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Hiicresel Prion proteini (PrP®), embriyogenezin erken safhalarinda ifade
edilmeye baglanan bir hiicre ylizey proteindir. Merkezi sinir sistemi hiicreleri ve
lenfoid dokularda en ¢ok ifade edilen bu protein bir¢cok rolde gorev almasina ragmen
bir¢ok islevi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Diger yandan, yapilan caligsmalar
PrP® nin kanser hiicrelerinde de yiiksek seviyede ifade edildigini gostermekte, sag
kalim ve c¢oklu ilaca direnglilik (MDR) mekanizmalarinda rol aldigi One
siiriilmektedir. PrP¢, kanser hiicrelerinde gosterdigi islevler nedeniyle ilgi odagi olmus
ve programli hiicre 6liimii ve ¢oklu ilaca diren¢ mekanizmalarindaki rolii nedeniyle
yeni tedavi yaklagimlari ig¢in potansiyel bir hedef haline gelmistir. Bu ¢alismanin
amaci, kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) hiicre hatlarinda (H69) ve bunun ilaca
direncli formunda (H69AR) PrP¢ ifadelenmesi ile programlanmis hiicre oliimii
arasindaki iliskileri belirlemektir.

Bu ¢alismada, PrP®’nin programlanmis hiicre 6liimii ve ¢oklu ilaca direng
mekanizmalari tizerindeki rollerini belirlemek amaciyla her iki hiicre hattindan kontrol
grubu, PrP® siRNA uygulanmis grup, Doksorubisin uygulanmis grup ve PrP¢
siRNA+Doksorubisin uygulanmis grup olmak iizere dort grup olusturulmus ve Prnp,
Bax, Becnl, CD44 genlerinin ekspresyon diizeyleri qRT-PCR (kantitatif Gergek
Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile aragtirtlmistir. H69 hiicre hattinda
PrP’nin SIRNA ile baskilanmasi sonucunda CD44 ifadelenme diizeylerinde artis
oldugu gozlenmistir (p<0,05). HG9AR hiicre hattinda ise PrP¢ baskilanmasi sonucu
Becnl ve CD44 ifadelenme diizeylerinde goézlenen artisin yani sira Doksorubisin
uygulanmis grupta Prnp ifadelenmesi de 6nemli derecede artmistir (p<0,05). Ancak,
PrPC siRNA ve PrP® siRNA+Doksorubisin gruplariin Prnp diizeylerinde anlaml1 bir
degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Elde ettigimiz bulgular ile, Prnp ifadelenmesinin H69 hiicre hattinda CD44 ile
iliski halinde oldugunu ve H69AR hiicre hattinda otofaji ve ilag direngliligi ile 6nemli
Olciide yakindan iligkili oldugu sonucuna vardik. Sonug olarak, MDR fenotipli kiigiik
hiicreli akciger kanserlerinin tedavisinde, PrP®’nin baskilanmasi ile es zamanl
uygulanan kemoterapinin etkin bir tedavi yontemi olacagi kanisindayiz.
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Anahtar Kelimeler: PrP¢, Kanser, KHAK, Coklu Ilaca Direng, Programli hiicre
6liimii, qRT-PCR
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Investigation of Cell Death Markers with gRT-PCR Method in PrP¢ Expression
Supressed H69 and H69AR Cell Lines

Hayrettin KADINSAH

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Erdal BALCAN

Cellular Prion protein (PrP°) is a cell surface protein which is expressed in
early stages of embryogenesis. PrP, is the most expressed protein in the central
nervous system cells and lymphoid tissues and it’s involved in many roles. However,
many of its functions have not yet been fully elucidated. On the other hand, studies
have shown that PrP€ is expressed at a high level in cancer cells, and suggests, that it
plays a role in cell survival and multidrug resistance (MDR) mechanisms. PrP° has
become a centre of interest due to its functions in cancer cells and has become a
potential target for new therapeutic approaches due to its role in programmed cell death
and multi drug resistance mechanisms. The purpose of this study is to determine the
interactions between PrP¢ expression and programmed cell death in small cell lung
carcinoma (SCLC) cell line (H69) an its MDR phenotype (H69AR).

To determine the roles of PrP® in programmed cell death and multidrug
resistance mechanisms, four groups have been designed in both of two cell lines
including control, PrP® siRNA treated group, Doxorubicin treated group and PrP°¢
siRNA+Doxorubicin treated group, and the expression levels of Prnp, Bax, Becnl and
CD44 were observed with qRT-PCR (quantitative Real Time Polymerase Chain
Reaction) method. Increased expression of CD44 were observed as a result of the
suppression of PrPC with siRNA in the H69 cell line (p<0,05). In the H69AR cell line,
the increase in the expression of Becnl and CD44 were observed in the PrP¢ siRNA
treated group, as well as the expression of Prnp in the Doxorubicin treated group
increased significantly (p<0,05). However, no significant change was detected in Prnp
levels in the groups PrP® siRNA and PrP¢ siRNA+Doxorubicin (p>0,05).

Our findings suggest that Prnp expression is associated with CD44 in the H69
cell line and it’s significantly related to autophagy and drug resistance in the HGOAR
cell line. In conclusion we propose that, in the small cell lung cancers with the MDR
phenotype, concurrent treatment with chemotherapy and Prnp downregulation will be
an effective treatment method

Keywords: PrP¢, Cancer, SCLC, Multi Drug Resistance, Programmed cell death,
gRT-PCR

2019, 64 pages



1. GIRIS

Kanser, giinlimiizde bulasic1 olmayan hastaliklar igerisinde 6liime neden olan
hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir [1]. 2018 yilinda diinya ¢apinda
yaklastk 17 milyon yeni vakanin ve 9 milyon Olimiin gergeklestigi tahmin
edilmektedir [2]. Doku ve organlardaki hiicre popiilasyon dengesinin bozulmasi ve
kontrolsiiz ¢ogalma sonucunda tiimor olusumunun altinda yatan sebeplerin basinda
hiicrelerde, hiicre 6liimii ve boliinme hizi gibi islevlerden sorumlu olan genlerde
meydana gelen mutasyonlar yer almaktadir. Béylece 6liimden kagan hiicreler zamanla
kanserlesmeye neden olabilir [3]. Bu siirecte en onemli mekanizmalardan biri ise hiicre
cogalmasi ve olimii arasindaki dengeyi saglayan programli hiicre 6limiidiir [4] ve
kanserlesmeye giden yolda bu kontrol mekanizmasindan kagis 6nemli bir gelismedir
[5]. Apoptozis, otofaji ve nekrozis olarak iig tipe ayrilan programli hiicre 6liimlerinin
inhibe edilmesi ile kanser hiicreleri yagsamaya ve ¢ogalmaya devam eder [6]. Ayrica,
coklu ilag¢ direngliligin kazanilmasinda hiicre 6liimiiniin inhibe edilmesi de 6nemli bir

rol oynamaktadir.

Prion proteini, timor olusumu sirasinda hiicre adezyonu, gog, ¢cogalma ve
farklilagma gibi bir¢ok igleve sahip olmasinin yani sira, programli hiicre 6liimii ve ilag
direngliligi mekanizmalarinda da oldukga etkin bir rol oynamaktadir [7]. Genel olarak,
kanser hiicrelerinde strese karsi koruma, apoptosizin baskilanmasi ve otofajinin
diizenlenmesi [8-10] gibi ana islevlere sahip olan Prion proteini, kanser hiicrelerinin
sagkaliminda biiylik bir yer tutar. Bu sebeple Prion proteini yeni tedaviler icin
potansiyel bir hedef haline gelmistir. Diinyada en ¢ok rastlanilan kanser tiirlerinden
biri olan [11] akciger kanserinin bir kategorisinden olan kiigiik hiicreli akciger
karsinomu, hizli metastatik aktivite ve zor tedavi ile karakterizedir [11-13]. Ancak,
giinlimiizde kiigiik hiicreli akciger karsinomlarinda Prion proteinin islevleri hakkinda
yeterli bir bilgi mevcut degildir. Calismamizda, bu eksikligi gidermek amaciyla, kii¢iik
hiicreli akciger karsinomu olan H69 ve bunun ¢oklu ilaca direng fenotipine sahip olan
formu H69AR hiicre hatti {izerinde Prion proteini geni olan Prnp ile hiicre 6limii
belirte¢lerinden olan Bax ve Becnl’in yani sira ¢oklu ilaca direnglilik ile iliskili olan

CD44 arasindaki iligkilerinin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

Kanser, diinya saglik orgiitiiniin (WHO) verilerine gére bulasici olmayan
hastaliklar arasinda 30 ve 70 yas arasi oliimlerin ikincil énemli (NCD o6liimlerinin
%27’s1) nedenini olusturmaktadir [1]. Kanserin rastlanma siklig1 ve mortalitesi tiim
diinyada hizli bir artis gostermektedir. Bunun ardindaki sebepler karmasik olsa da
yaslanma ve popiilasyonun artmasi ile birlikte sosyoekonomik gelisime bagli olarak
kanser ana risk faktorlerinin yayginligi ve dagiliminin degismesidir [14,15]. 2018
yilinda diinya ¢apinda 17 milyon yeni vaka ve 9 milyon 6liimiin gergeklestigi tahmin
edilmektedir [2].

Kanser, karsinogenez ve tiimdrigenez adi verilen birtakim siirecler sonrasinda
meydana gelir. Yetiskin bir insan, doku ve organlarin tazelenmesi i¢in boliiniip
farklilagsmasi gereken hiicreler barindirir. Bu boliinme ve yenilenme yetenegine sahip
hiicreler kék hiicre olarak bilinir ve her giin yaklasik 102 kez béliinebilirler. Ayni
zamanda, normalde diisiik seviyelerde boliinmeye sahip dokularda travma ya da
enfeksiyon benzeri etmenler sonucunda boliinme hizi artar. Doku ya da organlarda bu
hiicre popiilasyon dengesini saglayan hiicre boliinmesi ve 6limii birtakim molekiiler
mekanizmalar ile sikica kontrol edilir. Bu popiilasyon dengesini bozan herhangi bir
faktor ya da faktorler nesiller sonra, bulundugu doku ya da organdan ayri bir hiicre

toplulugu olarak degerlendirilen, tiimdr olusumuna yol agar.

Karsinojenik siirecte, tek bir hiicrenin 6liim ve bdliinme oranlarinda degisime
yol acan faktorlerin basinda hiicre boliinmesi ve apoptosizin kontroliinden sorumlu
genlerde meydana gelen mutasyonlar gelmektedir. Homeostatik siire¢lerden kagmayi
basaran mutasyonlar hiicreyi kanserlesmeye siiriikler. Bu mutasyonlar onkogenlerde
meydana gelen, protein aktivitesini arttiran mutasyonlar ya da timor baskilayic
genlerde meydana gelen, gen fonksiyonunu inaktive eden mutasyonlar olmak iizere iki

temel gruba ayrilir [3].

2.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinya genelinde birkag on yildir en sik rastlanilan kanser
vakalarindandir. Ayn1 zamanda 2012 yilinda kanser nedeni ile 6liimlerin yaklasik
%19,4’tinti olusturmaktadir. Son birkag on yillik siire¢ igerisinde akciger kanserinin

tanisinda ve mortalitesinde 6nemli bir artis olmasina karsin bu kadar ciddi bir vakaya



karsilik bu hastaligin tedavisinde ayni oranda gelisme saglanamamistir [11]. Yarim
yiizyildan fazla bir siiredir sigara tiiketimi, akciger kanserinin oncelikli nedenleri
arasinda sayilmaktadir. Oyle ki, sigara igmek akciger kanseri vakalarmmn yaklasik
%85’inden sorumludur [11]. Diger nedenler arasinda ise pasif sigara i¢iciligi, asbest,
nikel, krom ve arsenik gibi etkenlere maruz kalma, radon gaz1 ve radyasyona maruz

kalma ile hava kirliligi sayilabilir [16].

Histolojik olarak akciger kanseri, skuamdz hiicreli, kii¢iikk hiicreli,
adenokarsinoma ve biiyiik hiicreli karsinoma olmak {izere dort kategoriye
ayrilmaktadir. Sigara icme ile bu tipler arasindaki en giiclii istatiksel iliski skuamoz ve
kii¢iik hiicreli karsinoma iledir ve neredeyse yalnizca sigara igenlerde gézlenir [11].
Bu dort kategori, iki ana histolojik grup olan kiiciik hiicreli akciger karsinomu (Small
Cell Lung Carsinoma, SCLC) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu (Non-
Small Cell Lung Carsinoma, NSCLC) altinda smiflandirilir. Molekiiler diizeyde,
akciger kanserinde en sik rastlanilan somatik ve epigenetik degisimler TP53
mutasyonlari, KRAS ya da EGRF mutasyonlari ve CDKN2A/ARF/RB1 yolagindaki
degisimlerdir [17].

2.1.1 Kiigiik Hiicreli Akciger Karsinomu (KHAK)

KHAK, akciger kanserlerinin %14’{inii olusturur ve 2015 yilinda néroendokrin
tiimor kategorisinin bir alt tipi olarak yeniden siniflandirilmistir. Genellikle {ist brong
duvarlarinda meydana gelir [11] ve néroendokrin prekursor hiicrelerden kdkenlenir
[17]. KHAK, hizla yayilarak metastatik evreye erken sathalarda ulasir ve genellikle
beyni, karacigeri, kemigi (ve kemik iligini) ve adrenal bezleri etkiler. KHAK’1 diger
akciger karsinom kategorilerinden ayiran en 6nemli 6zelligi ise bunlar arasinda en koti

prognozu vermesine neden olan erken metastaza olan egilimdir [11].

KHAK’de molekiiler diizeyde gbzlenen en 6nemli degisimler, TP53, RBI,
BCL2 ve PI3K yolaginin yan1 sira MYC ve NOTCH ailesinde gozlenen yiiksek
orandaki aktivasyonu veya inaktive edici mutasyonlardir [18,19]. RB1 ve TP53 tiimor
baskilayici genlerindeki islev kayiplart KHAK vakalarinin sirastyla %65 ve %90’ inda
gozlenirken NOTCH ailesi ise vakalarin %25’inde degisime ugramistir [20]. PI3K
yolaginda inhibitor olan PTEN’in ise KHOAK’lerde normal olarak bulundugu ancak
KHAK vakalarinin énemli bir kisminda bulunmadigr tespit edilmistir [21]. Bir diger



onemli degisim ise anti-apoptotik protein olan BCL2 ifadelenmesinin KHAK
vakalarinin %75-901nda tespit edilmesidir [18].

Son yillarda KHAK’nin standart kemoterapi (platin-etoposit) tedavileri ve
sagkalim siirelerinde dnemli bir degisim gergeklesmemistir [13]. KHAK nin yiiksek
metastatik potansiyeli ve tedaviye sinirli yanit vermesi bu sebeplerden biridir [17].
Erken safhalarda kemoterapi ve radyoterapiye gorece iyi bir yanit verse de ilerleyen
sathalarda ancak 6 aylik bir sag kalim yakalanabilmistir [12]. Gliniimiize kadar olan
caligmalarla ise potansiyel tedavi hedefleri olabilecek genetik degisimler ve sinyal
yolaklar1 tespit edilmistir. Gelecek vaat eden bu hedeflerden bazilar1t NOTCH, PI3K
ve Aurora kinaz yolaklar1 ile anti FGRF ailesi, HSP90 ve PARP1’dir [22].
KHAK’lerde en iyi bilinen anti-apoptotik BCL-2’nin inhibe edilmesi hedeflense de
heniiz tatmin edici sonuglar alinamamistir [22]. Birgok tiimor ¢esidinde ¢oklu ilag
direncinden sorumlu bu proteinin ekspresyonu ODN araciligi ile susturuldugunda

kemoterapiye kars1 hassaslastigi gésterilmistir [23].

2.2 Programh Hiicre Oliimii

Programli hiicre 6liimii (PHO), hiicrelerin elenmesi i¢in izlenilen segici bir
stiregtir. Embriyonik safhada nihai morfolojik sekle ulagsmak i¢in kullanilmasinin yani
sira dokularin yenilenmesi ve stabilitesi igin gerekli olan hiicre ¢ogalmasi ve 6liimii
arasindaki dengenin kurulmasini da saglar [4]. PHO, morfolojik olarak apoptozis,
otofaji ve nekrozis olmak {izere ii¢ tipte gozlenmistir. Apoptozis, g¢ekirdegin
pargalanmasi ve hiicre yiizeyinde gézlenen tomurcuklanmalar ile karakterizedir [6].
Eriskinlerde doku i¢indeki dengeden ve hasarli hiicrelerin elenmesinden sorumludur
[24]. Otofaji, oOzellikle hiicresel aglik durumlarinda vakuoller araciligi ile
kullanilmayan hiicresel bilesenler ve organellerin kaldirilmasi ile karakterizedir [6].
Ancak, normal sartlarda hiicre i¢inde enerjinin geri doniisimiinde rol alir [25].

Nekrozis, hiicre zar biitiinligiiniin bozulmasi ve ¢ekirdegin erimesi ile kendini gosterir

[6].

2.2.1 Apoptozis

Programlanmus, hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptozis (Antik Yunanca
sonbaharda yapraklarin dokiilmesi), ¢ok hiicreli hayvanlarin gelisim siirecindeki organ

sekillenmesinde ve ergin siirecte dokulardaki hiicre sayisinin sabit tutulmasini



saglayan onemli bir fizyolojik olaydir [26] ve kaspaz aracili dis (extrinsic) ya da i¢
(intrinsic) yolaklar ile aktive edilir (Sekil 2.1). Kaspaz aktivitesi, apoptozisin

karakteristik ~ Ozellikleri olan kromatin  yogunlasmasi ve hiicre zarmin

tomurcuklanmasindan sorumludur. Kaspazlarin bu tersinmez aktivitesi dis ve i¢

apoptotik yolaklarin nihai sonucudur [27].
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Sekil 2.1: Dis ve i¢ apoptotik yolaklarmm o6zet gosterimi ([28] numarali kaynaktan degistirilerek
alimugtir).

Dis apoptotik yolak, hiicre 6liim ligandlari olan TRAIL, TNF ve FasL’nin
reseptorleri DR5, TNFR ve Fas’a baglanmasi ile baglar. Bu 6liim reseptorleri TRADD
ve FADD gibi adaptor proteinlerin baglandigi DD (Death Domain) adinda bir
intraselliiler domain igerirler [29]. Ligand reseptore baglandiktan sonra bu ligand,
reseptOr ve adaptor protein’in yer aldigi DISC kompleksi meydana gelir. Bu kompleks,
pro-kaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspaz 8’in asagi yolaktaki kaspazlar1 aktive etmesine

olanak verir [28].

I¢ apoptotik yolak, Bcl-2 ailesine ait, bir kism1 pro-apoptotik (Bax, Bad, Bid
vs.) bir kism1 da anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1 vs.) olan, bir grup protein ile



kontrol edilir [28]. I¢ yolak, genetik hasar, hipoksi, yiiksek sitozolik Ca2*
konsantrasyonu ve oksidatif stres ile baglatilabilir. Uyaran alindiginda mitokondri dis
zar gegirgenligi artar ve pro-apoptotik protein olan sitokrom ¢, Smac, DIABLO ve
Omi/HtrA2 sitoplazmaya salinir. Sitokrom c'min salinimi, sitokrom c, Apaf-1 ve
kaspaz 9'dan olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusumu yoluyla
kaspaz 3'i aktive eder. Diger yandan, Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, bir kaspaz
inhibitori ailesi olan 1AP'lara baglanarak kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu tesvik
eder [30]. D1s ve i¢ yolaklarla aktive edilen kaspazlar daha sonra apoptozisin kromatin
yogunlagmasi, ¢ekirdegin yikilmasi ve zarda tomurcuklanmalar gibi Karakteristik

ozelliklerinden sorumlu bir¢ok yolag aktive eder.

2.2.2 Otofaji

Otofaji, tim Okaryotlarda korunmus olan bir hiicresel bozunma ve geri
doniistim siirecidir. Memeli hiicrelerinde, mikrootofafi, makrootofaji ve saperon
aracili otofaji olmak lizere {i¢ tip otofaji vardir [25]. Mikrootofaji sirasinda lizozom
membraninin ¢ikint1 ya da girinti olusturmasiyla kargo yakalanir [31]. Saperon aracili
otofaji sirasinda saperonlar 6zel bir pentapeptid motif tasiyan kargo proteinleri tanir
ve bunlari birincil yapiya indirgeyerek lizozom igine transloke eder [32]. Makrootoji,
cift zarl vezikiillerin (otofagozom) de novo sentezi ile kargoyu ayirir ve lizozoma
aktarir. Makrootofaji siirekli diisiik seviyede meydana gelir ve besin ve enerji kitligi
gibi stres sartlarinda indiiklenebilir. Boylece, sitoplazmik materyaller, biyosentez ya
da enerji tretim siireglerinde kullanilabilen, metabolitlere indirgenir ve hiicrenin

sagkalimi saglanir (Sekil 2.2) [33].
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Sekil 2.2: Otofaji asamalar1. (a) Farkli otofaji tiirleri. LC3-1I, Atg5/Atg7'ye bagh otofajinin bir belirteci
iken, Rab-9, Atg5/Atg7'ye bagl otofajinin bir belirtecidir. (b) Baglatma, mTOR tarafindan inhibe edilen
ULK1 ve ULK2 komplekslerinin aktivasyonu ile saglanir. (¢) Cekirdeklenme Beclinl-Vps34-Vpsl15
cekirdek komplekslerine ve diger proteinlere bagimlidir. (d) Fagaforun genislemesine, ATG16L
kompleksinin birlestirilmesini ve LC3-II’nin islenmesini destekleyen iki ubikitin benzeri konjugasyon
sistemi aracilik eder (PE: fosfatidiletanolamin). (e) Olgunlagma, LC3-Il, Beclinl, lizozomal membran
proteinleri LAMP-1 ve LAMP-2, GTP baglayict protein RAB7, ATPaz SKDI, hiicre iskeleti,
lizozomlarin pH"1 ve muhtemelen presenilin 1 (PS1) ile desteklenir. (f) Otofajik lizozom reformasyon
(ALR) dongiisii. mTOR sinyalleri, otofajinin baslatilmasi sirasinda inhibe edilir, ancak uzun siiren kitlik
ile yeniden etkinlestirilir. mTOR'un yeniden aktivasyonu, otofajiye bagimlidir ve otolizozomal
iirtinlerin bozunmasini gerektirir. Artan mTOR aktivitesi, otofajiyi hafifletir ve otolizozomlardan ¢ikan
ve sonucta fonksiyonel lizozomlara olgunlasan proto-lizozomal tiibiiller ve vezikiiller olusturur ve
boylece hiicre igindeki lizozomlarin tam komplemanmi geri kazanir ([34] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmistir).



2.2.3 Programh Hiicre Oliimii ve Kanserdeki Rolii

Hiicre 6liimiinden kag1s, kanserlesmeye giden yolda 6nemli bir gelismedir [5].
Azalmis apoptozis veya direnci karsinogenezde hayati bir rol oynar. Malign bir
hiicrenin apoptozisde azalma veya apoptozis direnci kazanabilecegi bir¢ok yol vardir.
Apoptozisden kagisin meydana geldigi mekanizmalar genel olarak 1) pro-apoptotik ve
anti-apoptotik proteinlerin bozulmus dengesi, 2) azalmis kaspaz fonksiyonu ve 3)

bozulmus 6liim reseptdrii sinyallemesidir (Sekil 2.3) [28].
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Sekil 2.3: Diizensiz apoptozis ve kanserlesmeye neden olan etmenler ([28] numarali kaynaktan
degistirilerek alinmustir).

Hiicre oliimiiniin diizenlenmesi pro ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesine ait
proteinlerin orani ile saglanir. Bu genlerin asir1 ya da diisiik ifadelenmesi, apoptozisi
azaltarak Kkarsinogeneze katkida bulunur [35]. Islevleri ve Bcl-2 homoloji (BH)
bolgelerine gore Bcl-2 aile liyeleri li¢ gruba ayrilir. Birinci grup, dért BH bolgesinin
tamamin1 igeren anti-apoptotik proteinlerdir ve hiicreyi apoptotik uyaricilardan
korurlar. ikinci grup sadece-BH-3 proteinlerinden olusur. DNA hasari, biiyiime
faktorii yoksunlugu ve endoplazmik retikulum stresi gibi durumlarda aktive olurlar.
Ucgiincii grubun iiyeleri dért BH alaninin tiimiinii icerir ve pro-apoptotiktir (Sekil 2.3)

[36]. Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik {iiyelerinin dengesinde bir



bozulma apoptozisde diizensizlikle sonuglanir. Apoptozisin baslatilmasinda ve
yiirlitilmesinde 6nemli bir rol oynayan kaspazlarin diisiik seviyeleri veya kaspaz
fonksiyonundaki bozulma apoptotik azalmaya ve karsinogeneze yol agabilir [28].
Olim ligandlar1, 6liim domainleri (DD) bulundurmayan &liim reseptdrlerine
baglanabilir ve bu durumda sinyal kaskad:i baslatilamaz [37]. Reseptoriin azalan
ekspresyonu veya reseptér fonksiyonunun bozulmasinin yanmi sira, Oliim

sinyallerindeki azalma da apoptozisin diizensizlesmesine katkida bulunur [28].

Otofaji, hiicrelerin ribozomlar ve mitokondri gibi hiicresel organelleri
parcalamalarini saglar ve sonugta ortaya ¢ikan katabolitlerin geri doniistiiriilmesini ve
bdylece biyosentez ve enerji metabolizmasi i¢in kullanilmasini saglar. Bu sekilde,
bir¢ok kanser hiicresinin yasadigi stresli ve besinin sinirli oldugu ortamlarda hayatta
kalmay1 destekleyen diisiikk molekiiler agirlikli metabolitler tiretilir [5]. Ancak otofaji,
sagkalimin yani sira hiicre 6liimiine de sebep olabilir. Sagkalim ve 6liim arasindaki bu
ikilemin otofajinin kapsami ve siiresi ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [38].
Becnl geninin veya otofajinin diger bazi bilesenlerinin etkisizlestirilmis alellerini
tasiyan farelerde kansere karsi duyarliligin arttigi gézlenmistir [39,40]. Bu sonuglar,
otofajinin, apoptozis ile bagimsiz veya birlikte ¢alisabilen tiimoérigeneze karsi bir engel
gorevi gorebilecegini gostermektedir [5]. Ayn1 zamanda, kitlik, radyoterapi ve bazi
sitotoksik ilaglar, bu stres indiikleyici durumlarda hiicre 6limiine sebep olmaktan
ziyade, kanser hiicreleri i¢in sitoprotektif olan yiiksek diizeyde otofaji meydana
getirebilir [40-42]. Dahasu, agir1 stres altindaki kanser hiicrelerinin, otofaji yoluyla geri
doniistimlii bir uyku hali durumuna ¢ekildigi gosterilmistir. Bu sagkalim tepkisi, gii¢lii
antikanser ajanlarla tedaviyi takiben bazi ge¢ evre tiimorlerin kaliciligmi ve

nihayetinde yeniden biiylimesini saglayabilir [40,43].

2.3 Doksorubisin

Doksorubisin (Sekil 2.4), ilk olarak, 1969 yilinda Streptomyces peucetius
kiiltiriinden izole edilmistir [44]. Tek basina veya diger ajanlarla kombinasyon halinde
verilen en giiglii anti-neoplastik ilaglardan biridir ve smifinin en genis aktivite
spektrumuna sahip bilesigidir [45]. Buna karsin, yiiksek kardiyotoksisite gdstermesi
bu ajanin kullanimini1 biiyiik 6lgiide sinirlamaktadir [46]. Doksorubisin’in kanser
hiicreleri {izerindeki etki mekanizmasi, malign hiicrelere pasif difiizyonuyla baslar.

Hiicre i¢inde, bir yar1 kinona doniistiiriilerek serbest radikal olusumuna ve oksidatif



strese neden olan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretir. Ayrica, mitokondri igine
girerek DNA hasarina ve enerjisel strese neden olur. Sonug olarak, mitokondriden
sitokrom ¢ proteini salinir ve kaspaz kaskadi tetiklenerek hiicre 6liimiine neden olur.
Doksorubisin daha sonra ¢ekirdege aktarilarak ¢ift zincirli DNA sarmali arasina girer,
topoizomeraz I ve Il enzimlerini inhibe eder ve sonucunda DNA’da olusan hasar ROS
olusumuna, alkilasyona ve p53 yolaginin aktivasyonuna yol acarak hiicre cogalmasini
onleyerek apoptozisi indiikler. Doksorubisin ayrica poli ADP riboz polimeraz (PARP)

aktivasyonunu arttirir ve hiicrenin enerjisini tiiketerek otofajiye neden olur [46].

OH

O OH

Sekil 2.4: Doksorubisin’in yapisi [45].

2.4 Coklu flaca Direnclilik

Ilaca direnglilik, hedefin tedaviye karsi direng gostermeye baslamasi ile
kazanilir. Timor hiicrelerinde ise ilaca direnglilik kademeli olarak gelisir [47].
Zamanla, hiicreler arasinda, biiylime, apoptozis, morfoloji ve genetik dengesizlik
yoniinden farkliliklar igeren heterojen bir tiimdr kitlesinde direncli bir popiilasyonun
secilimi ile ilaca direnglilik gelisir [48,49]. Antikanser ilaglara kars1 direng, igsel ve
edinilmis diren¢ olmak iizere iki sinifa ayrilir. Igsel direng, tiimor kitlesindeki
hiicrelerin tedaviyi etkisiz hale getiren faktorlere sahip oldugunda gelisir. Edinilmis
direng ise, baslangicta tedaviye karsi hassas olan ve tedavi sirasinda ortaya c¢ikan
mutasyonlarin yan sira terapotik hedefin artan ifadesi ve alternatif telafi edici sinyal
yolaklarinin aktivasyonu, epigenetik degisimler, hiicre dongiisii ve kontrol

noktalarindaki degisimler gibi gesitli tepkiler sayesinde kazanilir (Sekil 2.5) [48,50].

Her canli organizma, genomu i¢inde ¢oklu ilag direnci (MDR) ailesinin birgok
iyesini barindirir ve bunlar sadece ila¢ disa akimini degil, besinleri ve diger biyolojik

olarak 6nemli molekiillerin plazma ve hiicre i¢i zarlardan ge¢mesini de saglarlar [51].
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Coklu ilaca direnglilik ile iligkili olan ve ila¢ disaakimini saglayan en 6nemli hiicre
zar1 tagiyict ailesi ATP baglayici kaset (ABC) tasiyici ailesidir. Bu ailenin toplamda
49 tiyesi vardir ancak, sadece li¢ii ¢oklu ilag direnci (MDR) alaninda yogun olarak
calisilmistir. Bunlar ¢oklu ilaca direngli protein 1 (MDR1; P-glikoprotein ve ABCB1
olarak da bilinir), MDR ile iligkili protein 1 (MRP1; ABCCI olarak da bilinir) ve
meme kanseri direng proteinidir (BCRP; ABCG2 olarak da bilinir). Ugii de genis,
ortiisen substrat spesifikligine sahiptir ve taksanlar, topoizomeraz inhibitorleri ve anti-
metabolitler gibi ana kanser kemoterapoétikleri de dahil olmak {izere ¢esitli hidrofobik
bilesiklerin ortadan kaldirilmasini saglar [48]. Genel olarak mekanizma, ilacin ABC
ailesinin bir liyesine baglanmasi, ATP baglayici bdlgelerden birinin aktivasyonu ile
ATP'nin hidrolizi ve konformasyonel degisim sonrasinda ilacin hiicre dis1 bosluga
atilmasi seklinde ilerler. ikinci bir ATP nin hidrolizi, tastyiciy: orijinal durumuna geri
dondiiriir ve boylece islem tekrarlanabilir [51]. P-glikoprotein, ayrica, kanser
hiicrelerinde metastatik 6zelligin kazanilmasinda rol oynayan bir baska glikoprotein

olan CD44 ile yakindan iliskilidir ve birlikte ifadelenir [52].
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Sekil 2.5: lag direngliligin ortaya ¢ikisinda izlenen mekanizmalarin sematize edilmis hali. I¢sel direng
strasinda ilaca tepki olarak, geribildirim yoluyla, hedef proteinin ve tasiyict proteinlerin ekspresyonu
artar. Kazanilmis direng sirasinda hedefte gozlenen mutasyon ve ekspresyon artisinin yani sira, mikro
cevredeki degisimler, epigenetik degisim, fonksiyon kayb1 ve kazanci mutasyonlari1 sayesinde hiicre
oliimiinden kagilir ([53] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir).
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2.5 Prion Proteini

Prion, Stanley Prusiner tarafindan “proteinimsi bulasic1 parcacik” igin
kullanilan bir kisaltmadir. Hiicresel prion proteini (PrP), Prnp geni tarafindan
kodlanir ve bir sinyal peptidi, PHGGGWGQ sekansinin oktapeptit tekrari, yiiksek
oranda korunmus bir hidrofobik alan, ili¢ a-sarmal yapisi, iki B-tabaka yapisi ve
glikozilfosfatidilinositol (GPI) capa icin bir sinyal sekansi icerir. PrP¢, zardaki
kolesterolce zengin lipit raftlarinda bulunur. N-baglh glikozilasyon ig¢in iki konsensiis
sekansi igerir ve PrP¢'nin glikozile olmamis, mono ve di-glikozile edilmis versiyonlari
hiicrede ayni1 anda bulunur. Proteinin diizgiin bir sekilde katlanmasi i¢in Cys 179 ve
Cys 214 arasindaki bir disiilfit bag1 esastir. Oktapeptid tekrar bolgesi ise, birkag
nedenden dolay1 dikkate degerdir. ilk olarak oktatekrar icinde yer alan dort bakir
baglama bolgesi ile bakir baglama yetenegine sahiptir ve bakirin, PrP¢nin
endositozunu indiikledigi bilinmektedir. Ikincisi, oktatekrar bolgesinin genislemesi
genetik prion hastaligina neden olur [54]. PrP®nin, konformeri olan scrapie prion
proteine (PrP*%) déniismesi ise birtakim hastaliklara neden olur. PrP¢ ¢ogunlukla a
sarmal igerirken yanlis katlanma sonucu p tabaka zengini PrP5®’ye doniisiir ve protein
kinazlara kars1 direngli olan bu formu hiicre i¢inde birikerek cesitli hastaliklara neden
olur [55]. Bu hastaliklar, Creutzfeldt-Jakob hastaligi (CJD), Gerstmann-Straussler
sendromu (GSS), kuru ve 6liimciil ailesel insomnia (FFI), insanlarda scrapie ve sigir
slingerimsi ensefalopatisini i¢eren bir bulasici nérodejeneratif hastalik grubudur [56].
PrPC, tiim omurgalilar arasinda yiiksek oranda korunmasina ragmen memeliler ve
memeli olmayan canlilar arasinda dizi benzerlikleri diisiiktiir [7]. Prion, beyinde
yiiksek seviyelerde eksprese edilir. Ayrica, lenfoid hiicreler, akciger, kalp, bobrek,
gastrointestinal sistem kaslar1 ve meme bezleri gibi gesitli organlarda da ifadelenir
[57].

12



Sekil 2.6: PrPC ve PrP*{iciinciil yapilar1 [58].

Prion gen ailesi, Prnp, Prnd, Prnt ve Sprn olmak tiizere dort tiyeden olusur
(Sekil 2.7) [7]. Prnd, hem yapis1 hem de topolojisi agisindan Prnp'ye benzerlik
gosteren Doppel'i kodlar. Prnt ise, {i¢ alternatif ekleme transkriptini kodlar ve sadece
yetiskin testislerinde eksprese edilir. Bu genin bir protein kodlamadig:
diistiniilmektedir. SPRN (Shadoo), Prion genomik lokusunun bir parcasi degildir,
ancak sirasiyla fareler ve insanlarda 7. ve 10. kromozomlar {izerinde bulunur. Sprn

ekspresyonu beyin ile sinirlidir [54].
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Sekil 2.7: Prion ailesi proteinlerin sekonder yapilari ([54] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir).



PrP® nin simdiye kadar dnerilmis cesitli fonksiyonlar1 arasinda; oksidatif stres,
bagisiklik modiilasyonu, farklilasma, bakir gibi metallerin translokasyonu, hiicre
adezyonu ve transmembran sinyallemesi yer almaktadir (Sekil 2.8) [54,59-63].
PrP nin hiicreleri oksidatif strese karsi nasil korudugu ise belirsizligini korumaktadir.
Bir olasilik, PrP®nin kendisinin Siiper Oksit Dismutaz (SOD) aktivitesine sahip olmas1
ve boylece antioksidan fonksiyonuna aracilik etmesidir [54]. Ancak bu olasiligi kabul
etmeyen in vivo ve in vitro calismalar da bulunmaktadir [64,65]. ikinci bir hipotez,
PrPCnin, ROS'u detoksifiye eden Cu?*-Zn?* SOD veya glutatyon rediiktaz gibi diger
proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicreleri oksidatif strese karst dolayli olarak
etkileyebilmesidir [54,66].

Kanser

* Terapiye kars1 direnglilik

* Bax ve TNF aracili hiicre 6lumiine
kargi direng

* Metastaz, invazyon ve adezyon’un
indiiklenmesi

* Proliferasyon

* ER ve ROS streslerine direnclilik

4 Merkezi Sinir Sistemi
Lenfoid Organlar _ &
PrPc *» Noritogenez
* T hiicrelerinin aktivasyonu ve * Sinaptik ileti
prolifrerasyonu « Sirkadiyen ritim diizenlenmesi
* off T hiicrelerinin baskilanmas1 3 * Koku diizenlenmesi
* vd T hiicrelerinin indiklenmesi * Hafiza olusumu ve biligsel iglev

» Makrofajlarda fagositoz * Noron korumast

*» Hiicre i¢1 bakir konsantrasyonun
diizenlenmes1

Embriyonik Gelisim
* Hiicreler arasi haberlesme
* Adherent hiicre baglantilarinin
stabilligi
* Kok hiicrelerin farklilagmasi

Sekil 2.8: PrP¢ nin rol aldig1 fizyolojik olaylar [54,67].
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2.5.1 Prion Proteini ve Programh Hiicre Oliimii

PrP nin hiicre dliim tipleri ile yakindan iliskili olduguna dair cesitli kanitlar
mevcuttur [7]. Yapilan calismalar PrP¢’nin mitokondride kaspaz bagimli apoptotik
yolaklar iizerinden hareket eden 6nemli bir apoptotik protein oldugunu géstermistir
[68]. Ornegin, asir1 miktarda PrPC eksprese eden transgenik farelerde prion proteini
mitokondride lokalize olmakta ve ndronal apoptozise neden oldugu ileri siiriilmektedir
[69]. PrP ’nin mitokondriyal lokalizasyonu mitokondriyal membran potansiyeli
kaybina, sitokrom ¢ salinimina ve kaspaz 3 aracili apoptozise neden olmaktadir [70].
Ote yandan son ¢alismalar PrP®’nin Bax-aracili néronal apoptozise karsi bir direng
gosterdigini ortaya koymustur [71,72]. Yabaml tip ve PrP® noksan farelerin
hipokampal néronlarindan tiiretilen hiicre hatlarinda, serum yoksunlugunda PrP®
eksikligi ceken hiicreler hizli bir sekilde 6lmiis, ancak yabanil tip hiicreler serum
yoksunluguna dayanabilmistir [9]. PrP®, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik Bax ve Bak
tiyelerinde bulunan Bcl-2 homoloji alan1 2 (BH2) ile 6nemli bir amino asit dizisi
benzerligi tasir. PrP®nin pro-apoptotik protein Bax'in aktivasyonu igin gerekli
konformasyonel anahtar1 inhibe ettigi, boylece apoptozise aracilik etmek i¢in gerekli
olan yiiksek dereceli Bax oligomerleri ve mitokondriyal dis zar potansiyelini bozdugu
bulunmustur. Diger yandan, PrP®nin azalan ekspresyonu Bcl-2 ekspresyonunun
azalmasina neden olurken, Bcl-xL ve Mcl-1 gibi diger hayatta kalma yanlis1 Bel-2 aile
iiyelerini etkilememistir [57]. Bununla birlikte PrP®, Bax aracili apoptozisi inhibe
edebilir, ancak Bak veya tBid aracili apoptozisi inhibe edemez [10]. Yapilan
calismalar PrP®’nin ayn1 zamanda TRAIL aracili hiicre Sliimiinii inhibe ettigini ve

susturulmasi ile hiicrelerin hassaslastigi gostermistir [73,74].

Prion proteininin otofaji ile iligkisi ¢esitli patolojik durumlarda gozlenmistir.
Deneysel olarak TSE olusturulmus kemirgen néronlarinda ve scrapie prion ile enfekte
kiiltiire hiicrelerde otofajik vakuoller gosterilmistir [75,76]. Prion hastaliklarina ek
olarak, PrP noksan farelerin (Ziirich I Prnp®°) hipokampal noronlarinda yabanil tipe
gore artmis LC3-11 (otofajik belirte¢ olan bir protein) ekspresyonu ve otofagozom
birikimi tespit edilmistir [77]. H202 ile muamele edilmis Prnp™ hiicrelerde otofajik
akis bozulma gosterirken, yabanil tip hiicrelerde gelismis bir otofajik akis gbzlenmistir
[78]. Baska bir ¢alismada ise PrP® eksikligi sonucunda bozulan otofajik akis dolayis
ile otofagozom ve lizozom birlesmesinin inhibe oldugu ve materyallerin

sindirilemedigi gosterilmistir [79]. Bununla birlikte, T98G insan glioma hiicrelerinde,
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PrP nin susturulmasi, LC3-11, Beclin-1'in upregiilasyonu ve eszamanl bir p62, Bcl-2
ve fosforile edilmis 4E-BP1 azalmasi sonucunda otofajiye bagli hiicre 6liimiine yol
agmustir [8]. Ek olarak, PrP® nin amiloid P42 indiiklenen strese karsi Beclin-1 ile
etkileserek otofajinin aktivasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir [80]. Bu ¢alismalar,
PrP¢ nin otofajinin diizenlenmesi ve normal olarak islev gérmesinde énemli bir rol

oynadigini agikca gostermektedir.

2.5.2 Prion Proteini ve Kanser

Prion’un hiicre adezyonu, gog, ¢ogalma, farklilasma, iyon homeostazi ve sinyal
iletimi gibi fonksiyonlarindaki degisimlerin tiimér olusumunda rol oynayabilecegi
gosterilmistir [7]. Bu sebeple PrPC, birgok kanserde protein seviyesinde yiiksek oranda
eksprese edilir [57]. PrP®nin sinyal yollarmin diizenlenmesindeki rolii, kanser
metastazi icin oldukca dnemlidir. PrPC'nin asir1 ekspresyonu, PI3K/Akt fosforilasyonu
ve Akt yolunun aktivasyonu ile mide kanseri hiicre hatlarinda adhesif, istilac1 ve in
Vvivo metastatik fenotipini 6nemli 6l¢iide destekler. Ayrica, aktiflestirilmis Akt'in MAP
kinaz ERK1/2'yi fosforile ettigi ve bdylece mide ve pankreas kanseri hiicrelerinde
matriks metalloproteinaz 11'in (MMP11) artmis ekspresyonunu tesvik ettigi
bilinmektedir [57,81]. Kolorektal kanserlerde ise PrP¢ nin susturulmasi ile kanser kok
hiicrelerinde tiimorigenez kapasitesi ve metastaz baskilanmis ve PrP® nin epitelden
mezankimale gecisi (EMT) destekledigi gosterilmistir [82]. Ayn1 zamanda, kanser
hiicrelerinde ER stresine bagli olarak Prnp ekspresyonun arttig1 ve hiicre 6liimiiniin
geciktigi gozlenmis ve PrP¢ nin ER stresine kars1 sagkalimi destekledigi gosterilmistir
[83,84]. Pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAC) ve melanoma hiicrelerinde ise
PrP¢ nin GPI-sinyal dizisi ile birlikte bulundugu (pro-PrP) ve bu dizi sayesinde filamin
A’ya (FLNa) baglanarak in vivo ve in vitro ’da timor hiicrelerini daha agresif ve istilaci
hale getirdigi rapor edilmistir [85,86]. Bir baska calismada, TNFa ile tetiklenen NF-
«B sinyallesmesi ve TNFa iiretimi i¢in PrP€ ekspresyonunun gerekli oldugu bulunmus
ve PrP®nin, enflamasyona ve tiimorigeneze katkida bulunabilecek proinflamatuar

sitokin iiretimini tegvik ederek TNFa'ya verdigi yanitlari arttirdigi gosterilmistir [87].

PrP nin tiimor hiicrelerinde oksidatif stres icin serbest radikal temizleyici
ve/veya sensor molekiilii olarak hareket edebilecegi one siiriilmiistiir. Bir ¢aligmada,
glioma tiimor sferoidlerinde biiylime faktorleri ve TNF-a ile tedavinin, hiicre ici ROS

seviyesindeki yiikselmenin bir sonucu olarak PrPnin arttigii gostermistir. PrP¢'nin
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artmasi, hiicrelerin antioksidan kapasitesini arttirmak ve oksidatif stres ile rekabet
etmek igin bir stres tepkisi olarak ortaya ¢iktig1 sdylenebilir [54,88]. PrPnin asir1
ekspresyonu, anti-kanser ilaglara kars1 dogal direng gelistirilmesine neden olurken,
PrPCnin baskilanmasi veya azalan ekspresyonu, anti-kanser ilaglara kars1 duyarliliga
neden olur [54,89-91]. Son zamanlarda, PrPnin P-glikoprotein ile etkilesime girdigi
ve meme kanseri hiicrelerinde ilag direnci i¢in gerekli oldugu gosterilmistir [92].
Ayrica, memeli prionlara karsi etkili olan anti-prion ila¢ klorpromazinin, kanser
hiicrelerinde iyonlastirict radyasyona ve anti-tiimor ilaglarma direng gelisimini

onledigi gosterilmistir [57].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1 Cahismada Kullanilan Materyaller

Calismada kullanilan materyaller, cihazlar ve sarf malzemeleri asagidaki

tablolarda listelenmistir (Tablo 3.1 ve 3.2).

Tablo 3.1: Calismada kullanilan materyaller.

Materyaller Katalog Numaras1  Uretici Firma
PrP siRNA AM16708 Ambion
RealQ Plus 2X Master Mix Green A323402 Ampligon
H69 HTB-119 ATCC
HB9AR CRL-11351 ATCC
RPMI-1640 30-2001 ATCC
Agaroz AGA001 BioShop
FBS A3840002 Gibco
Penisilin-Streptomisin 15070063 Gibco
%0,25 Tripsin-EDTA 25200-072 Gibco
Opti-MEM 31985062 Gibco
PBS 10010023 Gibco
L-Glutamine 25030081 Gibco
Lipofektamin RNAi Max 13778150 Invitrogen
Tripan mavisi T8154 Sigma
MTT M5655 Sigma
Doksorubisin hidroklorit D1515 Sigma
DMSO 276855 Sigma
GeneJet RNA Purification Kit K0731 Thermo Scientific
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit K1622 Thermo Scientific
RiboRuler High Range RNA Ladder SM 1821 Thermo Scientific
DPEC-treated Water R0601 Thermo Scientific
50X TAE Buffer BE 10 TIiBO

Tablo 3.2: Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri.

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri Uretici Firma
Pipetorler (10, 20, 100, 1000 pl) Eppendorf, ABD
Mikrosantrifiij Hettich, Almanya
Santrifijj Hettich, Almanya
Hiicre Sayim Cihaz1 Invitrogen, ABD
Laminar Hava Akimli Sinif II Kabin Metisafe, Tiirkiye
CO; Inkiibator NuAire, ABD
Hiicre Kiiltiir Flasklar1 (25, 75 cm?) Orange Sci. Belgika

Hiicre Kiiltiir Plakalar1 (6, 24, 96 kuyucuklu) Orange Sci. Belgika
Steril Serolojik Pipet (1, 5, 10, 25 ml) Orange Sci. Belgika

Konik Tiip (15, 50 ml) Orange Sci. Belgika
Mikroplaka Okuyucu Tecan, Isvigre
Real Time PCR Thermo Scientific
Spektrofotometre Thermo Scientific
Inverted Mikroskop ZEISS, Almanya
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3.2 Hiicre Hatlarimin Temini ve idamesi

Insan kiigiik hiicreli akciger karsinoma hiicre hatlar1 (Small Cell Lung
Carsinoma: SCLC) H69 (HTP-119™) ve H69AR (CRL-11351™) American Type
Culture Collection (ATCC®, ABD) firmasindan temin edilmistir (Sekil 3.1). NCI-H69
[H69], IGF II reseptor ekspresyonunun yani sira yiiksek seviyede N-myc ekspresyonu
gosterir [93,94]. Ancak, c-myc ifadelenmesi sadece mRNA diizeyindedir [95]. NCI-
H69AR [H69AR] ise, H69 hiicrelerinin 14 ay boyunca Doksorubisinin artan
konsantrasyonlarinda secilmesi ile elde edilen, ilaca direngli hiicre hattidir. H69’a gore
hiicre-hiicre adezyonu daha fazla olsa da in vitro biiyiime hizi ve farede tiimor
olusturma potansiyeli benzerdir [96]. H69AR hiicrelerinde ¢oklu ilag direnci
proteinleri (MRP) yiiksek seviyede ifade edilirken gelismis bir p-glikoprotein

ifadelenmesi gostermez [96,97].
.. o
o ’ . . ...( o=

Sekil 3.1: H69 (A) ve H69AR (B) hiicrelerinin inverted mikroskop altindaki gértntiisii. H69 stispansiye
ve kiimelenmis bir halde bulunurken H69AR adesif 6zellik tasir.

Hiicre kiiltiir islemleri, ¢alisma oncesi UV ile sterilize edilen ve ardindan alkol
ile temizlenen laminar hava akimli sinif II biyogiivenlik kabinlerinde gerceklestirildi.
Teslim alman hiicreler 37°C su banyosunda ¢ozdiiriildii ve ardindan 9 ml besiyeri ile
birlikte santrifiijlendi. Olusan pelet 5 ml besiyeri ile ¢ozdiiriilerek 25 cm?’lik filtreli
hiicre kiiltiir flaskina alindi. Hiicreler, L-glutamin igeren RPMI 1640 besiyerine %0,5
Penisilin-Streptomisin ve H69 i¢in %10, H69AR icin %20 FBS eklenerek 37°C’de,
%5 CO2 igeren inkiibatorde (NuAire, ABD) ¢ogaltildi. Hiicreler, inverted mikroskop
altinda canlilik, cogalma ve kontaminasyon yoniinden gozlendi ve %60-80 yogunluga
ulastiklarinda pasajlanarak yeni flasklara aktarildi. Hiicrelerin dondurulmasi i¢in %95
FBS ve %5 DMSO ile hazirlanan dondurma ortami kullanildi ve hiicreler -80°C veya

stv1 nitrojen tankinda saklandi.
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3.3 Hiicrelerin Sayimi

Tripan mavisi ile miidahale edilen hiicreler canli ise membran biitiinligi
bozulmadig: icin hiicrenin etrafi boyanir. Olii hiicrelerde ise bu biitiinliik bozuldugu
i¢cin boya hiicre igerisine girerek hiicrenin tamamini boyar. Bu sekilde canlilik hesabi
i¢in hiicreler 1:1 oraninda tripan mavisi ile karistirilirdi ve otomatik sayim cihazinda

(Countess, Invitrogen, ABD) hiicre sayimi1 yapildi.

3.4 Kimyasallarin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Doksorubisin: 10 mg toz Doksorubisin (Sigma, ABD) 17,242 ml DMSO
igerisinde ¢ozililerek 1 mM’lik stok soliisyon hazirlandi. Daha sonrasinda sterilizasyon
icin 0,22 pm’lik filtreden gecirilen ¢ozelti 100 ul’lik alikotlar halinde -20°C’de

saklandi.

DNaz | 10X Reaksiyon Tamponu (pH: 7,5): 4 ml niikleaz-free su ig¢inde
63,04 mg Tris-HCI (100 mM), 9,52 mg MgCl> (25 mM) ve 0,45 mg CaCl; (1 mM)

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

50 mM EDTA: 10 ml ultra saf su i¢cinde 186,12 mg EDTA ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.

3.5 Deney Gruplariin Olusturulmasi

Her bir hiicre hatt1 i¢in 4’er grup olusturuldu (Tablo 3.3). Kontrol grubu i¢in
higbir uygulama yapilmadi. Doksorubisin grubu i¢in Doksorubisin 1Cso dozu ile 48
saat inkiibe edilen hiicre kiiltiirleri kullan1ld1. PrP® siRNA grubu igin siRNA ile 48 saat
boyunca inkiibe edilmis hiicre kiiltiirleri kullanildi. Doksorubisin ve PrP® siRNA
grubu i¢in hiicreler siRNA ile en az 12 saat muamele edildikten sonra Doksorubisin
ICso dozu ile 48 saat inkiibe edildi.

Tablo 3.3: Tasarlanan deney gruplari ve bu ¢aligmada kullanilan kisaltmalar.

Hiicre Hatti Uygulama Kisaltma

Kontrol H-k

HB9 Doksorubisin 1Csg H-d
PrPC siRNA H-s

Doksorubisin I1Csp + PrP¢ siRNA H-ds

Kontrol HR-k

Doksorubisin 1Csg HR-d

HB9AR PrP¢ siRNA HR-s

Doksorubisin 1Cso + PrP¢ siRNA ~ HR-ds
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3.6 MTT Canhlik Ol¢iim Testi

Canli hiicrelerin kantitatif analizi genellikle MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-
yl]2,5-difeniltetrazolyum bromit) gibi tetrazolyum tuzlarmin formazan boya
olusturma prensibi ile yapilir. MTT testi hiicre canliligini radyoizotop kullanmaksizin
spektrofotometrik olarak belirlenmesine olanak saglar. MTT canlilik testi,

Doksorubisin’in ICsg dozunun belirlenmesinde kullanilmistir.

ICs0 dozunun belirlenmesi i¢cin Doksorubisin’in 100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,1
uM ve 0,01 puM’lik seri dozlar kullanildi. MTT testi i¢in ilk giin 96 kuyucuklu
plakalara 100’er pl 1x10° derisiminde hiicre ekildi. Ikinci giin belirlenen dozlarda
Doksorubisin 3’er tekrarli olarak 100 pl eklendi ve inkiibatére (%96 nem, %5 COg,
37°C) kaldirilan hiicreler 48 saat bekletildi. Gegen 48 saatin sonunda her bir kuyucuga
20 ul MTT boyasi eklendi inkiibatdre kaldirildiktan sonra 4 saat beklendi. Daha
sonrasinda santrifiijlenerek siipernatant c¢ekildi ve her bir kuyucuga 200 pl DMSO
konuldu. Renk olusumu i¢in ¢alkalayicida 5 dakika ¢alkalandiktan sonra mikro plaka
okuyucuda 570 nm absorbans degerinde Sl¢iim yapildi. Kor olarak 3’er tekrarl olarak

200 pl DMSO kullanilda.

Asagidaki formiil ile hesaplanan canlilik yilizdeleri GraphPad Prism (Ver. 6.0)
programina girilerek Doksorubisin’in ICsg degeri hesaplandi. Bu deger daha sonraki

uygulamalar i¢in baz alindi.

% Canlilik = (Ilagl Kuyucuklarin Absorbans Ortlamasi — Kor) / Pozitif Kontrol

Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamas1 — K6r) x100 formiilii ile hesaplandi.

3.7 PrP® nin siRNA Transfeksiyonu ile Susturulmasi

RNA interferans, okaryotik hiicrelerde korunmus bir yolaktir. RNAi siirecinde,
cift zincirli kii¢iik interferans RNA (siRNA) RNA-indiiklenen susturucu kompleks
(RISC) tarafindan tanmir. siRNA’nin antisens zinciri homolog diziyi bulunduran
hedef mRNA’ya baglanir ve RISC i¢indeki Ago2 proteini mRNA’nin bozunmasini
saglar. Boylece, mRNA’nin transkripsiyonu inhibe edilir [98]. Bu yolak ile hedef
genin baskilanmasi1 yontemi ilk olarak Elbashir ve ark. tarafindan 2001 yilinda
kullanilmig [99] ve giiniimiizde de laboratuvar ¢akismalarinda sik¢a kullanilmaktadir.

Transfeksiyon, iiretici firmanm o6nerdigi yontem dogrultusunda, Lipofectamine™
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RNAIMAX (Invitrogen™, ABD) kullanilarak gerceklestirildi ve siispanse ozellikteki

H69 hiicre hatt1 icin “reverse”, adherent 6zellikteki H69AR hiicre hatti igin “forward”

transfeksiyon yontemleri izlenmistir.

3.7.1 Forward Transfeksiyon

1.

Bir giin sonra %30-50 konfluent olacak sekilde 2,5 ml hiicre 6
kuyucuklu platelere ekildi.

5 ul Lipofektamin, son hacmi 250 pl olacak sekilde Opti-MEM
medyum i¢inde seyreltildi.

30 pmol dizayn edilmis RNAI* ¢ifti (Silencer® Pre-designed, Validated,
and custom Designed siRNA, Ambion, part number: AM16708), son
hacmi 250 pl olacak sekilde Opti-MEM medyum i¢inde seyreltildi.
Seyreltilmis Lipofektamin ve RNAI birbirlerine eklendi ve hafifce
karistiriliktan sonra 10-20 dakika inkiibe edildi.

Hiicreler, bu karisim iizerlerine eklendikten sonra 24-48 saat 37°C’de,
%5 CO3 iceren inkiibatorde inkiibe edildi.

3.7.2 Reverse Transkripsiyon

1.
2.

Plate i¢cinde 30 pmol RNAI ¢ifti 500 pl Opti-MEM iginde seyreltildi.

5 wul Lipofektamin karigim iizerine eklenerek oda sicakliginda 10-20
dakika inkiibe edildi.

Bir giin sonra %30-50 konfluent olacak sekilde 2,5 ml hiicre platelere
ekildi. Siispanse hiicreler igin 2-5.10* hiicre kullanildh.

Hiicreler 24-72 saat 37°C’de, %5 COz igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.

3.8 RNA’nin izolasyonu

RNA izolasyonu GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific™, ABD)

ile yapildi. RNA izolasyonu, iretici firmanin belirledigi protokolii temel alinarak

gergeklestirilmis ve asagidaki adimlar izlenmistir:

1.

1 x 10" hiicre 5 dakika 250 x g’de santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi ve hiicreler fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yikandi.
Hiicreler 600 pl Lysis Buffer ile resiispanse edildi ve 10 sn.

vortekslendi.

1 RNAI dizisi: ggcagcugaaaaguaaauu (siRNA 1D #: 8299)
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3. Ardindan 360 pl etanol (%96-100) eklenerek pipetleme yapildi.

4. 700 pl hiicre lizati, toplama tiipiine yerlestirilmis saflastirma kolonuna
aktarildi ve kolon 1 dakika, en az 12000 x g’de santrifiij edildi. Toplama
tiipii bosaltild1 ve saflagtirma kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.
Tiim lizat kolona transfer oluncaya kadar islem tekrarlandi. Son olarak
kolon yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirildi.

5. 700 ul Wash Buffer 1 kolona aktarildi ve en az 12000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Ardindan toplama tiipii bosaltildi ve saflastirma
kolonunu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

6. 600 pl Wash Buffer 2 kolona aktarildiktan sonra kolon 1 dakika, en az
12000 x g’de santrifiij edildi ve toplama tiipii bosaltilarak saflagtirma
kolonunu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

7. 250 pl Wash Buffer 2 kolona aktarildi ve kolon 2 dakika, en az 12000
x g’de santrifiij edildi.

8. Kolon membraninin merkezine gelecek sekilde 50 pl nukleaz-free su
eklendi ve 1 dakika, en az 12000 x g’de santrifiij edildi. Bu islem bir
kez daha edilerek RNA izolasyonu tamamlanir.

Izole edilen RNA’lar 20 pl’lik alikotlar halinde -80°C ve -20°C derin
donduruculara kaldirildi. -20°C’de muhafaza edilen RNA’nin miktarini ve kalitesini
belirlemek amaciyla spektrofotometrede (Nanodrop~ 2000C, Thermo Scientific™,
ABD) analizi yapildi. A260/A280 oranlar1 2,0-2,1 arasinda olan RNA’lar sonraki

asamalar i¢in kullanildi.

3.9 RNA Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen RNA’larin kalitatif analizi %1’lik denatiire edici agaroz jelde
yapildi. 1X TAE tamponu ile hazirlanmis jelde denatiire edici ajan olarak %1 camasir
suyu kullanild1 [100]. Marker olarak RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo
Scientific™, ABD) kullanildi. Ornekler, yiikleme yapilmadan 6nce Ladder igerisinde
bulunan yiikleme boyasi ile 1/1 oraninda karigtirilarak 70°C’de 10 dakika boyunca
denatiire edildi ve buz {istiine alinarak jele yiiklendi. 40V’de yaklasik 45 dakika
boyunca yliriitiildiikten sonra jel goriintiilendi (Sekil 3.2).
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H-k H-d H-s H-ds Ladder

Sekil 3.2: H69 (A) ve H69AR (B) drneklerinden elde edilen RNA’larin agaroz jel goriintiileri.

3.10 ¢cDNA’nin Sentezlenmesi

cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific™, ABD) ile yapildi. cDNA sentezi, iiretici firmanin belirledigi protokolii
temel alinarak gergeklestirilmis ve agsagidaki adimlar izlenmistir:

1. RNA ornekleri igindeki genomik DNA ’larin uzaklastirilmasi igin DNaz
I uygulandi. Bunun i¢in H69 i¢in 950 ng, H69AR i¢in 605 ng RNA
tiiplere eklendi. Ardindan 1’er ul DNaz | ve 10X Reaksiyon Tamponu
eklenerek son hacim niikleaz-free su ile 10 ul’ye tamamlanarak
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

2. DNaz I aktivitesinin durdurulmast i¢in 1 pl 50 mM EDTA eklenerek
10 dakika boyunca 65°C’de inkiibe edildi ve cDNA sentezi asamasina
gecildi.

3. 10 ul RNA buz tizerindeki niikleaz-free tiiplere eklendi. Ardindan Kitin
icinde bulunan 0,5 pl Oligo (dT)ig primer ve 0,5 ul Random hekzamer
primer eklenip son hacim niikleaz-free su ile 12 pl’ye tamamlandi.

4. RNA GC-zengin ya da ikincil yapilar1 igerme ihtimaline kars1, karigim
sonraki asamaya ge¢gmeden dnce 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve buz

iizerinde sogutuldu.



5. Tip i¢ine 4 pl 5X Reaksiyon tamponu, 1 pl RiboLock RNase
Inhibitérii, 2 ul 10 mM dNTP Mix ve 1 pl RevertAid M-MuLV RT
eklendi.

6. PCR cihaz1 25°C’de 5 dakika, 43°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika
seklinde ayarlandi.

Islem sonucunda elde edilen cDNAlar -80°C derin dondurucuda saklandh.

3.11 Real Time Kantitatif PCR (QRT-PCR)

gRT-PCR, PikoReal 96 (Thermo Scientific, ABD) cihazinda SYBR Green
yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla RealQ Plus 2X Master Mix Green
(Ampliqon, Danimarka) kullanildi. PCR reaksiyon karisimi otoklavlanmis 96
kuyucuklu platelerde hazirlandi. Toplamda 4 grup, 1 no template control (NTC), 4
hedef gen ve 1 referans gen (G6PD) ile iki tekrarli olmak iizere plateler dizayn edildi.

Kullanilan primer dizileri Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan hedef ve referans genlerin primer dizileri.

Gen Forward Reverse
Prnp  AGTGGAACAAGCCGAGTAAGC GTCACTGCCGAAATGTATGATG
Bax CTTTTGCTTCAGGGTTTCATC GACACTCGCTCAGCTTCTT

Becnl  AACCAGATGCGTTATGCCCA CTGTCCACTGTGCCAGATGT
CD44  TGGAGCAAACACAACCTCTG GCTTTTTCTTCTGCCCACAC
G6PD CGGCAACAGATACAAGAACG AGCAGTGGGGTGAAAATACG

Reaksiyon karisimi1 son hacim 20 pl olacak sekilde 10 pl RealQ Plus 2X Master
Mix, 0,8 ul 5 uM Forward ve Reverse primer, 6,4 ul PCR-grade H20 ve 2 ul cDNA
ile hazirlandi. Plateler hazirlandiktan sonra iizeri adhesive film ile kapatildi ve PCR
cihazina yerlestirildi. Floresan verisi uzama evresinde okunacak sekilde cihaz
ayarlandi ve Tablo 3.5’de belirtilen dongii ve adimlar girildi ve floresan veriler elde
edildi (Sekil 3.3).

Tablo 3.5: Real Time PCR cihazina girilen dongii ve adimlar.

Adimlar Sicaklik Siire Dongii
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 5d 1
Denatiirasyon 95°C 155
Baglanma 56,5°C 30s 40
Uzama 72C 30s
Erime egrisi 60-95°C - -
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Sekil 3.3: Real Time PCR sirasinda olusan dsDNA’nin? yaydig1 floresan 1sima verilerinin
logaritmik 1s1ma/dongii grafigi.

3.12 istatiksel Analiz

Gen ifadelenmesinin analizinde, elde edilen Cq (Ct) verilerinden yararlanir.
Cq, arkaplan floresan seviyesine gore belirlenmis bir esik cizgisi ile Ornegin
amplifikasyon egrisinin kesistigi noktaya denk gelen dongii sayisidir. Bu noktadan
sonra Ornek, iissel olarak amplifike olmaya baslar. Gen ifadelerinin hesaplanmasi ve
degerlendirilmesinde ise 224 metodundan faydalamldi. qRT-PCR sonucunda elde
edilen veriler kullanilarak LinReg (versiyon 2017.1) yazilimi ile Cq degerleri saptandi.
Y 6ntem dogrultusunda, hedef gen ile referans gen arasindaki farki belirleyen ACq hem
deney hem de kontrol grubu i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi. Her bir deney 6rnegine ait ACq
degerlerinin 224 formiilii ile iissel doniisiimii yapilarak ekspresyon degerleri
bulunduktan sonra 2244 degerini bulmak icin her replikanin ortalamas1 alinarak bu
degerler kontrol grubuna béliindii. Boylece ekspresyon degerlerinin kontrol grubuna

gore hangi oranda degisim gosterdigi saptandi.

Kullanilan esitlikler;
ACq= Cq (hedef gen) — Cq (referans gen)
2°84C4 = 2-AC4deney(ort)/2"2C9kontrol(ort)

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi igin 249 degerleri kullanilarak one-
way ANOVA yonteminden yararlanildi. LSD post-hoc testleri ile gruplar arasindaki
farkliliklar listelendi. Bunun igin IBM SPSS® Statistics (versiyon 25) programi
kullanild1. Anlamli farklilik i¢in p degeri 0,05 ve alt1 olarak belirlendi.

2 Cift zincirli DNA (double strand DNA)

26



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 H69 ve H69AR Hiicre Kiiltiirlerinde Doksorubisin’in Doz Cevap
Egrisi

H69 ve H69AR hiicre kiiltiirlerinde Doksorubisin’in farkli konsantrasyonlari

ICs0 degerlerinin belirlenebilmesi igin 48 saat siire ile doza bagli olarak calisildi.

H69 IC50 H69AR IC50
1004

—_ 1004
g ; g
= 504 =
§ 5 50+
“ <

ﬂ ! ! ! ! ! 0 L] Ll L] L L] 1

-12 -10 -8 -6 -4 -2 9 -8 7 6 5 4 3

Log doksorubisin (umol/L) Log doksorubisin (umol/L)

Sekil 4.1: H69 ve H69AR hiicre kiiltiirlerinde Doksorubisin’in farkli konsantrasyonlarinin 48.
saatteki sitotoksik etkileri.

H69 ve H69AR hiicre kiiltiirlerinde 48. saatin sonunda Doksorubisin’in uygulanan
konsantrasyonlarinda anlamli bir sitotoksik etki gozlendi (Tablo 4.1). Yapilan analizler
sonucunda Doksorubsin’in 1Csg degeri, H69 hiicre kiiltiirii i¢in 0.23 pmol/L, H69AR
hiicre kiiltiirii i¢in ise 6,7 umol/L olarak bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.1).

Tablo 4.1: H69 ve H69AR hiicre hatlarinda Doksorubisin dozlar1 uygulandiginda belirlenen
canlilik oranlarinin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari. (KT: Kareler Toplamu, sd: serbestlik
derecesi, KO: Kareler Ortalamasi)

KT sd KO F p
Gruplar Arasinda  12105,703 5 2421,141 3139 O
H69 Gruplar I¢inde 925,558 12 77,13
Toplam 13031,261 17
Gruplar Arasinda 12368,159 4  3092,04 189 O
H69AR  Gruplar iginde 1637,027 10 163,703
Toplam 14005,186 14

4.1.2 H69 ve H69AR Hiicrelerinden Elde Edilen Total RNA’larin
A260/A280 Oranlan

H69 ve HO69AR hiicrelerinden izole edilen ve qRT-PCR yonteminde
kullanilmis total RNA’larin miktar ve A260/A280 absorbans oranlar1 Tablo 4.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2: Orneklerden elde edilen total RNA’larin miktar ve A260/A280 degerleri.

Ornek Miktar (ug/ul) A260/A280

H-k 521 2,07
H-d 633 2,07
H-s 130 2,10
H-ds 119 1,98
HR-k 185 2,10
HR-d 75,6 2,06
HR-s 80 1,99
HR-ds 340 2,07

4.1.3 Prnp, Bax, Becnl ve CD44 Genlerinin ifadelenme Degisimleri

Prnp, Bax, Becnl ve CD44 genlerinin ifade diizeyleri kontrol ve uygulama
gruplarinda qRT-PCR y6ntemi ile gozlendi. Elde edilen Cq verileri 2244 yontemi ile
degerlendirildi ve One-way Anova ile genlerin ifadelerinde anlamli degisimlerin olup
olmadig1 analiz edildi. Her bir gen i¢in deney gruplari arasindaki farkliliklarin

belirlenmesi i¢in LSD post-hoc testi kullanildi.

4.1.3.1 H69 Hiicre Hattinda Genlerin Ifadelenme Degisimleri

H69 hiicre hatt1 ile olusturulmus kontrol ve deney gruplarindan elde edilen
veriler degerlendirildikten ve istatiksel analizi yapildiktan sonra Prnp ve CD44
genlerinin ifadelenmesinde anlamli degisimler saptanmistir (p<0,05). Bax ve Becnl
genlerindeki ifadelenme degisimi ise anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 4.2).
Gruplar i¢indeki ifadelenme degisimleri ise Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.3: H69 hiicre hattinda gen ifadelenme diizeylerinin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) sonuglart. (KT: Kareler Toplamu, sd: serbestlik derecesi, KO: Kareler Ortalamast)

KT sd KO F p
Gruplar Arasimda 3,034 3 1,011 35503 0,002
Prnp  Gruplar iginde 0,114 4 0,028
Toplam 3,148 7
Gruplar Arasimda 0,273 3 0,091 0,803 0,554
Bax Gruplar icinde 0,454 4 0,114
Toplam 0,727 7
Gruplar Arasmda 0,109 3 0,036 1,387 0,368
Becnl  Gruplaricinde 0,105 4 0,026
Toplam 0,214 7
Gruplar Arasimda 3,116 3 1,039 15,580 0,011
CD44  Gruplariginde 0,267 4 0,067
Toplam 3,383 7
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Sekil 4.2: H69 hiicrelerinde gen ifadelenme degisimlerinin gosterimi (*=p<0,05, **=p<0,01).

H69 hiicrelerinde, Prnp ifadelenme diizeyleri PrP® siRNA uygulanan
gruplarda (H-s ve H-ds) basarili bir sekilde baskilanmistir. Doksorubisin ICso
uygulanan grupta ise (H-d) Prnp ifadelenme diizeyi diger gruplardan farklilagsmis ve
kontrol grubu (H-k) ile karsilastirildiginda ifadelenme diizeyinde yar1 yartya bir diisiis
gozlenmistir (Sekil 4.2). Prnp ifadelenme diizeyleri i¢in gruplarin istatiksel verileri ve

gruplar arasindaki p degerleri sirasiyla Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.4: H69 hiicre gruplarinda Prnp ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks

H-k 2 161277 0,19791 0,13995 1,473 1,753
H-d 2 086769 0,26548 0,18773 0,680 1,055
H-s 2 0,14303 0,04841 0,03423 0,109 0,177
H-ds 2 011121 0,04421 0,03126 0,080 0,142
Toplam 8  0,68367 0,67062 0,23710 0,080 1,753

Tablo 4.5: H69 hiicre gruplarinda Prnp ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.
H-k H-d H-s H-ds
H-k - 0,012 0,001 0,001
H-d 0,012 - 0,013 0,011
H-s 0,001 0,013 - 0,860
H-ds 0,001 0,011 0,860 -

29



Bax ifadelenme diizeylerinde herhangi bir anlamli degisime rastlanilmamastir.
Ancak PrP® siRNA ve Doksorubisin ICso uygulanmis gruptaki Bax ifadelenmesindeki
diisiis dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.2). Bax ifadelenme diizeyleri i¢in gruplarin istatiksel
verileri ve gruplar arasindaki p degerleri sirasiyla Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de

gosterilmistir.

Tablo 4.6: H69 hiicre gruplarinda Bax ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks
H-k 2 0,73689 0,218392  0,154426 0,582 0,891
H-d 0,84474 0,261443  0,184868 0,66 1,03
H-s 0,6618 0,544271  0,384857 0,277 1,047

2
2
H-ds 2 0,34822 0,204359 0,144504 0,204 0,493
Toplam 8  0,64791 0,322352 0,113969 0,204 1,047

Tablo 4.7: H69 hiicre gruplarinda Bax ifadelenme degigsimlerinin p degerleri tablosu.
H-k  H-d H-s H-ds
H-k - 0,765 0,835 0,313
H-d 0,765 - 0,616 0,215
H-s 0,835 0,616 - 0,405
H-ds 0,313 0,215 0,405 -

Becnl ifadelenme diizeylerine herhangi bir anlamli degisime rastlanilmamuistir.
Ancak PrP¢ siRNA uygulanmis gruptaki Becnl ifadelenmesindeki diisiis dikkat
cekmistir (Sekil 4.2). Becnl ifadelenme diizeyleri icin gruplarin istatiksel verileri ve

gruplar arasindaki p degerleri sirasiyla Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.8: H69 hiicre gruplarinda Becnl ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks
H-k 2 0,4261 0,228827  0,161805 0,264 0,588
H-d 2 0,58329 0,184847  0,130706 0,453 0,714
H-s 2 0,26202 0,134994  0,095455 0,167 0,357
H-ds 2  0,48587 0,008235  0,005823 0,48 0,492
8 0,43932 0,174778  0,061793 0,167 0,714

Toplam

Tablo 4.9: H69 hiicre gruplarinda Becnl ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.
H-k H-d H-s H-ds
H-k - 0,387 0,368 0,731
H-d 0,387 - 0,118 0,58
H-s 0,368 0,118 - 0,239
H-ds 0,731 0,58 0,239 -
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CD44 ifadelenme diizeylerinde kontrol grubuna gore Doksorubisin I1Cso
uygulanmis grupta farklilasma belirlenmemistir. PrP¢ siRNA uygulanan grupta ise
CD44 ifadelenmesi kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat artmisken PrP¢ siRNA ve
Doksorubisin 1Cso uygulanmis grupta yaklasik 3 kat artis gozlenmistir (Sekil 4.2).
CDA44 ifadelenme diizeyleri icin gruplarin istatiksel verileri ve gruplar arasindaki p

degerleri sirasiyla Tablo 4.10 ve Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.10: H69 hiicre gruplarinda CD44 ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks

H-k 2 0,49240 0,45753 0,32352 0,169 0,816
H-d 2 046179 0,20175 0,14266 0,319 0,604
H-s 2 191178 0,00141 0,00100 1,911 1,913
H-ds 2 1,45248 0,12904 0,09124 1,361 1,544
Toplam 8  1,07961 0,69517 0,24578 0,169 1,913

Tablo 4.11: H69 hiicre gruplarinda CD44 ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.

H-k H-d H-s H-ds
H-k - 0,911 0,005 0,021
H-d 0,911 - 0,005 0,019
H-s 0,005 0,005 - 0,150
H-ds 0,021 0,019 0,150 -

4.1.3.2 H69AR Hiicre Hattinda Genlerin ifadelenme Degisimleri

H69AR hiicre hatti ile olusturulmus kontrol ve deney gruplarindan elde edilen
veriler degerlendirildikten ve istatiksel analizi yapildiktan sonra Prnp, Becnl ve CD44
genlerinin ifadelenmesinde anlamli degisimler saptanmistir (p<<0,05). Bax geninin
ifadelenme degisimi ise deney gruplarinda kontrol grubuna gore artig gosterse de
anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 4.12). Gruplar i¢indeki ifadelenme degisimleri
ise Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.12: H69AR hiicre hattinda gen ifadelenme diizeylerinin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) sonuglart. (KT: Kareler Toplamu, sd: serbestlik derecesi, KO: Kareler Ortalamasi)

KT sd KO F p
Gruplar Arasinda 0,127 3 0,042 7,345 0,042
Prnp Gruplar Iginde 0,023 4 0,006
Toplam 0,150 7
Gruplar Arasinda 0,162 3 0,054 5,723 0,063
Bax Gruplar Iginde 0,038 4 0,009
Toplam 0,200 7
Gruplar Arasinda 0,522 3 0,174 22,781 0,006
Becnl  Gruplaricinde 0,031 4 0,008
Toplam 0,553 7
Gruplar Arasinda 0,839 3 0,280 9,185 0,029
CD44  Gruplariginde 0,122 4 0,030
Toplam 0,961 7

31



B HR-k
= B HR-d

15,000 e B HR-s

I HR-ds

10,000

5,000

0,000

Prnp* Bax Becni™* CD44"
+/-1 Std. Hata

Sekil 4.3: H69AR hiicrelerinde gen ifadelenme degisimlerinin gosterimi (*=p<0,05,
**=p<0,01).

H69AR hiicrelerinde, PrP¢ siRNA uygulanan gruplardaki PrPnin
baskilanmasma ragmen Prnp ifadelenme diizeylerinde anlamli bir farklilasma
gozlenmemistir. Doksorubisin ICsp uygulanan grupta ise Prnp ifadelenme diizeyi
kontrol grubuna gore yaklasik 8 kat artis gostererek diger gruplardan farklilasmistir
(p<0,05) (Sekil 4.3). Prnp ifadelenme diizeyleri i¢in gruplarin istatiksel verileri ve
gruplar arasindaki p degerleri sirasiyla Tablo 4.13 ve Tablo 4.14°te gosterilmistir.

Tablo 4.13: H69AR hiicre gruplarinda Prnp ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks
HR-k 2 0,03952 0,02634 0,01862 0,021 0,058
HR-d 2 0,31783 0,14917 0,10548 0,212 0,423
HR-s 2 0,05023 0,01147 0,00811 0,042 0,058

2

8

HR-ds 0,00000 0,00000 0,00000 0,000 0,000
Toplam 0,10189 0,14649 0,05179 0,000 0,423

Tablo 4.14: H69AR hiicre gruplarinda Prnp ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.

HR-k HR-d HR-s HR-ds

HR-k - 0,022 0,895 0,630
HR-d 0,022 - 0,024 0,014
HR-s 0,895 0,024 - 0,545

HR-ds 0,630 0,014 0,545 -
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Bax ifadelenme diizeylerinde ise belirgin artiglarin gézlenmesine ragmen bu

artiglar anlamli bulunmamistir (Sekil 4.3). Bax ifadelenme diizeyleri i¢in gruplarin

istatiksel verileri ve gruplar arasindaki p degerleri sirasiyla Tablo 4.15 ve Tablo

4.16°da gosterilmistir.

Tablo 4.15: H69AR hiicre gruplarinda Bax ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks

HR-k 2 0,05847 0,040282  0,028484 0,03 0,087
HR-d 2 042102 0,187797  0,132792 0,288 0,554
HR-s 20,3546 0,029529 0,02088 0,334 0,375
HR-ds 2 0,18473 0,001414 0,001 0,184 0,186
Toplam 8  0,2547 0,168972 0,05974 0,03 0,554

Tablo 4.16: H69AR hiicre gruplarinda Bax ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.

HR-k HR-d HR-s HR-ds
HR-k - 0,02 0,038 0,264
HR-d 0,02 - 0,532 0,072
HR-s 0,038 0,532 - 0,155
HR-ds 0,264 0,072 0,155 -

Becnl ifadelenme diizeyinin Doksorubisin ICso uygulanmis grupta kontrol

grubuna gore yaklasik 6,5 kat arttigi ve PrP® siRNA uygulanan grup harig

digerlerinden farklilastigi gozlenmistir. PrP¢ siRNA uygulanan grupta ise kontrol

grubuna gore yaklasik 4 kat artis gézlenmesine ragmen Becnl ifadelenmesi sadece

Doksorubisin ICso ve PrP® siRNA uygulanan gruptan farklilasmistir. Doksorubisin

ICso ve PrP¢ siRNA uygulanan grupta ise Becnl ifadelenmesi kontrol grubuna gore

yaklasik 12,5 kat artmis ve diger gruplardan farklilagtigi gozlenmistir (Sekil 4.3).

Becnl ifadelenme diizeyleri i¢in gruplarin istatiksel verileri ve gruplar arasindaki p

degerleri sirasiyla Tablo 4.17 ve Tablo 4.18’de gosterilmistir.

Tablo 4.17: H69AR hiicre gruplarinda Becnl ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks

HR-k 2 0,06051 0,033311  0,023555 0,037 0,084
HR-d 2 0,39054 0,001414  0,001000 0,390 0,392
HR-s 2  0,24307 0,000321  0,000227 0,243 0,243
HR-ds 2 0,75600 0,171613  0,121349 0,635 0,877
Toplam 8  0,36253 0,281007  0,099351 0,037 0,877

Tablo 4.18: H69AR hiicre gruplarinda Becnl ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.

HR-k HR-d HR-s HR-ds
HR-K - 0,020 0,105 0,001
HR-d 0,020 - 0,167 0,014
HR-s 0,105 0,167 - 0,004
HR-ds 0,001 0,014 0,004 -
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CD44 ifadelenme diizeyinin Doksorubisin 1Cso uygulanmig grupta kontrol
grubuna gore yaklasik 4 arttig1 ve kontrol grubu harig¢ diger gruplardan farklilasmadigi
gozlenmistir. PrP¢ siRNA uygulanan grupta CD44 ifadelenmesi kontrol grubuna gére
yaklasik 2 kat artmis, ancak sadece Doksorubisin ICso ve PrP¢ siRNA uygulanan
gruptan farklilasmistir. Doksorubisin ICso ve PrP® siRNA uygulanan grupta ise Becnl
ifadelenmesi kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat artmis ve Doksorubisin 1Cso
uygulanan grup hari¢ digerlerinden farklilastigni gozlenmistir (Sekil 4.3). CD44
ifadelenme diizeyleri i¢in gruplarin istatiksel verileri ve gruplar arasindaki p degerleri

sirasiyla Tablo 4.19 ve Tablo 4.20°de gosterilmistir.

Tablo 4.19: H69AR hiicre gruplarinda CD44 ifadelenmesinin istatiksel verileri.

N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks

HR-k 2  0,25633 0,066340  0,046910 0,209 0,303
HR-d 2 0,98683 0,202186  0,142967 0,844 1,130
HR-s 2 0,51454 0,261961  0,185234 0,329 0,700
HR-ds 2  1,02568 0,088874  0,062843 0,963 1,089
Toplam 8  0,69584 0,370487  0,130987 0,209 1,130

Tablo 4.20: H69AR hiicre gruplarinda CD44 ifadelenme degisimlerinin p degerleri tablosu.

HR-k HR-d HR-s HR-ds

HR-k - 0,014 0,213 0,012
HR-d 0,014 - 0,054 0,835
HR-s 0,213 0,054 - 0,043

HR-ds 0,012 0,835 0,043 -
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4.2 Tartisma

Diinya genelinde, kanser nedeni ile 6liimlerin yaklasik %18’ini olusturarak ilk
sirada yer alan akciger kanseri, 2018 yilinda 1,7 milyon hastanin 6liimiine neden
olmusken yaklasik 2 milyon yeni vakada tanimlanmistir [2]. Yayilmaci ve hizla
metastatik evreye ulasabilen kii¢lik hiicreli akciger karsinomu (KHAK) ise akciger
kanseri vakalarinin yaklasik %14-17’sini olusturur ve 1 yillik sagkalim orani %20-40
iken 5 yillik sagkalimi yaklasik %6’dir [11,101,102]. Bdoylesine diisiikk sagkalim
oranlarina sahip KHAK, oldukga riskli bir kanser tiiriidiir ve bu arastirmacilart yeni
tedavi yaklasimlar1 gelistirmeye itmistir. Giiniimiizde, KHAK i¢in uygulanan klasik
kemoterapi ve radyoterapi yaklasimlari ilk tedavide yiiksek bir cevap alinmasini
saglasa da hastalarin birgogunda 6 ay i¢inde yeniden niiksetme gozlenir [102]. Yeni
tedavi yaklasimlarinin ¢ogu ise beklenen sonuglar1 vermemis ve klasik platin temelli
tedavilerin etkinligini asamamuiglardir [22,102]. Tedavi yolunda asilmasi gereken en
onemli problemlerden biri de kanser hiicrelerinin ¢oklu ilag direnci (MDR) olarak
bilinen bir olgu ile tedaviye kars1 direng gelistirebilmesidir. Bu sebeple giiniimiizde,
diren¢ mekanizmasinda rol oynayan P-gp gibi molekiillerin ve bu mekanizmaya
dolayli yoldan etki eden potansiyel hedeflerin yani sira hiicre 6liimiinii baskilayan
molekiillerin hedef alinmasi ile daha etkin ve daha az yan etki gdsteren yeni tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi hedef alinmaktadir [103-107]. Tiimorigenez ve sagkalim
ile gliclii iliskileri bulunan Prion Proteini (PrP) ayni zamanda MDR fenotipini
desteklemesi dolayist ile tedavi icin potansiyel hedeflerden biri haline gelmis ve

yapilan ¢alismalarla bu engelin asilabilecegi gosterilmistir [91,92,108-110].

Bu ¢alismada, H69 (HTB-119™) ve bunun Doksorubisin ile segilerek coklu ilag
direng fenotipi kazandirilmis formu olan H69AR (CRL-11351™) KHAK hiicre
hatlarinda PrP® anlatimi susturulmus ve hiicre 6liimiine nasil bir etkisinin oldugu
belirlenmeye ¢alisilmistir. Antikanser ilag olarak ise sik¢a kullanilan Doksorubisin
secilmigtir. Yapilan sitotoksisite testi sonucunda 48 saat i¢inde H69AR hiicrelerinin
yarisint elimine etmek igin gerekli olan Doksorubisin dozunun direngsiz olmayan

hiicre hattina gore yaklasik 25 kat daha fazla olmasi gerektigi belirlenmistir.

Prnp ifadelenmesinin, Doksorubisin uygulandiginda hassas H69 hiicrelerinde
kontrol grubuna (H-k) gore yaklasik %50 azaldigi gézlemlenmistir. Her ne kadar Prnp

ifadelenmesinin artmasi ile kolon ve meme kanserlerinde Doksorubisin aracili oliimii
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engellense de PrP® nin farkls tip hiicrelerde farkli islevler gosterdigi bilinmektedir [7].
Ancak, H69 hiicre hattinda Doksorubisin ile PrP¢ arasinda nasil bir iliskinin oldugu
bilinmemektedir. Buna karsilik, ayn1 Doksorubisin uygulanmis grupta (H-d) bulunan
H69 hiicrelerinde Bax ve Becnl gen ifadelerinde hafif bir artis gézlenmesine ragmen
anlamli bir degisimin belirlenmemesi hiicre dliimiiniin farkli yolaklarla tetiklendigini
diisindirmektedir. Daha oOnce yapilan bir ¢alismada ise Doksorubisin’in farkli
yolaklarla hiicre oOlimiinii tetikleyebilecegi ve Bax seviyelerinde artisin
gerceklesmedigi  gosterilmistir  [111]. Benzer sekilde, Prnp ifadelenmesinin
baskilandigi  gruplarda bulunan (H-s [PrP¢ siRNA] ve H-ds [PrP¢
siRNA+Doksorubisin]) H69 hiicrelerinde ise Bax ve Becnl gen ifadelerinde anlamli
bir degisim belirlenmemistir. Bu sonuglar ise PrP®’nin baskilanmasi ve/veya
Doksorubisin’in, H69 hiicrelerinde Bax ve Becnl ifadelenme diizeylerinde anlamli bir
degisiklik yaratmadigini gostermistir. Yapilan caligmalarda Bax-aracili apoptoziste
PrP¢ nin Bax’in fonksiyonel aktivitesi i¢in gerekli olan konformasyonel degisiklige
gitmesine engel oldugu ve BCL2 ekspresyonunu arttirarak anti-apoptotik bir siireg
olusturdugu ileri siiriilmiistiir [112,113]. Calismamizda PrP¢ nin baskilandig1 H-s ve
H-ds gruplarinda Bax ekspresyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
olmamast ve Doksorubisin uygulamasi ile anlamli olmayan ¢ok hafif bir artis
gostermesi H69 hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin Bax aracili olmadigini diigiindiirebilir.
Bunun yaninda, PrPC baskilanmasinin glial tiimér hiicrelerinde Becnl gen iiriinii olan
Beclin-1 ekspresyonunda bir artisa neden oldugu ve BCL2 downregiilasyonu ile
birlikte giden otofajik bir siireci baslattigi ileri stirilmistiir [114]. Buna karsin
calismamizda PrP¢ transfeksiyonu sonucunda Becnl diizeyi anlamli olmasa da bir
diisiis gosterirken PrPC susturulmasi ardindan Doksorubisin uygulanmast ile kontrol
grubuna gore bir artis gdstermesi H69 hiicrelerde PrP¢ baskilanmasinin Doksorubisin
araciligi ile otofajik bir yolag: aktive edebilecegini diisiindiirmiistiir (Sekil 4.2). Yine
de H-s grubunda Becnl ve H-ds grubunda ise Bax ifadelenmelerinde dikkat ¢eken
diistislerin protein diizeyindeki etkilerinin anlasilabilmesi i¢in bu verilerin protein

seviyelerinin belirlenmesi ile desteklenmesi gerekmektedir.

CD44 ifadelenmesinin ise Doksorubisin uygulanmis grupta (H-d) degismedigi,
ancak Prnp ifadelenmesinin baskilandig1 gruplarda, kontrol grubuna (H-k) gore, 3-4
kat arttig1 gozlenmistir. Kanser hiicrelerinde isgalci ve metastatik fenotipin temel

elemanlarindan olan CD44’{in ayn1 zamanda ¢oklu ilag direnci ile de iliskili oldugu
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bilinmektedir [52,115,116]. Bununla birlikte, MCF7 hiicre hatt1 ile yapilan bir
calismada PrPC¢ ile CD44’iin etkilesim halinde oldugu Prnp baskilanmasi ile CD44
ifadelenmesinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi gosterilmistir [110].
Calismamizda ise bu bulgularin tersine CD44 ifadelenmesinin PrP¢ siRNA
uygulamasi ve transfeksiyon sonrasi Doksorubisin uygulamasi (H-s ve H-ds)
sonrasinda anlamli bir artig gosterdigi ortaya konmustur. Kolorektal kanser {izerine
yapilan bir baska ¢alismada CD44 veya PrP® hiicrelerde CD44*PrPC* hiicrelere gore
metastaz kapasitesinin dnemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir [82]. Bu iki ¢alismadaki
veriler bulgularimiz ile birlikte ele alindiginda bize PrP¢ baskilanmasinin CD44
tizerine dogrudan veya dolayli yollarla etki edebilecegini gostermistir. Ancak, artan
CD44 ifadelenmesinin hiicre {izerinde nasil bir etkisinin olabilecegi tartisma
konusudur. PrPC gibi, metastaz, timér biiyiimesi ve oksidatif stresten korunma
saglayabilen CD44 ve varyantlarinin [117-119] PrP¢ baskilandiginda benzer islevleri

yerine getirebilmek i¢in ifadelenmesinin artmasi séz konusu olabilir.

Coklu ilag direncine sahip olan H69AR hiicre hattinda Prnp ifadelenmesinin
Doksorubisin uygulanan hiicrelerde (HR-d) kontrol grubuna gére (HR-k) yaklagik 8
kat arttigi gozlenmistir. Ancak, Prnp ifadelenme degisim seviyeleri, PrP’nin
baskilandigi grupta (HR-S) kontrol grubuna gore neredeyse hi¢ degismemis ve PrP
baskilanmasmin ardindan Doksorubisin uygulanan grupta (HR-ds) ¢ok disiik
seviyelerde meydana gelmesine ragmen, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamsiz diizeyde ger¢eklesmistir. Prnp’nin bircok ilaca direngli hatlarda yiiksek
diizeyde ifade edilmesinin yani sira Doksorubisin bagimli hiicre 6liimiine karsi
direnglilik gosterdigini belirleyen diger ¢aligmalara paralel olarak Doksorubisin
uygulanan grupta (HR-d) Prnp ifadelenmesinde anlamli bir artis goriilmekteir
[7,110,120]. Ayrica, yakin zamanda yapilan bir calismada PrP ’nin hiicre disina
salinmas1 ile Doksorubisini Cu?* aracihigi ile kendine bagladigi ve bdylece
Doksorubisin direncine aracilik ettigi gosterilmistir [121]. Bu veriler 1is1ginda, HOOAR
hiicre hattinda da PrP®’nin benzer bir islev gdsterdigi sdylenebilir. Diger yandan,
PrP¢nin baskilandigi grupta (HR-S) siRNA uygulanmasma ragmen Prnp
ifadelenmesinde anlamli bir degisimin gézlenmemesi PrP®’nin HE69AR ilaca direng
mekanizmasi i¢in elzem oldugunu ve eksikligini gidermek i¢in Prnp geninin upregiile
edilmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Benzer bir diger olasilik ise Prnp

ifadelenmesinin endoplazmik retikulum (ER) stresi ile indiiklenebilmesidir [83].
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Kanser hiicrelerinin yiiksek proliferasyon oranlarinin proteinlerin katlanma ve taginma
merkezi olan ER’da stres olusturdugu bilinmektedir [122,123]. Bu sebeple, Prnp
geninin baskilanmasi ile birlikte olusan strese cevap olarak Prnp ifadelenmesinin

tekrar indiiklenebilecegi varsayilabilir.

Pro-apoptotik belirteglerden biri olan Bax ifadelenmelerinde ise belirgin
artiglarin gozlenmesine ragmen bu degisimler istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
Yakin zamanli yapilan bir calismada Doksorubisine direncli bir kolon karsinoma hiicre
hattinda simvastatin ile kombine phenothiazine tiirevlerinin anti apoptotik Bcl-2
diizeyini diistiriirken Bax diizeylerini arttirdigi bulunmustur [124]. Calismamizda Bax
ifadelenmesinin Doksorubisin uygulanan grupta artis gostermesi ve PrP¢ siRNA ile
PrP¢ siRNA+Doksorubisin uygulanan gruplarda azalarak devam etmesi, ilaca direngli
H69AR hiicrelerde siRNA baskilanmasinin Bax ifadelenmelerinde Doksorubisin
uygulanan gruba oranla bir azalmaya neden oldugunu gostermistir (Sekil 4.3). Buna
paralel olarak oOzellikle Becnl ifadelenmesinin siRNA trasfeksiyonu ardindan
Doksorubisin uygulanan grupta anlamli olarak artis gostermesi 6zellikle bu hiicreleri
Bax aracili hiicre 6limiinden ¢ok Beclin-1 aracili otofajik bir siirece yonlendirdigi
diisiiniilebilir. Gergekten, PrP®’nin baskilandig1 grupta (HR-s) gdzlenen Becnl artist,
Doksorubisin uygulanan gruba (HR-d) benzer sekilde olmasina ragmen istatiksel
olarak HR-d ile kontrol grubu (HR-k) arasinda konumlanmustir. Otofajik siiregte temel
elemanlardan biri olan Beclinl proteini ¢ekirdek kompleksinin olusumunda yer alarak
otofajik vakuollerin olusum siirecini baslatir [34]. Ayrica, Doksorubisin’e direnglilik
sirasinda otofajinin etkin bir rol oynadig: bilinmektedir [125]. Bu sebep ile HR-d ve
HR-ds gruplarinda artan Becnl ifadelenmelerinin, H69AR hiicrelerinde,
Doksorubisin’e karsi gosterilen direngte etkin bir rol oynadig1 sdylenebilir. Buna ek
olarak, yapilan bir calismada PrP®nin Beclinl ile etkilestigi ve otofajinin
baslatilmasinda rol oynadigi gosterilmistir [80]. Ayn1 zamanda, bir¢ok ¢alismada Prnp
yoklugunda otofagozom birikimi ve otofajik akista bozulmalar gézlenmis, bunun
sonucunda hiicrelerin stres kosullarina karsi hassaslagtigi gosterilmistir [8,9,77-79].
Bu veriler ile birlikte PrP® nin baskilandig1 gruptaki (HR-s) Becnl ifadelenmesinin
PrP¢ nin susturulmasi sonucu otofajik akisin kismen bozulmasi ile meydana gelen
birikimden kaynakli olabilecegini gostermistir. EK olarak, otofajinin ER stresi ile
indiiklenebilmesi [126,127], HR-s grubundaki Prnp ifadelenmesinin davranisi goz

aliirsa, Becnl ifadelenmesindeki degisimin olas1 bir ER stresi kaynakli olabilecegi
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ihtimali vardir. Tiim bu veriler ele alindiginda, PrP¢ baskilanmasmin ardidan
Doksorubisin uygulanan grupta (HR-ds) Becnl ifadelenmesinde gozlenen yiiksek
seviyedeki artisin, PrP¢ yoklugunda diizensizlesen otofajik akis sonucunda olusan
birikmenin ve dolayisi ile Beclinl diizeylerinde beklenen bir artisin ispati oldugu
sdylenebilir. Ayrica, bozulan otofajik akisin hiicreyi 6liime gétiirebilmesi ile [8], PrP®
susturulmasinin ardindan uygulanan Doksorubisin’in H69AR hiicrelerinde otofajik
hiicre 6liimiine neden olabilecegi tahmin edilmektedir. Laboratuvarimizda, yakin
zamanda, H69AR hiicre hatt1 ile gergeklestirilen bir c¢alismada, Beclin-1’in
immiinositokimyasal analiz sonuglari ile bulgularimizin oOrtiismesi bu  savi

giiclendirmektedir. [128].

H69AR hiicrelerindeki CD44 ifadelenme degisimleri ise anlamli diizeyde
gerceklesmis ve Becnl ile benzer motifleri icermektedir. Doksorubisin uygulanan
gruplarda (HR-d [Doksorubisin] ve HR-ds [Doksorubisin+PrP¢ siRNA]) CD44
ifadelenmeleri benzer diizeylerde gerceklesmisken, PrPC nin baskilandig1 grupta (HR-
s) bu ifadelenme diizeyi istatiksel olarak HR-d ve kontrol grubu (HR-k) arasinda
konumlanmigtir. Bulgularimizda, CD44 ifadelenmelerinin Doksorubisin uygulanmis
H69AR hiicre gruplarinda (HR-d ve HR-ds) H69’a kiyasla gosterdigi farkli davraniglar
CD44’in ilaca direngli hiicrelerde Doksorubisin’e direnglilikte 6nemli bir yer
tutabilecegini diisiindiirmiistiir. CD44, P-gp (MDR1) ile birlikte ¢oklu ilag direnci
(MDR) mekanizmasinda etkin bir rol oynasa da [52,116] H69AR hiicrelerinde
MDR1’den ziyade MRP1 ifadelenmesinin yiiksek seviyelerde oldugu bilinmektedir
[129,130]. Bu durum, CD44’iin Doksorubisin’e verdigi tepkinin farkli bir yolak
tizerinde ilerleyebilecegini gostermistir. Buna ek olarak hipoksi ve TGF-f gibi stres
sartlarinda indiiklenen otofajinin, epitelden mezenkimale gecisi (EMT) destekledigi ve
bunun yani sira CD44 ifadelenmesinin artmasina sebep olarak kanser kok hiicresi
(CSC) benzeri ozelliklerin g6zlenmesine neden oldugu gosterilmistir [131]. Bu
durumda, H69AR hiicrelerinde, CD44’iin H69 hiicre hattindaki tahmin edilen
etkilerinin yani sira otofaji ve sagkalim ile de iliskili olabilecegi ongoriilmektedir.
Ozellikle, PrP® baskilanmasinin ardindan Doksorubisin uygulanmis gruptaki (HR-ds)
CD44 ve otofaji belirteci olan Becnl arasindaki ifadelenme degisimlerinin farklilig:
CD44’iin otofaji ve/veya stres kosullari altinda sinirli bir sekilde indiiklenebilinecegini

disiindiirmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Elde ettigimiz veriler, Prion proteinin (PrP) sagkalim ve ilaca direnglilik
mekanizmasinda etkin bir rol oynadigmi agik¢a gostermektedir. Ozellikle, H69’a
kiyasla ayni hiicre hattinin ilaca direngli formu olan H69AR’de gozlenen degisimler,
PrP’nin zor ¢evresel kosullarda etkin bir koruyucu ve diizenleyici bir protein
oldugunu gostermekle birlikte otofaji siiresince O6nemli bir yer aldigimi ortaya
koymaktadir. Ayn1 zamanda, H69AR hiicre hattinda, PrP¢ baskilanmasinin diizensiz
otofajik akisa sebep olmasi nedeni ile hiicre Olimiine yol agabilme ihtimalini

gostermektedir.

Kiigiik hiicreli akciger karsinomu (KHAK) hiicre hatlarinda PrP¢ ve otofaji
arasindaki iligkiye dair bulgularimiz ve yapilan diger ¢alismalar [8,9,77-79], yiiksek
cevresel stres ve besin kithgr sartlarinda devamliligini saglamak igin otofajik
faaliyetlerden yararlanan kanser hiicrelerinde PrP® nin &nemli bir yeri oldugunu
gostermektedir. Bu veriler 15181nda, basta KHAK olmak iizere diger benzer kosullar
tasiyan kanser tiirlerinde, PrP’nin susturulmasi ile birlikte gelisim ve ¢ogalma
hizlarinin azaltilabilineceginin yani sira kanserde bir gerilemeye neden olabilecegi de

ongoriilmektedir.

Coklu ilag direnci (MDR) ozelligi kazanmis kanserlerde her ne kadar
kemoterapinin yiiksek dozlarinda ilaca direnglilik kirilabiliyor olsa da beraberinde,
yan etkilerinin siddetini de arttirmaktadir [45,132,133]. Bu yiizden, PrPC gibi sagkalim
ve MDR ile iligkili potansiyel hedeflerin arastirilmasinin, yiiksek doz gereksinimin
azaltilabilmesi ve daha verimli tedavilerin gelistirilmesindeki 6nemi bir kez daha
vurgulanmalidir. Hali hazirda, ilag alimi ile es zamanli olarak Prnp’nin susturulmasi
tizerine bir ¢alisma da mevcuttur [103]. Bu ve bunun gibi yeni tedavi yaklagimlari
aracihigr ile gelecekte PrPC nin etkin bir rol iistlendigi belirlenen kanser tiirlerinde

tedavinin verimli ve etkin bir sekilde siirdiiriilebilecegi ongoriillmektedir.

Calismamizda, programli hiicre 6liimii ve ¢oklu ila¢ direngliligine odaklanmis
olsak da PrP®’nin diger birgok islev ve etkilesimleri hakkindaki bilgi birikimimiz
oldukga kisithdir. Bircok kanser tiiriinde gorev istlenen bu proteinin [7] olasi
potansiyel etkilerinin incelenmesi ile kanser biyolojisindeki fizyolojisinin daha net

anlasilmasi, birgcok bilinmeze 151k tutacagi gibi yeni yaklagimlarin da dogmasina sebep
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olacaktir. Biz de elde ettigimiz veriler ve vardigimiz sonuglar dogrultusunda, KHAK
hiicre hatlar1 olan H69 ve H69AR’lerde PrP¢nin islev ve etkilesimlerinin bir kismin
aydinlatmaya c¢alistik. Bu dogrultuda, apoptotik ve otofajik temelli daha genis paneller
ve teknolojiler (6rnegin CRISPR/Cas9 genom diizenleme mekanizmalar1) kullanarak
yeni arastirmalarin yapilmas1 PrP nin 6zellikle ilaca direng gdsteren kanserlerdeki
roliiniin daha iyi anlasilmasi ve PrP¢ odakli anti-kanser stratejilerinin gelistirilmesi

agisindan yararli olacaktir.
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