiRNA izolasyonlar1 yapildi.
ShVEGF-A ve shVEGFR2’nin klonlandigi psiRNA’larin spektrofotometrik ve
elektroforetik kontrolleri yapildi (Tablo 4.6 ve Sekil 4.13).

Tablo 4.6. psiRNA-VEGFA-VEGFR2 nin spektrofotometrik kontrolii

Plazmid A260/280 DNA Conc. (pg/ml)
psiRNA-VEGFA-VEGFR2
- . 1,98 174,01
(miniprep izolasyonu)
psiRNA-VEGFA-VEGFR2
2,25 949,27

(maxiprep izolasyonu)
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Sekil 4.13. psiRNA-DUO-VEGFA-VEGFR2’nin elektroforetik kontrolii 1. Lambda
DNA HindlIl marker, 2. psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plazmidi, 3. 1 kb DNA ladder

4.5. Klonlanan Vektorlerin Dogrulugunun Niikleik Asit Sekanslama

Yontemi ile Belirlenmesi

Sekanslama i¢in gliserol stoklarindan alinan bakterilerden psiRNA-DUO-
VEGFA-VEGFR2 plazmidleri izole edildi. Sekanslama sonunda dizilerin analizleri
yapildi. VEGFA shRNA oligoniikleotidlerinin klonlamas1 OL178 ve OL408 forward ve
reverse primerleri kullanilarak dogrulanirken, VEGFR2 shRNA oligoniikleotidlerinin
klonlamas1 OL176 ve OL906 forward ve reverse primerleri kullanilarak dogruland:
(Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).
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sekanslamasi
CCCTATCAGTGATAGAGACCTCGACCAAGG AT TGTACACCT GT ICAAGAGACAGGTGTACAATCCTIGGICTITTITGGARARGAT TARARRCCCGCTICGGEGGGETT

OL906 forward
primeri ile
VEGFR2’nin
sekanslamasi

S A

Sekil 4.14. VEGFR2’nin shRNA sekans1.Bu ShRNA dizisini i¢geeren vektor

haritalandiginda;

5’ACCTCGACCAAGGATTGTACACCTGTTCAAGAGACAGGTGTACAATCCTTGGTCTT 3’
5’CAAAAAGACCAAGGATTGTACACCTGTCTCTTGAACAGGTGTACAATCCTTGGTCG 3°

sekildeki elektrofenogramlar elde edilmistir. Sens stem sekansi
GACCAAGGATTGTACACCTGT antisens stem sekansi
ACAGGTGTACAATCCTTGGTC ve loop sekanst TCAAGAG’dir.
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Sekil 4.15. VEGFA’nin shRNA sekansi. Bu shRNA dizisini igeren vektor

haritalandiginda;

S’GTACCTCGCGCAAGAAATCCCGGTATAATCAAGAGTTATACCGGGATTTCTTGCGC
TTTTTGGAAA 3’

5’AGCTTTTCCAAAAAGCGCAAGAAATCCCGGTATAACTCTTGATTATACCGGGATTT
CTTGCGCGAG 3’

sekildeki elektrofenogramlar elde edilmistir. Sens stem sekanst
GCGCAAGAAATCCCGGTATAAT antisens stem sekansi
TTATACCGGGATTTCTTGCGC ve loop sekanst CAAGAG dir.

4.6. In vitro Transfeksiyon Cahsmalarina iliskin Bulgular

46.1. Meme Kanser Hiicrelerine psiVEGF-A/VEGFR-2 Plazmidinin

Transfeksiyonunun Floresan Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

In vitro transfeksiyon ve gen susturma calismalarinda, MCF-7 ve MDA-MB-231
meme kanser hiicre hatlar1 kullandi. Hiicreler VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larini
iceren PSIRNA-VEGFA-VEGFR2 plazmidinin hiicreye giriginin izlenmesi amaciyla
vektor yapisinda bulunan GFP geninden yararlanildi. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirli plagina
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ekim yapilan meme kanser hiicre hatlarina psiRNA’lar transfekte edildi. 48 saat sonra
hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi, PBS ile yikanip, hiicreler floresan

mikroskobu altinda incelendi.

Sekil 4.16. psiVEGF-A/VEGFR-2’nin meme kanser hiicre hatlarina transfeksiyonu
sonrasi floresan mikroskop goriintiileri (Soldaki MDA-MB-231, sagdaki resim MCF-7).

4.6.2. Klonlanan Plazmidlerin VEGF-A ve VEGFR-2 Gen Susturma
Etkinliginin ELISA Yontemi Ile Incelenmesi

Calismamizda klonladigimiz psiRNA-VEGF-A/VEGFR-2 plazmidinin VEGF-A
ve VEGFR-2 protein ekspresyonuna etkilerini incelemek amaciyla ELISA yontemi
kullanildi. Klonlanmasi tamamlanan ve kontrolleri yapilan psiVEGF-A, psiVEGFR-2
ve psiRNA-VEGF-A/VEGFR-2 plazmidlerinin ticari ajan Dharmafect ile hazirlanan
kompleksleri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan
48 ve 72 saat sonra siipernatantlar toplandi ve protein ekspresyon seviyeleri belirlendi.
Herhangi bir sey verilmeyen kuyucuklar kontrol grubu olarak belirlendi. Bu
kuyucuklarda bulunan hiicrelerden endojen olarak eksprese edilen VEGF-A ve VEGFR-
2 protein ekspresyon diizeyleri, diger gruplarda ki gen baskilama diizeyini belirlemek

i¢in kullanildi.

Klonlanan plazmidlerin gen susturma diizeylerini belirlemek icin VEGF
proteinin spektrofotometrik tayininde kullanmak iizere VEGF-A ve VEGFR-2’nin
standard egrileri hazirlandi. ELISA c¢alismasi sonucunda belirli konsantrasyonlara
karsilik gelen 450 nm’deki absorbans degerinden yararlanilarak standard egri grafigi
cizildi. Elde edilen grafikte yer alan degerlerin regresyon analizi yapilarak egrinin
kullanilabilirligi ve dogrusallig1 saptandi. Elde edilen pg/ml VEGF konsantrasyonlaria
karsilik gelen OD 450 nm“deki absorbans degerlerine gore cizilen huVEGF-A ve
huVEGFR-2 standard egri grafikleri Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. huVEGF-A (A) ve huVEGFR-2 (B) standard egrileri.

Hazirlanan VEGF-A ve VEGFR-2 standart egrilerinin sirasiyla dogru
denkleminin y=0,0022x ve y=0,0006x, R2 degerinin 0,9937 ve 0,9838 oldugu
saptanmistir. Elde edilen standart egrinin in vitro transfeksiyon c¢alismalarinda insan
VEGF-A ve VEGFR-2 gen ekspresyonlarinin tayininde kullanilabilecegine karar

verildi.

Klonlanan plazmidlerin ticari transfeksiyon ajan1 Dharmafect ile transfeksiyonu

sonucunda farkli zaman araliklarinda (48 ve 72. saatler) ve farkli meme kanser hiicre

48



hatlarinda elde edilen gen ekspresyonunun inhibisyonu agisindan karsilastirilmasina

iliskin bulgular Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.18. MCF-7 ve MDAMB-231 hiicre dizilerinde VEGF-A (A) ve VEGFR?2 (B)

gen ekspresyonlarinin susturulmasi agisindan karsilastirilmasina iliskin sonuglar.

*p<0,05,
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Sekil 4.19. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina klonlanan plazmidlerin
transfeksiyonu sonucu VEGF-A (A) ve VEGFR2 (B) gen susturma yiizdelerinin farkli

zaman araliklarinda karsilastirilmasi.
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VEGF-A gen ekspresyonunu susturmasi agisindan MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinda gerceklestirilen in vitro transfeksiyon calismasinda psiVEGF-A ve
psiVEGFR-2’nin birlikte klonlandig1 plazmidler ile elde edilen gen susturmasi tekli
klonlanan plazmidlere gore daha yiiksek bulunmustur. Gen susturma etkinligi ag¢isindan
her iki hiicre dizisi karsilastirildiginda MDA-MB-231 hiicre hattinda elde edilen gen
susturmast MCF-7 hiicresine gore daha yiikksek bulunmustur. Zaman agisindan
degerlendirildiginde ise 72. saatte elde edilen gen susturma etkinligi 48. saate gore daha

yiiksek bulunmustur.

Klonlanan plazmidlerin  VEGFR-2 gen susturma etkinligi agisindan
degerlendirilmesi sonucunda ise en yiiksek gen susturmasi psiVEGF-A/VEGFR-2
plazmidleri ile elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicresinde elde edilen gen inhibisyonu
psiVEGF-A/VEGFR-2 plazmidleri ile 72. saat sonunda %60 olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA

Cogu solid tiimorde oldugu gibi meme kanserinin biiyiime ve metastazinda
anjiogenez onemli bir siirectir. Tiimorde mikrodamar yogunlugunun artmasi meme
kanseri gibi malignensilerde ya metastazin ya da tiimoriin yeniden tekrarlanmasi ile
iliskilidir. Kiigiik in situ timorler (3 mm ¢apindan daha kiigiik) prevaskiiler durumdadir

ve kan damarlari ile perfliizyonu olmadiginda sinirli bir biiyiime kapasitesine sahiptirler
(56).

Anjiogenezde Onemli rol oynayan VEGF, kanserin daha agresif ve koti
prognozlu olmasinda etkin bir biiyiime faktoriidiir. Endotelyal hiicrelerdeki VEGF
reseptorlerine, sirkiile VEGF’nin baglanmasi anjiogenezle sonuglanan tirozin kinaz
yolagini baglatir. VEGF reseptorlerinden olan VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotelyumda
lokalize olup endotelyal hiicre gogii, proliferasyonu, permeabilitesi ve survival’in
stimiilasyonuna yol agarlar. Ozellikle VEGFR-2, mitojenik, anjiogenik ve permeabilite
artirict etkilere sahip bir mediatordiir. VEGFR-1 ise olduk¢a kompleks bir reseptordiir,
hem pozitif hem de negatif anjiogenik etkilere sahiptir (31, 57).

Simdiye kadar fizerinde ¢alisilan anti-VEGF ajanlarinin  akut makular
dejenerasyonla (AMD) iliskili neovaskiilarizasyon, diabetik retinopati, makular 6dem,
glokom ve diger neovaskiilarizasyon hastaliklarinin tedavisinde etkin oldugu
bulunmustur. Tedavide kii¢iik molekiiller ya da monoklonal antikorlar kullanildiginda
bu ajanlar proteinlere baglanirlar ve inhibe ederler, fakat hastaliklara neden olan
proteinleri elimine edemezler. Son yillarda, post-transkripsiyonel gen susturmasinda
dogal bir mekanizma olan RNAI teknolojisinin ortaya ¢ikmasi ile anjiogenezin yiiksek
spesifite ve etkinlikte tedavisi ile ilgili imit verici ¢aligmalar yapilmistir. Kanser
tedavisinde anormal patojenik proteinlerin mRNA seviyesinde inhibisyonu ya hiicreye
dsRNA’larin ya da sentetik siRNA’larin verilmesi ile basarilir. Simdiye kadar 22 RNAI
temelli yaklasim klinik ¢alismalara girmistir (58). VEGF ve reseptorlerine hedeflenen
anti-anjiogenik terapotikler olarak kullanilan sentetik siRNA ve plazmid temelli SIRNA

ile ilgili in vitro ve in vivo galismalar mevcuttur (37, 59-65).

Anjiogenezin RNAi teknolojisi ile baskilanmasinda farkli stratejiler

kullanilmaktadir. Bu stratejilerden biri anti-VEGF siRNA molekiillerinin tek basina
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kullanilmasidir. Ikinci strateji, VEGF’ye hedeflenen siRNA-eksprese eden plazmidlerin
olusturulmasidir. pDNA nukleusa verildikten sonra shRNA’lar transkribe edilir ve
RNAi aktivitesine katilmak icin sitoplazmaya gecerler. Ugiincii strateji, anti-VEGF
hedeflerinin kombine edilmesidir. Bu strateji ile angiogenezin farkli siireglerinde ya da
stirece katilan farkli proteinlerin bir ya da daha fazla siRNA ile susturulmasi, tedavinin
basart sansini artirict bir faktordiir. Son strateji olarak da, siRNA ile kemoterapdtik
ajanlarin birlikte kullanilmasi ile gen tedavisi ve kemoterapinin kombine edilmesidir
(57).

RNAI teknolojisinin  anti-VEGF tedavisinde 0Onemli etkilerine ragmen,
uygulamada bazi sorunlart bulunmaktadir. Bunlardan ilki, dogru hedefi se¢mektir.
VEGF nin alt1 izoformu bulunmaktadir. Bunlarin her biri dogrudan ya da dolayli olarak
timor anjiogenez kaskadini aktive edebilir. Ayrica, VEGF’ye hedeflenen siRNA’lar ile
anjiogenez tiimiiyle inhibe edebilir mi sorusu akla gelmektedir. Bu durumda birkag
VEGF izoformlarmin inhibe edilmesi gerekmektedir. Ayrica anti-VEGF tedavisini
etkileyebilen hipoksi ile indiiklenen faktér 1 (HIF-1) gibi diger faktorlerin etkisi de g6z
ardi edilmemelidir (62). Anjiogenezde rol oynayan mekanizmalarin acgiga
kavusturulmasi tedavi etkinligini artiracaktir. Ayrica bu durumlarda ¢oklu hedef

stratejileri de diistintilmelidir.

Ikinci énemli nokta, hedeflenen hiicrelerdir. Hemen hemen tiim hiicreler VEGF
sentezlerler ve sekrete ederler. Bu nedenle hedeflendirilmis tedavi stratejileri ya da lokal
uygulamalar tercih edilebilir. Ornegin, akut makular dejenerasyon (AMD) hastaliginda
siRNA’nin intravitreal enjeksiyonu, lokal dagilimi ve giivenlik agisindan 6nemlidir.
Timorde ise tiimor mikrogevresinin etkisi diistiniilmelidir. Tiimor hiicreleri VEGF igin
onemli bir kaynak olmasma ragmen, mikrocevre stromasi VEGF iiretiminde diger

onemli bir bolgedir.

Ugiincii 6nemli nokta, hastalik ve VEGF arasinda ki baglantidir. AMD gibi
retinal hastaliklar i¢in VEGF direkt olarak hastaligin patolojisi ile iligkilidir. Bu durum
AMD i¢in anti-VEGF SIRNA Kklinik denemelerinin ne denli 6nemli oldugunu
aciklamaktadir. Timor agisindan da VEGF nin inhibe edilmesi patojenik faktorlerden
sadece biridir. Tiimor biiylimesi anjiogenezden bagimsiz olabilir. Anti-VEGF tedavisi
tiimor biiylimesini inhibe edebilir, fakat tiimorii yok edemez ya da dldiiremez. Bu

nedenle antikanser ajanlarla ya da siRNA’larla birlikte formiile edilen terapotikler
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kullanilabilmektedir. Ornegin ALN-VSP02’de kinesin spindle protein (KSP) ve
VEGF’ye spesifik siRNA’larin  lipid nanopartikiill formiilasyonunda birlikte

enkapsiilasyonu ile daha etkili bir antitimor aktivitesi gozlenmistir (66).

Dordiincii onemli nokta da, siRNA’larin hedeflenmeyen veya istenmeyen (hedef
dis1, off-target) etkileridir. Ornegin AMD hastaliginin tedavisinde klinik calismalar
asamasinda sonlandirilan bevasiranib’in anti-angiogenik etkisi hedefi susturamamasi ve
TLR3 aktivasyonuna neden olmast agisindan durdurulmustur. Bu durum giiniimiizdeki
klinik denemelerden c¢ikarilacak 6nemli bir derstir. Bu nedenle siRNA’larin off-target

etkileri dikkatlice ¢alisilmalidir (57).

siRNA terapotikleri igin diger 6nemli bir sorun ise stabilite sorunudur. Bu
problemin iistesinden gelmek i¢in tastyici sistemlerle verilmesi ya da formiile edilmesi
gereklidir. siRNA’lar in vivo olarak verildiginde bircok bariyerle karsilasirlar ayni
zamanda yapilar1 nedeniyle serumdaki endojen enzimlerle ¢ok hizli bir sekilde degrede
olurlar. Hiicreye ulassalar bile ya da in vitro sartlarda negatif yiikleri nedeniyle hiicre
zarindan gegemezler. Bu nedenle siRNA’larin viral ya da non-viral tasiyici sistemlerle

verilmesi gerekmektedir (67, 68).

Bu calismada, angiogeneze karsi etkin RNAi temelli gen tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi i¢in bu yolakta etkili iki shRNA’nin ayn1 anda ekspresyonu
hedeflenmistir. Simdiye kadar VEGF-A ya da VEGFR-2 siRNA’larinin tek olarak
klonlandig1 ve kanser tedavisindeki etkinliginin arastirildigi ¢aligmalar olmakla birlikte
(59, 60, 63, 69-73) her ikisinin birlikte klonlanarak tek bir vektor iizerinden galisildigi
herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Calismamizda, VEGF’ye spesifik VEGF-A ve
bunun reseptdrii VEGFR-2 shRNA’larinin ayni plazmid vektore klonlanmasi ve birlikte
ekspresyonunun saglanmasi ile in vitro olarak meme kanserinde ki tedavi etkinliginin

artirilmasi amaglanmastir.

Anjiogenezde tek bir gene hedeflendirilen shRNA igeren ekspresyon vektorlerini
kullanarak meme kanserinde ki terapotik etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak
arastirtlmistir. Salva ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada vektor temelli shRNA
ekspresyon sistemleri ile hazirlanan kitozan komplekslerinin meme kanserinde gen
inhibisyon etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak arastinnlmistir (59, 60). Bu ¢alismada
VEGF hedefli shRNA karisiminin (VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, NRP-1) si¢an

meme kanserinde etkinligi incelenmis, kitozan nanoplekslerinin intratiimoral olarak
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uygulanmasinin, intraperitonal (%89) uygulamaya kiyasla daha yiiksek [(%96)

civarinda] timor baskilamasi gosterdigi saptanmistir (60).

Bu tez calismasinda ticari olarak satin alinan ¢ift klonlama bolgesi igeren
plazmide, VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik ¢ift iplikli oligoniikleotidler tek ve iki
basamakli olarak klonlanmistir. Klonlamanin dogrulugu elektroforetik olarak agaroz jel
elektroforezi ve niikleik asit sekanslama teknikleri ile tespit edilmistir. Klonlamasi
yapilan ikili plazmid meme kanser hiicrelerine verildiginde VEGF-A ve VEGFR-2

protein ekspresyonunun énemli 6l¢iide baskilandigi gosterilmistir.

Calismamizda iki dizinin ayni1 vektor igerisine ve dizilerin ayri1 ayr1 vektorlere
klonlandiginda gen susturma etkinligi agisindan ikili klonlama ile daha yiiksek gen
baskilama saglandig1 gosterilmistir (%81). Ozellikle 72. saatte MDA-MB-231
hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine gore protein ekspresyon seviyesinde belirgin bir
azalma gorilmistiir. Chen ve ark. (73) yaptiklar1 bir ¢alismada insan telomeraz revers
transkriptazin (hTERT) iki farkh mRNA’smna hedeflenen shRNA ekspresyon
plazmidleri olusturmuslardir ve vektorlerin in vitro olarak kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu 6nemli Olgiide azalttigin1 ve telomeraz aktivitesini inhibe ettigini
gostermislerdir. Chen ve ark (71) vektor temelli siRNA’nin hedef ve etkinligini artirmak
icin 3 farkli genin (VEGF, hTERT ve Bcl-xI) mRNA’simna hedeflenen shRNA’lar1
ShRNA ekspresyon vektérlerine klonlamuslardir. insan laringeal skuamoz kanser hiicre
hattinda ve bu hiicrenin implante edildigi farede olusan kanser modelinde vektoriin
etkinligini arastirmiglardir. In vitro ¢alismalarda her 3 geni igeren vektdriin verildigi
hiicrelerde her 3 protein ekspresyon seviyesini western blot yontemi ile arastirmislar ve
%25-%40 gen susturma etkinligi elde etmislerdir. in vivo ¢alisma sonucunda ise timor
biliylimesinin onddrdiincii giintinde %91,2 oraninda geriledigini tespit etmislerdir.
Boylece arastirmacilar, vektor temelli RNA1 teknolojisi kullanilarak bir¢ok hedefin
bloklanabilecegini ve bir¢ok hedefin ayni anda susturulmasinin kanser gen tedavisinde
onemli bir terapdtik strateji olacagini vurgulamislardir. Yapilan bu calisma ile birden
fazla shRNA’nin ayn1 vektore klonlanmasi ile elde edilen gen susturma etkinliginde ki

artis bizim ¢caligmamizla paralellik gostermektedir.

Dort farkli oligoniikleotidin klonlanabildigi pGenesil 1 plazmidini kullanarak
VEGF, c-myc, survivin ve HTERT genlerini igeren tek bir plazmid vektoriin dizayn

edildigi diger bir ¢aligmada ise ¢oklu klonlamanin in vitro ve in vivo nazofarengeal
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kanser hiicrelerinin gen tedavisinde {imit verici oldugu gosterilmistir (74). Coklu
klonlama ile kanserde gen tedavi etkinligini arttirmak i¢in kullanilan bu strateji ile elde

edilen sonuglar bizim ¢alismamizla parallelik gostermektedir.

Ayni1 zamanda vektor-temelli RNAi metodlariin etkinligini gelistirmek i¢in
farkl1 yaklagimlar kullanilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz vektoriin yapisinda
insan 7SK RNA polimeraz [ll promotoru bulunmaktadir. RNA polimeraz Il
promotorlari yiiksek seviyede shRNA ekspresyonu saglar ve oldukga etkin gen susturma
elde edilir (68). Zhou ve ark. (68) polimeraz Il promotoru yerine RNA polimeraz 11
promotorunu kullanmiglardir. Polimeraz II hairpin yapisinin polimeraz III’e alternatif
olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir. Gou ve ark. (75) dort farkli pol III promotoruna
sahip dort farkli shRNA sekansi iceren ekspresyon vektoriinii dizayn etmislerdir. Bu
vektor dort farkli geni ayni anda susturarak gen susturma etkinligi artirilmistir. Weng ve
ark (76) tic RNA polimeraz III U6 promotorlarinin kontrolii altinda {i¢ shRNA igeren bir
RNAi vektorii dizayn etmislerdir. Bir ya da iki shRNA iceren RNAi vektorlerini
kargilagtirmiglardir. Akt2’ye hedeflenen multi-shRNA RNAi vektoriinlin insan over
karsinoma hiicrelerinde Akt2 ekpresyonunu giiclii bir sekilde downregiile ettigini
gostermislerdir. Multi-shRNA RNAi vektorlerinin gen susturma etkinligini artirmak
icin kullanilabilecegini Onermislerdir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz vektor
yapisinda her iki klonlama bolgesinde bulunan iki RNA polimeraz 111 promotoru ile her
iki gen icinde yiiksek diizeyde gen susturma etkinligi elde edilmistir. Elde edilen

sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

RNAi mekanizmas: multiple-turn bir enzim kompleksidir, aktive olur olmaz tek
bir RISC kompleksi RNA hedeflerinin bir¢ok kopyasini kesebilir ve bu 6zellik bir¢ok
hedefin ayn1 anda etkin olarak susturulmasini saglayabilir. Eger tretilen shRNA’lar
diisiik konsantrasyonlar1 nedeniyle ¢alismasi basarisiz olursa etkin susturmayi bagarmak
icin ayni plazmid i¢inde kombine edilerek RNAi kasetlerinin kopya sayist artirilabilir
(77). Calismamizda VEGF-A ve spesifik reseptorii VEGFR-2 kullanilmistir ve her iki
shRNA’nin ayn1 anda RNAi mekanizmasina girecegi teorik olarak diisliniilmiistiir. Bu
durumu destekleyen veriler protein ekspresyon caligmalari ile elde edilmistir. Hem
VEGF-A hem de VEGFR-2 protein ekspreyonlarina bakildiginda, her ikisinin birlikte
klonlandig1 vektoriin verildigi hiicrelerde hem VEGF-A hem de VEGFR-2 protein
ekspresyonlarinin etkin olarak baskilandig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar literatiir

ile uyumludur.
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Jazag ve ark. (77) basit restriksiyon enzimi ile olusturulan stabil RNAi teknigi ile
tek bir RNAi vektorii ile bir¢ok hedefi etkin olarak susturabilen bir vektor
gelistirmiglerdir. Transforming biiylime faktorii beta (TGF-P) yolaginda rol oynayan
Smadlarin (Smad2, Smad 3 ve Smad4) ayn1 anda susturulmasini bagarmislardir.
Boylece invazyon, yara iyilesmesi ve apoptozis gibi TGF-B bagimli hiicresel
fonksiyonlarda belirgin fenotipik degisiklikleri gozlemlemislerdir. Daha onceki
caligmalarda her bir siRNA ipligini ayr olarak eksprese eden ardarada dizili (tandem)
tip U6 promotorla siirdiiriilen siRNA vektorleri ile endojen gen ekspresyonu
baskilanmaktadir. Arastirmacilar bu c¢alismada, daha iyi baskilama o6zelligi oldugu
kanitlanan hairpin tip siRNA ekspresyon vektorlerini kullanmislardir. Béylece etkin ve

stabil olarak bir¢ok genin ayni anda susturulmasi saglanabilmistir.

Deng ve ark. (15) bir ya da daha fazla geni susturmak i¢in bircok siRNA’nin
ayni anda eksprese edilmesinin olusturacagi zorlugun iistesinden gelmek i¢in bir in vitro
rekombinasyon sistemi olan Gibson DNA assembly (GDA) kullanmislardir, GDA-
temelli pSOK sistemi ile birgok siRNA bolgesini (4 farkli sShRNA’y1 igeren) eksprese

eden tek bir vektor gelistirmislerdir.

Bazi mRNA’larin tek bir siRNA igeren vektor ile etkin olarak susturulmasi
zordur, bu durumda birka¢ shRNA ile tek bir mRNA igerisindeki bir¢ok bdlgenin
hedeflenmesi gereklidir.

Li ve ark. (78) tiimor hiicre biiylimesi ve proliferasyonunda etkin olan TNF
superailesinin bir iiyesi olan APRIL (a proliferation-inducing ligand) geninin farkli
bolgelerine hedeflenen dort farkli oligoniikleotid sekansini dort farkli promotora sahip
(mU6, hUe, h7SK ve hH1) pGenesil-T vektoriine klonlamiglardir. Dizayn ettikleri dort
farkl1 shRNA’y1 igeren vektoriin, her birini ayr1 ayr1 eksprese eden shRNA ekspresyon
plazmidlerine gore kolorektal kanserde tiimor gerilemesini ¢ok daha etkin olarak

baskiladigini tespit etmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, anjiogenezde 6nemli rol oynayan VEGF-A ve VEGFR-2 genlerine

hedeflenen shRNA’lar1 igeren tek bir RNAi-temelli vektor modifikasyonu yapmak ve

bu vektori kullanarak hiicrelerde RNAi etkisinin artirilmasi ve meme kanserinde ki

terapotik etkinliginin iyilestirilmesi amacglandi. Bu amagla;

1.

Anjiogenezde etkin olan bu iki gen (VEGF-A ve VEGFR-2) tek bir RNAI

vektoriine birlikte klonlanarak kalite kontrol ¢alismalar1 yapilda.

. Tekli ve ikili klonlanan gen susturma vektorleri meme kanser hiicrelerine

transfekte edildiklerinde hiicreye internalize olduklari gosterildi.

. Tekli ve ikili klonlanan gen susturma vektorleri meme kanser hiicrelerine

transfekte edildiklerinde gen susturma etkinlikleri protein diizeyinde
incelendi. Ozellikle MDA-MB-231 gibi metastatik meme kanser hiicresinde
hem VEGF-A hem de VEGFR-2 protein ekspresyonunun oénemli olglide
baskilandig1 gozlendi.

Ikili klonlanan vektdriin tekli klonlanan vektdrlere gore daha yiiksek gen

susturma aktivitesine sahip oldugu gosterildi.

. Zamana baglhi olarak gen susturma etkinliginin karsilastirilmasi

caligmalarinda 72 saat sonunda gen susturma etkinliginin 48 saate gére daha

yiiksek oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; c¢alismamiz, kanser tedavisinde farkli hedef genleri birlikte

baskilayan ¢oklu ShRNA vektor temelli RNAi teknolojisi stratejilerinin etkin olarak

kullanilabilecegini gostermistir. Bununla iligkili olarak, vektor temelli RNAi yaklagimi

kullanilarak insan kanserlerinde birgok genin ayni anda bloklanmasi kanser gen tedavisi

igin olduk¢a umut vericidir.
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26-28 Kasim 2018, Istanbul, Tiirkiye.

Ulusal kongre, sempozyum, panel, calistay (workshop) gibi bilimsel, sanatsal, mesleki
toplantilarda poster olarak sunulan, 6zet ve tam metin olarak yayimlanan bildiri

1. E.Salva, N.Ozkan, F. Cakalagaoglu. Hangi postfiksatif hangi trikrom? XVII. Ulusal
Patoloji Kongresi 1-6 Ekim 2004, Gaziantep

2. N.Ozkan, E.Salva, F. Cakalagaoglu. Daha az toksik alternatif doku takibi (On ¢alisma).
XVII. Ulusal Patoloji Kongresi 1-6 Ekim 2004, Gaziantep

3. N.Ozkan, E.Salva, F. Cakalagaoglu.Double-immunohistokimya. XVII. Ulusal Patoloji
Kongresi 1-6 Ekim 2004, Gaziantep

4. E. Salva, N. Ozkan, F. Cakalagaoglu, B.Uslu, S. Arbak. Apoptozis—Tunel. VIII. Ulusal
Histoloji ve Embriyoloji Kongresi 27-30 Haziran 2006, Malatya

5. E. Salva, N.Ozkan , F.Cakalagaoglu: Nigin Alkol Takibi VIII .Ulusal Histoloji ve
Embriyoloji Kongresi 27-30 Haziran 2006, Malatya

6. N.Ozkan, E. Salva, F.Cakalagaoglu. Parafine Gomiilmiis Dokularda In Situ Hibridizasyon-
Immiinohistokimya VIII .Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi 27-30 Haziran 2006,
Malatya

7. F. Cakalagaoglu, N. Ozkan, E. Salva. Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokullarinda
patoloji dersi ka¢ saat, ka¢ kredi. II. Ulusal Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokullari
Sempozyumu, 2-4 Eyliil, Izmir 2007.

8. E.Salva, N.Ozkan, F.Cakalagaoglu. Hangi Postfiksatif Hangi Trikrom. II. Ulusal Saglik
Hizmetleri Meslek Yiiksekokullart Sempozyumu, 2-4 Eyliil, izmir, 2007.

9. N. Ozkan, F. Cakalagaoglu, E. Salva. How is effect of the Tween20 in
immunohistochemistry. 17. Ulusal Patoloji Kongresi, 8-13 Eyliil, istanbul, 2007.

10. N. Ozkan, F Cakalagaoglu, B Tiiziiner, E Salva Bal formalin yerine gecebilir mi?.
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma giinleri 3-6 Kasim 2008, istanbul

11. N. Ozkan, E. Salva, K. Eken, A. Ozbek, F. Cakalagaoglu. Ogrenci gdziinden patoloji
laboratuvar programinda egitim ogretim. III.Ulusal Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokullari
Sempozyumu. 18-21 Haziran 2008, Van

12. S. Ozbas Turan, E.Salva, B.Enneli, J.Akbuga. Chitosan nanoparticles for nucleic acids
delivery ; in vitro studies. 5. Ulusal nanobilim ve Nanoteknoloji Kongresi. 8-12 Haziran 2009,
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Eskisehir

13. B. Uslu, S.Ozbas Turan, E.Salva, F. Ercan, J .Akbuga, S. Erbak. Kitozan DNA kompleks
ve nanopartikul formulasyonlarinin in vitro transfeksiyon etkinliginin arastirtlmasi. 19. Ulusal
Elektron Mikroskobi Kongresi, 22-25 Haziran 2009, Trabzon.

14. E.Salva, N.Ozkan, S.Alan, N.Erdogan, J.Akbuga. Meme kanserinde niikleik asit temelli
tedavide mast hiicre varligi. 20. Ulusal Patoloji Kongresi, 29 Eyliil-3Ekim, Eskisehir, 2010.
Turkish Journal of Pathology, cilt 26: 156, P-335, 2010.

Yiiriitiicii olarak yer alinan ve Ulusal kuruluslar tarafindan desteklenen proje (proje adi,
biitcesi ve destekleyen kurulus)

1. E. Salva, N. Ozkan, F. Cakalagaoglu, J.Akbuga.”’Molekiiler patolojik tekniklerde balli
fiksatif”> Marmara Universitesi Rektorliigii Arastirma Fonu (BAPKO) 2009-2012 (40.000 TL)
2. E. Salva, SO. Turan,. J. Akbuga.*’siRNA’nin Kitozan Temelli Tastyic1 Sistemler ile Insan
Meme Kanser Hiicrelerine Tasinmasi1” 2010 yili1 Novartis Farmasotik Teknoloji Proje Destegi,
2011- 2012 (15.000 TL)

3. E. Salva, S.O. Turan, J. Akbuga. > shRNA igeren kitozan nanoplekslerin in vitro stabilite
ve gen inhibisyon etkinliklerinin arastirilmas1”’, Indnii Universitesi Rektorliigii Arastirma Fonu
(BAP) 2012-2013 (24.500 TL)

4. E. Salva, S.O. Turan, S. Alan, J. Akbuga. “’Glomerulonefrit tedavisinde siRNA tasiyict
sistem olarak kitozan nanoplesklerinin kullanilmasi. TUBITAK, 3501 Kariyer Destek Projesi
2013-2016 (252.750 TL)

5. A. Kaymaz, E. Salva. shVEGF iceren kitozan nanoplekslerinin meme kanser hiicre
hatlarinda hiicre invazyonu, proliferasyonu ve koloni olusturma {izerine etkilerinin arastirilmasi.
TUBITAK, 2209-B lisans projesi, 2016 (2500 TL).

6. E. Salva, K. Kaban. Lentiviral vektorle NK hiicre manipiilasyonu ve eksozomlarinin meme
kanserinde etkinligi, Inénii Unv. BAP, Saglik-822 (07.12.2017- 19.10.2019) (50.000 TL)

7. E. Salva, K. Kaban, S. Alan, S.S. Karadagli, G. Kantarci, J. Akbuga. Bcl-2 Hedefli Sirna
Yiikli NK-Kaynakli Eksozomlarin Olusturulmast Ve Meme Kanserinde Etkinliginin
Arastirilmasi, TUBITAK, 1001, 2018 (2018-2021) (360.000 TL)

Arastirmaci olarak yer alinan ve Ulusal kuruluslar tarafindan desteklenen proje (proje

ady, biitcesi ve destekleyen kurulus)

1. F. Cakalagaoglu, E.Salva ‘’Anti Thyl glomerulonefrit deneysel modelinde Tacrolimus
toksisitesinin immunohistokimyasal ve elektron mikroskop ile arastirilmasi’> Marmara
Universitesi Rektorliigii Arastirma fonu (BAPKO) 2003-2005 (10.000 TL)

2. E.Salva, J. Akbuga. “’siRNA i¢in uygun tasiyici sistem gelistirilmesi; in vitro ve in vivo
calismalar’” Marmara Universitesi Rektorliigii Arastirma fonu (BAPKO) 2006-2009 (20.000
TL).

3. E.Salva, J. Akbuga. > GM-CSF kodlayan gen tastyici sistemler’” TUBITAK (1002-b Hizli
destek) 2006-2008, (20.000 TL).

4. E. Salva, J.Akbuga. “’Kanser tedavisinde siRNA uygulamalari i¢in tasiyici sistem
gelistirilmesi’’, Tiirk Kanser Arastirma ve Savas kurumu, 2007-2010 (15.000 TL).

5. A.D.Sezer, S.Ozbas Turan, E. Salva, J.Akbuga. “’Gen tastyic1 nanopartikiiler sistem
gelistirilmesi’> Marmara Universitesi Rektorliigii Arastirma Fonu (BAPKO) 2009-2011
(100.000 TL).

6. J.Akbuga, SO.Turan, E. Salva, N. Ozkan, L.Kabasakal. “PDGF-D ve PDGF-R
siRNA:kitozan temelli sistemlerin sican meme kanseri modelinde etkinliginin aragtirilmasi’’
Marmara Universitesi Rektorliigii Arastirma fonu (BAPKO) 2012-2017 (50.000 TL)

7. M.S. Kaynak, E. Salva, S. Giinal, M. Genes, U. Kayabas. Brucella enfeksiyonlarinin tedavi
edilmesinde kullanmilmak {izere antibiyotik iceren kati lipid partikiillerin gelistirilmesi ve
karakterizasyonu, Inonii Unv. BAP 2012- 2016 (19.000 TL)

8. E. Salva, E. Yesilada. iki farkli gene (VEGF-A ve VEGFR-2) 6zgii ShARNA igeren vektor
tasarim1 ve bunun meme kanserinde gen susturma etkinliginin arastirilmasi, inénii Unv. BAP
2016-2018 (17.000 TL).
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9. S. Uniivar, E. Salva, R. Melekoglu. Guanozin Trifosfat Yolaginda Tetrahidrobiyopterin
Bagimli Nitrik Oksit Diizeylerindeki Degisikliklerin Gestasyonel Diabetes Mellitusta
Degerlendirilmesi. Inénii Unv. BAP, Saglik-1103, (09.05.2018-11.05.2020) (50.000 TL)

10. U. Ozgen, M. Badem, S.O. Sener, N. Korkmaz, S. Akkaya, R. Aliyazicioglu, S. Yildirnus,
E. Salva, K. Kaban, A.K. Sengiil, A. Kandemir. Baz1 Barbarea Tiirleri Uzerinde Biyolojik
Aktivite Calismalar1 ve Fitokimyasal Calismalar. Karadeniz Teknik Unv. BAP, Saglik,
(09.03.2018-)

11. SO.Turan, E. Salva, C. Ekentok, Canak T. Meme kanser hiicreleri ve meme kanser kok
hiicrelerinde gen tedavisi: VEGF’in kitozan/CRISPR-Cas9/protamin nanopleksleri ile
baskilanmas1 TUBITAK, 3001 (2018), (60.000 TL).

Ulusal ve Uluslararasi bilimsel, sanatsal, mesleki nitelikli odiil

Terry Fox Kanser Arastirma Proje Grant, 2007

TUBITAK Yayin Tesvik Odiilii, 2010, 2011, 2012

Bildiri Birincilik Odiilii, Akademik Geriartri Kongresi, KKTC, 26-30 Mayis 2010

Marmara Universitesi Yaym Tesvik Odiilii, Istanbul, 17 Aralik 2010

2010 y1l1 Novartis Farmasotik Teknoloji Proje Destek Odiilii, 14 Nisan 2011

En iyi poster 6diill, Perspectives in Cell and Gene Based Medicines, 15-17 Mart 2012,

Frankfurt, Almanya.

7. Poster 2.’lik 6diilii. B. Ozkavak, A. Ozkan, C. Ekentok, E. Salva, S. Ozbas-Turan In Vitro
Studies on Inhibition of Chitosan / SiRNA Nanoplexes and Mammaglobin Gene Expression
in Breast Cancer Cell Lines. Uluslararas1 ivek Bio Kongresi, 26-28 Kasim 2018, istanbul,
Tiirkiye.

U~ wd P

Dinleyici olarak katildig: bilimsel toplantilar ve kurslar:

20-24 Nisan 1999, The First International Biosciences Days, Antalya

19-20 Mayis 1999, Experimental Research Workshop, Kayseri

3-6 Mayis 2000, IV.Ulusal Prenatal Tam ve Tibbi Genetik Kongresi, izmir

17 Nisan 2004, Patolojide Temel Histopatolojik Laboratuar Teknikleri, istanbul

15-21 Agustos 2004, Biyoinformatik-1II, Lisansiistii Yaz Okulu, Istanbul

12-15 Eylil 2004, 12. International Pharmaceutical Technology Symposium, (IPTS)

Istanbul

2-3 Ekim 2004, Patoloji Teknik Elemanlar Uydu Toplantisi, Gaziantep

3-6 Ekim 2004, 17. Ulusal Patoloji Sempozyumu, Gaziantep

26 Ekim 2004, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvam Kullammi ve Etik

Yaklagim, <’Deney Hayvanlar1 Kullanma Sertifikas1’* Istanbul

10. 16-19 Nisan 2005, 1. Ulusal Molekiiler Tip Kongresi, Istanbul

11. 16-19 Nisan 2005, 1. Ulusal Molekiiler Tip Kongresi, ‘’Proteomik Kursu’’, [stanbul

12. 16-19 Nisan 2005, 1. Ulusal Molekiiler Tip Kongresi ‘’Reprodiiktif Tip ve Real-Time PCR
Klinik Uygulamas1 Kursu”’, Istanbul

13. 9-13 Mayis 2005, TUBITAK, Ileri Molekiiler Hiicre Biyolojisi Teknikleri Uygulamali
Egitim Kursu- Gebze, Kocaeli

14. 25 Nisan 2006, Mikroskopi Semineri, Istanbul

15. 24-29 Haziran 2006, Federation of European Biochemical Socities, Istanbul

16. 27-30 Haziran 2006, VI1II. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, Malatya

17. 08-09 Kasim 2007, “’Uygulamali RNA Interferans Kursu’’, Ankara Universitesi,
Biyoteknoloji Enstitiisii, Ankara

18. 22-26 Aralik 2008, Egitim Becerileri Kursu, Marmara Universitesi Saghk Hizmetleri
Meslek Yiiksekokulu, Istanbul.

Sk wnE

© o~

19. 5-8 Mayis 2009, “’Stem Cells:From analysis to clinical applications”. IlI. International
Congress of Molecular Medicine. Istanbul
20. 5-8 Mayis 2009, “’Genetics and Statistics, Quality Control’’. Ill. International Congress of

Molecular Medicine. Istanbul
21. 3-4 Nisan 2009, 4. Ulusal Kanserli Hastalar Kongresi, Ankara.
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22.
23.

24,
25.
26.
27.
28.

29.
30.

20 Kasim 2009, Nanofarmasotik: Geligsmeler ve Uygulamalar, Gazi Universitesi, Ankara
13-16 Ocak 2010, Workshop on Current Trends in Molecular Nanobiosciences. Bilkent
Universitesi, Ankara

5 Mart 2010, 1. K6k Hiicre Sempozyumu. Marmara Universitesi, Istanbul.

9 Subat 2011, Mezenkimal Kok Hiicre Kursu. Izmir ileri teknoloji Enstitiisii, Izmir.

10-13 Subat 2011, II. Ulusal Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi, izmir.

23 Aralik 2011, 2. Kok Hiicre Sempozyumu, Marmara Universitesi, Istanbul.

Nanocarriers for gene silencing therapeutics workshop, 24-28 Haziran 2013, Aarhus
University, Denmark.

Virus vectors and the gene therapy workshop, 19-22 Mart 2014, Ulm, Almanya.

Spring School-ESGCT, 20-22 Nisan 2016, Hannover, Almanya
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EK 2. ETIK KURUL YAZISI

13 Nisan 2013 tarihli ve 28617 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan "Klinik
Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik™ geregince bu tez ¢alismasinda etik kurul onayma

gerek yoktur.

Prof.Dr.Elif YESILADA
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