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Uzun kodlamayan RNA HIF1A-AS2’nin kii¢iik hiicreli akciger kanserinde otofaji ile
iliskili kemoterapdtik direngteki etkinliginin arastirilmasi

Ebru GUCLU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / Konya-2020

Kiigiik hiicreli-dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
olmak iizere histolojik olarak iki sinifa ayrilan akciger kanseri, tiim diinyada kansere bagli 6limlerin
en yaygin sebeplerinden biridir. KHAK; kemoterapotik ajanlara karsi direncin gozlendigi en agresif
akciger kanseri tiiriidiir. Ila¢ direnci, temel mekanizmalarin yam sira kodlamayan RNA profili,
hipoksi ve otofaji gibi faktorlerle de iliskilendirilen bir siiregtir. Bu tez ¢alismasinda hipoksi ile
indiiklendigi bilinen bir IncRNA olan HIF1A-AS2’nin KHAK hiicrelerinde otofaji iizerinden
kemoterapétik direngteki olasi etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Doksorubisine duyarli H69 ve doksorubisine direngli HOOAR KHAK hiicrelerinde HIF1A-
AS2 ifadesi siRNA yontemi ile susturulmustur. Ardindan, normoksik ve CoCl, ile indiiklenen
hipoksik ortamdaki hiicrelerde doksorubisin duyarliligini belirlemeye yonelik sitotoksisite ve apoptoz
analizleri gerceklestirilmigtir. HIF1A-AS2’nin  susturulmasinin  doksorubisin varliginda ve
yoklugunda otofaji {izerine etkisi otofaji analizi ile degerlendirilmistir. HIF1A-AS2’nin
susturulmasinin normoksik ve hipoksik ortamda ilag direnci ve otofaji ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyeleri iizerine etkisi qPZR analizi ile belirlenmis; MRP1, HIF-1a ve Beclin-1 proteinlerinin
seviyeleri western blot yontemi ile analiz edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; kontrol gruplart ile karsilagtirildiginda H69 ve H69AR
hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi, normoksik ve hipoksik ortamda doksorubisinin ICs,
degerlerini azaltmis, doksorubisine bagli apoptozu artirmigtir. Ayrica, doksorubisin varliginda ve
yoklugunda HIF1A-AS2’nin susturulmasi normoksik ve hipoksik ortamda otofajinin azalmasi ile
sonuglanmigtir. qPZR analizi sonuglarina gore; HIF1 A-AS2’nin susturulmasi, normoksik ve hipoksik
ortamda her iki hiicre hattinda da ilag duyarliligimi artiracak ve otofajiyi inhibe edecek sekilde ¢ok
sayida genin ekspresyonunu etkilemistir. Western blot analizi sonuglarina gore, HIF1A-AS2’nin
susturulmasi ile normoksik ve hipoksik ortamda her iki hiicre hattinda da HIF-la ve Beclin-1
proteinlerinin seviyeleri azalmistir. H69AR hiicrelerinde MRP1 protein seviyesinde de azalma tespit
edilmistir. Ayrica, hipoksik ortam H69 hiicrelerinin ila¢ duyarliligini azaltmistir, HIF1A-AS2’nin
susturulmasi ile hipoksinin bu etkisi baskilanmistir. HG9AR hiicrelerinde ise hipoksinin ila¢ direncini
daha da artiric1 bir etkisi tespit edilmemistir.

Sonug olarak, KHAK hiicrelerinde HIF-la’y1 pozitif yonde diizenledigi ve hipoksi ile
indiiklendigi belirlenen HIF1A-AS2 IncRNA’nin susturulmasi, KHAK hiicrelerinin ilag duyarliligini
otofaji ile iliskili olarak artirmistir. Dolayisiyla, bu hiicrelerde ilag duyarliliginda hipoksi-HIF1A-
AS2-otofaji etkilesiminin belirleyici oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: HIF1A-AS2, ilag direnci, Otofaji.
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Investigation of the efficiency of long-noncoding RNA HIF1A-AS2 on drug
resistance associated with autophagy in small cell lung cancer

Ebru GUCLU
Department of Medical Biology
PhD THESIS / Konya-2020

Lung cancer, which is histologically divided into two classes as non-small cell lung cancer
(NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC), is one of the most common causes of cancer-related
deaths in worldwide. SCLC, where resistance against chemotherapeutic agents is observed, is the
most aggressive type of lung cancer. Drug resistance is a process associated with factors such as non-
coding RNA profile, hypoxia and autophagy as well as basic mechanisms. In this thesis, it is aimed to
investigate the possible effect of HIF1A-AS2, a IncRNA known to be induced by hypoxia, on drug
resistance associated with autophagy in SCLC cells.

The expression of HIF1A-AS2 was silenced by siRNA method in doxorubicin sensitive H69
and doxorubicin resistant H69AR cells. Then, cytotoxicity and apoptosis analyzes were carried out to
determine the doxorubicin sensitivity of the cells in the normoxic and CoCl,-induced hypoxic
environment. The effect of silencing of HIF1A-AS2 on autophagy in the presence and absence of
doxorubicin was evaluated by autophagy analysis. The effect of silencing of HIF1A-AS2 on the
expression levels of genes, which are associated with drug resistance and autophagy, in the normoxic
and hypoxic environment was determinated by qPCR analysis, the levels of MRP1, HIF-1a and
Beclin-1 proteins were analysed by western blot method.

According to the results; when compared to control groups, the silencing of HIF1A-AS2 in
H69 and H69AR cells decreased ICsy values of doxorubicin and increased doxorubicin-related
apoptosis in normoxic and hypoxic environment. In addition, the silencing of HIF1A-AS2 in the
presence and absence of doxorubicin resulted in the reduction of autophagy in the normoxic and
hypoxic environment. According to the results of qPCR analysis, the silencing of HIF1A-AS2 in
normoxic and hypoxic environment has affected the expression of many genes that will increase drug
sensitivity and inhibit autophagy in both cell lines. According to results of western blot analysis, the
levels of HIF-1a and Beclin-1 proteins decreased in both cell lines in the normoxic and hypoxic
environment by silencing of HIF1A-AS2. And, a decrease was also detected in level of MRP1 protein
in H69AR cells. In addition, the hypoxic environment reduced drug sensitivity of H69 cells, this
effect of hypoxia was suppressed by silencing of HIF1A-AS2. In the H69AR cells, hypoxia did not
increase the drug resistance.

As a result, the silencing of HIF1A-AS2, which was determined to positively regulate HIF-
la and was induced by hypoxia in SCLC cells, increased drug sensitivity of cancer cells in relation to
autophagy. Therefore, hypoxia-HIF1 A-AS2-autophagy interaction is thought to be determinative in
drug sensitivity of these cells.

Keywords: Autophagy, Drug resistance, HIF1 A-AS2.
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1. GIRIS VE AMAC

Kansere bagli 6liimlerin en 6nemli nedenlerinden biri olan akciger kanseri,
histolojik olarak kiigiik hiicreli-dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiigiik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Inamura 2017).
Bunlardan, tiim akciger kanseri vakalarinin yaklasik %15-20’sini olusturan KHAK,
en ylksek maligniteye sahip olan akciger kanseri tiiriidiir (Rodriguez ve Lilenbaum

2010).

Kanser tedavisinde karsilasilan en 6nemli sorun, kanser hiicrelerinin standart
tedavide kullanilan kemoterapétik ajanlara karsi direng gelistirmeleridir. Benzer
sekilde, KHAK tedavisindeki basarisizligin ana sebebi kanser hiicrelerinde gézlenen
ilag direncidir (Chen ve ark. 2012). Kemoterapotik direng; birbirine eslik eden ve iyi
tanimlanmis temel mekanizmalarin devreye girdigi karmasik bir siirectir. Ancak,
temel mekanizmalarin disinda ¢ok sayida faktér dogrudan veya dolayli olarak
kemoterapotik direncgte rol oynayabilir (Cree ve Charlton 2017). Bu faktorlerin etki
mekanizmalarinin ortaya c¢ikartilmasi, kansere karsi yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde olduk¢a oOnemlidir. Bu faktorlerden biri olan otofaji, hiicre
homeostazinin korunmasinda gérev almaktadir (Li ve ark. 2017). Otofajinin, direncli
kanser hiicrelerinde kemoterapotik tedavi sirasinda koruyucu bir mekanizma olarak
aktive edilmis olabilecegi, bu durumda, otofaji inhibisyonunun direncli kanser
hiicrelerini  tekrar duyarli hale getirerek kemoterapotik ajanlarin  etkinligini
artirabilecegi belirtilmektedir (Sun ve ark. 2015). Kemoretapotik direngteki rolii
oldukca karmasik olan bir diger onemli faktér kodlamayan RNA (ncRNA) sinifinin
bir liyesi olan uzun kodlamayan RNA (IncRNA)’lardir. IncRNA’larin hiicrede
onemli biyolojik siireclerde rol oynadiklari, kanser de dahil olmak iizere cesitli
hastaliklar 1ile iliskili olabilecekleri bilinmektedir. Ayrica, IncRNA’larin cesitli
kanser hiicrelerinde kemoterapdtik ajanlara karsi gelisen direngte aktif rol aldiklar

belirtilmektedir (Liu ve ark. 2020).

Bu tez projesinin amaci, hipoksi ile indiiklendigi bilinen bir IncRNA olan
hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa (HIF1A) antisens RNA 2 (HIF1A-AS2)’nin
KHAK hiicrelerinde otofaji {izerinden kemoterapdtik direngteki etkinliginin
arastirilmasidir. Bu amagla ¢alismada, doksorubisine 50 kat daha direnc¢li oldugu
bilinen H69AR hiicre hatt1 ile aynmi hattin direngsiz formu olan H69 insan KHAK
hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicrelerde HIF1 A-AS2 gen ifadesi siRNA transfeksiyon
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yontemi ile susturulmus, ardindan normoksik ve hipoksik ortamda birakilan
hiicrelerde hiicre canlilig1, apoptoz ve otofaji analizleri gerceklestirilmistir. HIF1A-
AS2’nin otofajide ve kemoterapotik direngte dnemli olan genlerin ifadeleri lizerine
etkisi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir. Ayrica HIF1A-
AS2 ile etkilesim i¢inde oldugu bilinen ¢esitli proteinleri kodlayan bazi genlerin
(insiilin benzeri biiyiime faktorii 2 mRNA baglayici protein 2 (IGF2BP2), DExH-
kutu helikaz 9 (DHX9), yiiksek mobilite grubu A1 (HMGAL)) ifadesi de ayni
yontemle analiz edilmistir. Ilag direncinin en énemli belirteclerinden biri olan ¢oklu
ilag direnci ile iliskili protein 1 (MRP1), HIF1A-AS2 ile iliskilendirilen ve
hipoksinin de gostergesi olan HIF-loo ve otofajide rol oynayan Beclin-1

proteinlerinin seviyeleri ise western blot yontemi ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, bir ve/veya iki akcigerdeki anormal hiicrelerin kontrolsiiz
bdliinmesine bagli olarak malign biiylimenin gerceklestigi, ileri evrelerde kan ve lenf
damarlar1 yoluyla metastazin gozlendigi, nefes darligi, ses kisikligi, oksiiriik ve
balgamda kan ile kendini gésteren kiiresel bir saglik sorunudur (Bradley ve ark.
2019; Sarode ve ark. 2020). GLOBOCAN 2018 verilerine gore, akciger kanseri
diinya genelinde 2,1 milyon yeni vaka ile en yaygin goriilen kanser tiiridiir, 1,8
milyon 6liim ile kansere bagl 6liimlerde birinci sirada yer almaktadir. Erkeklerde en
yaygin goriilen kanser tiiri iken kadinlarda meme kanserinden sonra gelmektedir

(Bray ve ark. 2018).

Koétii prognoz ile karakterize bir hastalik olan akciger kanserinin tanisi ileri
evrelerde koyulmaktadr. Hastaneye basvuran hastalarin %80°1 cerrahi rezeksiyonun
gergeklestirilmedigi evre III veya evre IV asamasindadir. Bu durum diisiik sag kalim
oranin1 da beraberinde getirmektedir (Birring ve Peake 2005). Histolojik tipe, tanm
evresine bagl olarak degisiklik gostermekle birlikte akciger kanserinin 5 yillik sag

kalim oran1 %10-20dir (Masso6-Vallés ve ark. 2020).

Sigara kullanim1 akciger kanseri i¢in bilinen en 6nemli risk faktoriidiir, bu
nedenle akciger kanserinin epidemiyolojik egilimleri degisiklik gosterebilmektedir.
Ozellikle, ABD ve Avrupa Birligi iilkelerinde akciger kanseri insidansi ve
mortalitesi ile iligkili verilere ulasabilmek miimkiindiir (Ferlay ve ark. 2018; Siegel
ve ark. 2020). Ornegin, Amerikan Kanser Dernegi tarafindan yayimlanan bir raporda
2017 yili verilerine yer verilmistir. Buna gore akciger kanseri, 40 yas ve isti
erkekler ile 60 yas ve iistii kadinlarda 2017°de toplam 145849 6liime yol agmistir; bu
say1 meme, prostat, kolorektal ve beyin kanserlerine bagl 6liimlerin sayisindan daha
fazladir. Ayrica, 2017 yilinda ABD’de akciger kanserine bagli dliimlerin erkeklerde
kadinlara gore %17 daha fazla oldugu rapor edilmistir, ancak mevcut sigara igme
egilimleri devam ederse 2045 yilina kadar bu farkin tersine donecegi belirtilmistir.
Ayni rapora gore, 2020 yilinda ABD’de 1806590 yeni kanser vakasi beklenmekte ve
kansere bagl 6liimlerin sayisinin 606520°ye ulasacagi tahmin edilmektedir. Akciger

kanserinin de erkeklerde ve kadinlarda goriilme siklig1 bakimindan ikinci sirada yer



alacagi, kansere bagli oliimlerin birinci nedeni olacagi belirtilmektedir (Siegel ve
ark. 2020).

Ulkemizde ise, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Saglk Istatistikleri
Yilligi’na gore; 2016 yilinda trakea, akciger ve brons kanserleri en sik goriilen 10
kanser tiirii siralamasinda erkeklerde birinci, kadinlarda ise besinci sirada yer

almistir (Sekil 2.1; Saghk Istatistikleri Yillig1, 2018).

Beyin, Diger St Sisteni
mrink: Uterus Serviksi
Tiroid Nou-Hodgkm Lenfoma
Non-Hodgkin Lenfoma
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Sekil 2.1. Tirkiye’de erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin toplam kanser
igindeki dagilimi (%), 2016 (Saglk Istatistikleri Y1llig1, 2018).

Aynm yilliga gore; erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin yillara goére
insidanslar1 karsilastirildiginda trakea, akciger ve brons kanserlerinin birinci sirada

yer aldi1g1 goriilmektedir (Tablo 2.1; Saglik Istatistikleri Yillig1, 2018).

Tablo 2.1. Tiirkiye’de yillara gore erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin insidansi,
(100.000°de, Diinya Standart Niifusu) (Saghk Istatistikleri Y1llig1, 2018).

2002 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Trakea, Akciger ve Brong 422 610 623 604 593 525 525 57.7

Prostat 11,5 338 37,1 392 364 329 331 350
Kolorektal 11,8 20,7 224 247 244 228 231 253
Mesane 124 20,7 209 223 21,1 193 202 211
Mide 11,6 161 17,1 164 159 143 142 142
Bobrek 3.0 5.5 0.9 7.0 7.0 6.4 6.8 74
Non-Hodgkin Lenfoma 14 7.0 7.2 7.7 6.9 7.2 6.9 7.2
Larinks 6.9 7,7 8.1 7.8 7.0 6.2 6.6 6.2
Tiroid 0,5 47 51 54 56 55 6,0 6.2
Pankreas 3.1 5,7 5.6 5.8 6.3 5.1 5.6 5,7

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanhig: Tiirkiye Kanser Istatistikleri’ne gore
de 2015 yilinda erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri en sik goriilen kanser
tirleridir. Ayn1 rapora gore; akciger kanseri vakalarmin %14,8’1 lokalize, %27,1°1

bolgeseldir, %58,1’inin ise uzak metastaz yaptig belirtilmistir. Vakalarin %80,5’ini



KHDAK, %16,1’ini ise KHAK olusturmaktadir (Tablo 2.2; Tiirkiye Kanser
Istatistikleri, 2018).

Tablo 2.2. Akciger kanserinin histolojik tiplerinin yiizde dagilimi (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani,
2015) (Saglik Istatistikleri Y1llig1, 2018).

%
KHDAK 80,5
Yass1 hitcrel 38,2
Adenokarsinom 47,1
Buvik huereh 1.9
NOS 12,7
KHAK 16,1
Diger* 3.4

*Mukoepidermoid; Kistik, Miisinéz, Ser6z Neoplasmlar; Asiner Hiicreli; Kompleks Epitelyal;
Yumusak Doku; Fibromatdz Neoplasmlar; Lipomatéz Neoplasmlar; Myomatdz Neoplasmlar; Karigik
ve Stromal Neoplasmlar; Germ Hiicreli; Kan Damar1 Tiimdrleri; Noroepitelyomatdz Neoplasmlar;
Timik Epitelyal Neoplazmlar.

2.1.1. Akciger Kanserinin Siniflandirilmasi

Akciger kanseri genel olarak KHDAK ve KHAK olmak {izere iki ana
histolojik gruba ayrilmaktadir (Inamura 2017).

KHDAK: Akciger kanseri vakalarmin yaklasik %80’ini olusturmaktadir. Daha
yavas ¢ogalmasit ve daha ge¢ metastaz yapmasi nedeniyle KHAK’dan daha az
agresiftir ve 5 yillik sag kalim orant %19°dur. Ancak, insidansinin yiiksek olmasi
nedeniyle kansere bagli dliimlerde birinci sirada yer almaktadir. Adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli karsinom olmak {izere ii¢ alt grupta

incelenmektedir (Zheng 2016; Mass6-Vallés ve ark. 2020).

Adenokarsinom: KHDAK vakalarinin %50’sinden fazlasini olusturmaktadir (Wei ve

ark. 2019). Geng erkeklerde ve her yastan kadinlarda, hi¢ sigara icmeyenlerde ya da
sigaray1 birakmis kisilerde en sik goriilen akciger kanseri tiiriidiir (Brambilla ve ark.
2001). Bu tiimoriin alveolar tip II hiicreleri ile Clara hiicrelerinden koken alabilecegi
diisiiniilmektedir (Rowbotham ve Kim 2014). 2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan akciger tiimorlerinin siniflandirilmasina 6énemli yenilikler getirilmis ve
buna gore akciger adenokarsinomu in situ adenokarsinom (AIS), minimal invaziv
adenokarsinom (MIA), lepidik baskin adenokarsinom seklinde alt gruplara
ayrilmistir (Travis ve ark. 2015). AIS; storomal, vaskiiler ya da plevral invazyon
yapmaksizin énceden var olan alveolar yapilar boyunca biiyiiyen (lepidik biiyiime)

neoplastik pnomositlerden olusan, kiigiikk (<3 cm) adenokarsinomlardir (Travis ve

5



ark. 2013). MIA invazyon boyutu <5 mm olan, <3 cm c¢apindaki
adenokarsinomlardir. Tiimoér ¢apmmin 3 cm’yi asmasi durumunda ise bu
adenokarsinomlara “lepidik baskin adenokarsinom, siipheli MIA” adi verilmektedir

(Inamura 2017).

Skuamdz hiicreli karsinom: Tiim akciger kanseri vakalarmin %30°nu olusturarak

gorilme sikligi bakimindan akciger adenokarsinomundan sonra ikinci sirada yer
almaktadir (Ferone ve ark. 2016). Sigara dumani gibi solunum yolu aracilifiyla
maruz kalinan kanserojenler ile skuamoz hiicreli karsinomun gelisimi arasinda giiclii
bir iliski bulunmaktadir (Inamura ve ark. 2005). Biiyiik boyutlara ulastiginda
kavitelesmenin de eslik ettigi skuamoz hiicreli karsinom, genellikle hava yollar
boyunca akcigerin santral kisminda yerlesim gostermektedir. Mikroskobik
incelemede ise karakteristik olarak keratinizasyon ve hiicreler arasi kopriiler goze
carpmaktadir. Keratinize edici, keratinize edici olmayan ve basaloid seklinde alt

tiplere ayrilmaktadir (Zheng 2016).

Biiyiik hiicreli karsinom: KHDAK vakalarmin yaklagik %10’unu, tiim akciger

kanseri vakalarinin ise %3’iinii olusturmaktadir. Ancak rezekte edilmis bir timorde
teshisi konabilmektedir (Travis ve ark. 2015). Adenokarsinom, skuamoz hiicreli
karsinom veya ndroendokrin karsinom seklinde morfolojik olarak kolayca
simiflandirilmayan akciger karsinomlarin1 kapsamaktadir. Sigara i¢enlerde yaygin
olarak goriilen bu tiimoriin, diger KHDAK tiirlerinden daha agresif oldugu

diistintilmektedir (Sholl 2014).

KHAK: Ilk olarak 1936 yilinda asbestozisi bulunan bir hastada tanimlanmis ve
“yulaf hiicreli karsinom” olarak isimlendirilmistir (Gloyme 1936). Biitiin akciger
kanserlerinin yaklasik %10-15’ini olusturmaktadir (Qiu ve ark. 2017). Klinik ve
biyolojik 6zellikleri bakimindan diger akciger kanseri tiirleri ile karsilastirildiginda
oldukca farkhidir. Yiiksek bir mitotik indekse sahiptir, buna bagl olarak hizl
biiyiimektedir. Ayrica, uzak bdlgelere erken yayilmaktadir, bu agresif o6zelligi
nedeniyle tiim akciger kanseri tiirleri arasinda en yliksek maligniteye sahiptir (Chen
ve ark. 2012; Koinis ve ark. 2016). Noroendokrin belirtegler sergilemesi nedeniyle
akcigerin néroendokrin hiicrelerinden ya da néroendokrin progenitorlerinden kdken
aldig1 diistintilmektedir (Karachaliou ve ark. 2016). KHAK’in teshisi genellikle
metastaz yapmasindan sonra koyulabilmektedir, hastalarn tani sonrasi 5 yillik sag

kalim oranlan ise yaklasik %5’tir (Dooley ve ark. 2011). Bu oran, baslangicta
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radyoterapi ve kemoterapiye iyl yanit vermesine ragmen hastaligin tekrarlamasi,
hizla ilerlemesi ve kazanilmis direng ile iliskilendirilmektedir (Chen ve ark. 2012;

Rudin ve ark. 2019).
2.1.2. Akciger Kanserinin Risk Faktorleri

Sigara kullannminin akciger kanserinin en Onemli nedeni oldugu
belirtilmektedir. Bununla birlikte sigara icen bireylerin bir kisminda akciger kanseri
goriilmemektedir. Ayrica, akciger kanseri tanisi alan bazi hastalarda sigara igme
Oykiisii bulunmamaktadir. Bu nedenle, akciger kanseri gelisiminde etki olabilecek
diger risk faktorlerinin belirlenmesi hastaligin 6nlenebilmesi agisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir (Kanwal ve ark. 2017).

Sigara: Akciger kanserinin 6nde gelen risk faktoriidiir ve hastaligin goriilme riski
sigara icenlerde icmeyenlere gore 20-50 kat daha fazladir (Doll ve ark. 2005). ABD
ve Fransa’da akciger kanserine bagl dliimlerin %80°den fazlasi sigara kullanimi ile
iliskilendirilmektedir. Bu oran Asya i¢in %61, Sahra-alti Afrika icin ise %40 tir
(Islami ve ark. 2015). Popiilasyonlara gore farkliliklar olmakla birlikte kadinlarda
akciger kanserine bagli oliimlerin %551, erkeklerde ise %70’ten fazlasi sigara
kullanimi ile iliskilendirilmektedir. Bununla birlikte kadinlarin akciger boyutunun
daha kiiciik olmasi, daha diisiik sigara igme seviyelerinde dahi akciger kanserine
yatkinliklarinin yiiksek olmasina yol agmaktadir (O'Keeffe ve ark. 2018). Sigaranin
yani sira puro, pipo gibi diger tiitiin iiriinleri de akciger kanseri igin birer risk
faktoriidiir. Hindistan, Cin, Tayland gibi iilkelerde yerel tiitiin iirlinlerinin
tiikketilmesinin akciger kanseri riskinde artisa yol agtigi gdsterilmistir (Malhotra ve

ark. 2016).

Sigaranin kanser gelisimi ile iligkisi, DNA’da mutasyon olusumuna sebep olan
60’tan fazla kanserojen igermesi ile aciklanmaktadir.  Mutasyonlarin kritik
onkogenlerde ve timor baskilayici genlerde birikmesi de kanser gelisimine sebep
olmaktadir (Paz-Elizur ve ark. 2003; Alexandrov ve ark. 2010). Ayrica sigara
kullanimina bagli olarak gelisen inflamatuar yanit, hem kronik obstriiktif akciger
hastaligt (KOAH) hem de akciger kanserinin gelisimine neden olacak sekilde
sitokinlerde ve biliylime faktorlerinde diizensizlige yol agmaktadir (Walser ve ark.

2008).



Sigara kullanim1 akciger kanseri i¢in en 6nemli risk faktorii olsa da, akciger kanseri
hastalarinin %10-15"inde sigara Oykiisii bulunmamaktadir. Bu durum pasif igicilik
ile akciger kanseri arasindaki iligkinin degerlendirilmesi gerekliligini dogurmustur.
Yapilan caligmalar pasif iciciligin aktif sigara i¢cimi ile benzer bir etiyolojik
mekanizmaya sahip oldugunu gostermektedir (Asfar ve ark. 2017; Kim ve ark.
2018). Sigara dumaninda polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrozaminler, aromatik
aminler, aldehitler, fenolik ve nitro bilesikleri gibi mutajen ve kanserojen 6zellikte
cok sayida bilesik bulunmaktadir. Ana akim dumanda bulunan kanserojen
bilesiklerin ¢ogu pasif i¢ici dumaninda da saptanmistir (Hang ve ark. 2020).
Uluslararas1 Akciger Kanseri Konsorsiyumu tarafindan da pasif i¢giciligin akciger
kanseri riskini artirdig1 ve diger akciger kanseri tiirlerine nazaran KHAK ile iliskili

oldugu belirtilmistir (Kim ve ark. 2014).

Radon: Yeryiiziindeki tiim toprak ve kayalarda bulunan uranyum-238 elementinin
radyoaktif bozunmasi sonucunda iiretilen dogal bir radyoaktif gaz olan radon, sigara
kullanimindan sonra akciger kanseri ile iligkilendirilen en Onemli ikinci risk
faktoriidiir. Akciger kanseri vakalarmmin %10’unun radon kaynakli oldugu
belirtilmektedir (Corrales ve ark. 2020). Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
tarafindan 1988 yilinda kanserojen olarak tanimlanan radon; betondaki ¢atlaklar,
tesisat bosluklar1 araciligiyla evlere girmekte ve toplanmaktadir. Radon gazinin
solunmasimin ardindan radyoaktif bozunmasi sonucunda ortaya ¢ikan alfa
parcaciklari ise akciger dokusunda DNA hasaria yol agarak uzun siireli maruziyet
durumunda akciger kanserine neden olmaktadir (Krewski ve ark. 2006; Gaskin ve
ark. 2018). Ozellikle gen¢ yasta akciger kanseri tanis1 almis ve sigara igmeyen
hastalarin yiiksek seviyede radon gazina maruz kaldiklar diisiiniilmektedir (Lim ve
ark. 2019). ic mekandaki radon konsantrasyonunda her 100 Bgq/m®’liik yiikselmenin
akciger kanseri riskinde %16’lik bir artisa sebep oldugu belirtilmektedir (Darby ve
ark. 2005). Ayrica, radon maruziyetinin 6zellikle KHAK icin daha yiiksek bir risk
olusturdugunu ortaya koyan bazi sonuglar elde edilmistir, ancak bu konuda yapilan
caligmalar birbirleriyle celismektedir (Krewski ve ark. 2005; Barros-Dios ve ark.

2012).

Asbest: Asbest; 1stya ve kimyasal/biyolojik bozulmaya kars1 dayanikli, lifli kristal
yapiya sahip silikat mineralleri ailesini kapsamaktadir. Insaat malzemeleri, fren

balatalar1, yalitim, tekstil, plastik ve kagit gibi 3000’den fazla iiriinde asbest



kullanilmaktadir (Suraya ve ark. 2020). Tiim asbest formlarinin kanserojen 6zellikte
oldugu belirtilmektedir. Buna bagli olarak, asbeste 30-40 y1l kadar uzun siireli maruz
kalma kanser gelisimi ile sonuclanabilmektedir (Kameda ve ark. 2014; Kettunen ve
ark. 2017). Yapilan epidemiyolojik caligmalar asbeste uzun siire maruz kalan tekstil
iscilerinde, madenciler ve ¢imento fabrikasi is¢ilerinde akciger kanseri ve
mezotelyomanin yiiksek oranda gozlendigi ortaya koymustur (Archer 1988; Ulvestad
ve ark. 2002; Elliott ve ark. 2012). Ayrica, asbeste maruz kalan bireylerin akciger
epitel hiicrelerinde p53 geninde nokta mutasyonlar tespit edilmistir (Nuorva ve ark.

1994).

Hava kalitesi: Fosil yakitlarin yanmasi ile olusan kanserojenler akciger kanseri i¢in
potansiyel risk faktorleri olarak degerlendirilmektedir. Dig ortamdaki atmosferik
kanserojenler polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kiikiirt dioksit ve eser metallerini
kapsamaktadir. Bu kanserojenlere uzun siire maruz kalmak akciger kanseri riskini
artirmaktadir (De Groot ve ark. 2018). Partiikiiler madde (PM)’ler akciger kanseri ile
iliskilendirilen diger bir atmosferik faktérdiir. PM2.5, hava kalitesinin
degerlendirilmesinde kullanilan en 6nemli gostergelerden biridir ve 2,5 mikrometre
veya daha kiiglik capli partikiiler maddeleri tanimlamaktadir Akciger dokusuna
nifuz edip tutunabilme ozelligine sahip PM2.5’un her 10 pg/m’’lik
konsantrasyonunun, akciger kanseri mortalitesinde %15-27’1ik artis ile iliskili

oldugu belirtilmektedir (Turner ve ark. 2011; Shu ve ark. 2016).

Cesitli solunum yollar1 hastahklar1 ve viral enfeksiyonlar: KOAH, astim,
pnoémoni ve tiiberkiiloz gibi solunum yollar1 hastaliklar1 gegirmis kisilerin akciger
kanseri acisindan daha yiiksek risk tasidiklar1 belirtilmektedir. Bu durum,
hastaliklarin neden oldugu kronik inflamasyona kars1 olusturulan yanit ile
iliskilendirilmektedir. Akciger dokusunda olusan hasara bagli olarak hiicre
boliinmesinin uyarilmasi, DNA hasar1 riskinde artisa yol ag¢maktadir. Sigara
kullanim1 durumunda bu risk daha da artmaktadir. Sonug olarak, yiiksek mutasyon
oranina bagl olarak akciger kanseri gelisebilmektedir (Brenner ve ark. 2012; Akhtar
ve Bansal 2017). Cesitli viral enfeksiyonlar akciger kanseri riskini artiran bir diger
faktordiir. Ornegin; insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV) ile enfekte hastalarda
akciger kanseri insidansinda artis gozlenmektedir. Bu durum HIV hastalarinin sigara
kullanimu ile iliskilendirilmektedir. Bununla birlikte bu hastalarda immiinsupresyona

bagli olarak bakteriyel pndmoni riski artmaktadir. Sonucta, tekrarlayan akciger



enfeksiyonlar1 akciger kanseri gelisimine yol agabilmektedir (Marcus ve ark. 2017;
Sigel ve ark. 2017). Insan papilloma viriisii (HPV)’niin de akciger tiimorii dokusunda
normal dokuya kiyasla daha yiiksek oranda bulundugu belirtilmistir (Ragin ve ark.
2014). HPV tip 18 ve 16 DNA ile HPV E6-E7 mRNA’nin akciger timdr
dokusundaki varlig1 cesitli ¢alismalar ile ortaya konmustur (Srinivasan ve ark. 2009;
Yu ve ark. 2009). HPV 16/18 ile E6 ve E7’nin, otokrin veya parakrin mekanizma
aracilifiyla akciger kanserinin gelisiminde 6nemli bir rol oynayan interlokin-6 ve
antiapoptotik Mcl-1 (uyarilmig miyeloid 16semi hiicre farklilasma proteini)

ekspresyonunu artirdigi belirtilmektedir (Cheng ve ark. 2008).

Aile oykiisii ve genetik yatkinhk: Akciger kanseri sigara kullanimi ile yakindan
iligkili bir kanser tiirii oldugu igin aile dykiisiine cok odaklanilmamaktadir. Bununla
birlikte sigara igme durumuna bakilmaksizin, ailesinde akciger kanseri dykiisii olan
bireylerin bu hastaliga yakalanma risklerinin 2-3 kat arttig1 belirtilmektedir (Chen ve
Kaphingst 2011). Genom Boyu Iliskilendirme Calismalar1 (GWAS) akciger
kanserinde 5p15.33, 6p21-6p22 ve 15g25.1’de yaygin genetik varyasyonlarin
oldugunu gostermistir. Ayrica; 22ql12 (CHEK2), 15ql15 (TP53BP1) ve 12pl3
(RADS52) lokuslarindaki SNP’ler akciger kanseri riskinde artis ile iligskilendirilmistir
(Timofeeva ve ark. 2012). Niikleotit eksizyon tamiri, baz eksizyon tamiri ve hiicre
dongiisii kontroliinde gorevli ¢ok sayida genin de akciger kanseri gelisiminde rol

oynadig1 bilinmektedir (Akhtar ve Bansal 2017).
2.1.3. Akciger Kanserinin Tedavisi

Akciger kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler cerrahi rezeksiyon,
radyoterapi, kemoterapi ve biyolojik terapi seklindedir. Bunlardan, tiimoriin cerrahi
rezeksiyonu en etkili kiiratif yontemdir. Bununla birlikte, hastalarin %70’1 tliimoriin
rezeksiyonunun miimkiin olmadigi ileri evrede tan1 almaktadir (Granger 2016; Cryer
ve Thorley 2019). Ayrica 1960’larda cerrahi ve radyoterapiyi karsilastiran prospektif
randomize bir ¢alisma ve radyoterapinin faydalarini gdsteren iki meta-analiz ¢aligma
nedeniyle, cerrahi rezeksiyon KHAK tedavisinde tercih edilen bir yontem degildir;
sadece vakalarin %5’inden daha azim1 olusturan evre 1 asamasindaki hastalara
uygulanmaktadir (Fox ve Scadding 1973; Pignon ve ark. 1992; Warde ve Payne
1992; Jett ve ark. 2013). Bu nedenle cerrahi rezeksiyon daha ¢ok KHDAK

tedavisinde kullanilan bir yontem olup cerrahi rezeksiyon sonrasi 5 yillik sag kalim
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oranlar1 evre I KHDAK hastalar1 i¢in %60-80, evre I KHDAK hastalar1 i¢in %30-
50°dir (Lemjabbar-Alaoui ve ark. 2015).

Radyoterapi, akciger kanseri hastalarmin yaklasik %75’ine uygulanan bir
tedavi yontemidir. Rezekte edilebilir KHDAK tiimdrlerinde radyoterapi, ameliyat
Oncesi veya sonrasinda cerrahiye ek olarak hastalara uygulanmaktadir. Rezeksiyona
uygun olmayan KHDAK tiimoérlerinde ise yiiksek dozda 1sin radyoterapisi tedavi
yontemi olarak tercih edilmektedir. Ileri semptomatik KHDAK’da ise torasik
radyoterapi palyatif amacgli olarak kullanilmaktadir (Jassem 2007). KHAK’da
radyoterapi uygulamalari ise hastaligin evresine gore degisiklik gostermektedir. Tim
KHAK hastalarinin yaklasik tigte birini olusturan smirli evre KHAK; tek bir
radyasyon portali i¢inde ipsilateral hemitoraks ile smirli olan evre olarak
tanimlanmaktadir. Bu alanin disinda gelisen KHAK’ 1n diger tiim olgulari ise yaygin
evre olarak degerlendirilmektedir (Mishra ve ark. 2018). Sinirli evre KHAK’da
torasik radyoterapi, kemoterapi ile kombine olarak hastalara uygulanmaktadir.
Tedaviye yanit alinmasi durumunda ise profilaktik kraniyal 1ginlama tedavi yontemi
olarak benimsenmektedir. Yaygin evre KHAK’da kemoterapi standart tedavi
yontemidir, radyoterapi palyatif amagli olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte
kemoterapiye yanit veren hastalarda profilaktik kraniyal 1sin uygulamasinin sag

kalimi artirdigt belirtilmektedir (Videtic 2015).

Kemoterapi, akciger kanseri gibi solunum malignitelerinde tedavinin 6nemli
bir boliimiinii olusturmaktadir. Neoadjuvan veya adjuvan olarak uygulanabildigi gibi
palyasyon amaciyla da tercih edilmektedir (Cryer ve Thorley 2019). KHDAK
hastalar1 i¢in platin bazli kemoterapi standart tedavi yontemlerinden biridir. Ozellikle
sisplatin hem ileri evre hem de erken evre KHDAK hastalari i¢in en ¢ok tercih edilen
platin ajandir (Fennell ve ark. 2016). Bununla birlikte, KHDAK hastalarinda
sisplatinin diger kemoterapotik ajanlar ile kombine olarak uygulanmasinin daha iyi
bir yanit olusturdugu belirtilmektedir. Bu nedenle sisplatin hastalara taksanlar
(paklitaksel, dosetaksel veya vinorelbin), antimetabolitler (gemsitabin veya
pemetrekset) veya vinka alkaloidleri (vinblastin) ile kombine olarak verilmektedir
(Rinaldi ve ark. 2006; Lemjabbar-Alaoui ve ark. 2015). KHAK da ise siklofosfamid,
doksorubisin ve vinkristinden olugan CAV rejimi uzun yillar tedavi yontemi olarak
kullanilmigtir. Son yillarda sisplatin ya da karboplatinin, topoizomeraz-II

inhibitorleri etoposid veya irinotekan ile kombinasyonunu igeren platin bazl
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kemoterapi uygulamalar1 tercih edilmektedir. Bununla birlikte platin bazh
kemoterapi uygulamalar1 sonrasinda sinirli evre KHAK hastalarinda 2 yillik sag
kalim oran1 %40 iken yaygin evre KHAK hastalarinda bu oran %5-10’dur (Demedts
ve ark. 2010; Han ve ark. 2017; Okuma ve ark. 2017).

Teknolojideki ilerlemeler ile birlikte kanser biyolojisi hakkinda daha fazla
bilgiye sahip olunmasi, tiimoriin ¢esitli bilesenlerini hedefleyen yeni biyolojik
terapilerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Ozellikle onkogen hedefli yaklasimlar
ve immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin kullanimi1 biyolojik terapinin &nemli
orneklerini olusturmaktadir (Zugazagoitia ve ark. 2017). Akciger kanserinde
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), anaplastik lenfoma kinaz (ALK),
proto-onkogen tirozin-protein kinaz 1 (ROS1), vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii
reseptorii (VEGFR) gibi genlerde mutasyonlarin tanimlanmasi, tedavi edici olarak
mutant gen {riinlerini hedefleyen kiigiik molekiil inhibitdrlerinin gelistirilmesine
neden olmustur (Cryer ve Thorley 2019). Ornegin; gefitinib, erlotinib ve afatinib
KHDAK tedavisinde yaygin olarak kullanilan, etkinligi kanitlanmis ii¢c EGFR tirozin
kinaz inhibitoriidiir (Yang ve ark. 2017). Crizotinib; ALK veya ROSI
translokasyonu agisindan pozitif olan ileri evre KHDAK hastalarinda kullanilan,
kemoterapiye gore bu hastalarda daha iyi yanita yol acan diger bir tirozin kinaz
inhibitoriidiir (Solomon ve ark. 2014; Pirker ve Filipits 2019; Shaw ve ark. 2019).
Bevacizumab VEGF’yi hedef alan monoklonal bir antikordur, platin bazl
kemoterapi ile kombinasyon halinde ileri evre KHDAK tedavisinde
kullanilabilmektedir (Ellis ve Al-Saleh 2012). Kii¢iik molekiil inhibitorlerinin
KHAK’daki etkinligini arastiran cesitli faz calismalar1 da bulunmaktadir. Ancak
KHDAK’m aksine KHAK’da hedeflenenilir gen mutasyonlar1 nadirdir, bu nedenle
kiiciik molekiil inhibitorlerinden beklenen fayda saglanamamaktadir (Moore ve ark.

2006; Tiseo ve ark. 2017).

Aktive edilmis bagisiklik hiicreleri tarafindan eksprese edilen ve self
antijenlere kars1 T hiicresi toleransini diizenleme islevi goren immiin kontrol noktasi
reseptorleri, kanser hiicrelerinin immiin sistemden kagisinda rol oynamaktadir. Bu
reseptOrlerin ihhibisyonu ise kanser tedavisinde umut vadeden bir yaklasim olan
immiinoterapi stratejilerinin basinda gelmektedir (Li ve ark. 2017). Programlanmis
Oliim-1 (PD-1), PD-1 ligand: (PD-L1)’nin baglanmas ile T hiicre aktivasyonunu

inhibe eden ve immiinosupresyonu diizenleyen immiin kontrol noktasi reseptoriidiir
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(Qiu ve ark. 2017). PD-1/PD-L1 etkilesiminin PD-1 inhibitorleri nivolumab,
pembrolizumab ile, ya da PD-L1 inhibit6rii atezolizumab ile engellenmesi KHDAK
hastalar i¢in ikinci basamak tedavi secenegidir (Reck ve ark. 2016; Rizvi ve ark.
2016; Rittmeyer ve ark. 2017). Nivolumab; KHAK tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanan ilk immiinoterapi ajandir, tekrarlayan yaygin evreli KHAK hastalarinda
kullanilmaktadir. Benzer sekilde pembrolizumab 2019 yilinda FDA onay1 almis ve
metastatik KHAK tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Tsiouprou ve ark. 2019).

2.2. Kanserde fla¢ Direnci Mekanizmalari

Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan baglica yoOntemler cerrahi
operasyon, sitotoksik kemoterapi, hedefe yonelik tedavi, radyasyon tedavisi,
endokrin tedavi ve immiinoterapi seklindedir (Urruticoechea ve ark. 2010; Khalil ve
ark. 2016). Bunlardan kemoterapi en yaygin uygulanan tedavi secenegidir. Ancak,
klasik kemoterapotik ajanlara ve/veya yeni gelistirilen ilaglara karsi kanser
hiicrelerinin direng gelistirmeleri tedavide biiylik bir sorun olusturmaktadir (Alfarouk
ve ark. 2015). Ilag¢ direnci, farmasétik tedavilere toleransl hale gelinmesi seklinde
tanimlanmaktadir. Bu kavram ilk olarak bakterilerin bazi antibiyotiklere direng
gostermesi ile ortaya ¢ikmistir. Giinlimiizde ise kanser dahil pek ¢ok hastalikta ilag
direnci mekanizmalarinin devreye girdigi bilinmektedir. Bazi1 ila¢ direnci
mekanizmalart hastaliga 6zgii olsa da, bakterilerde ve kanserde karsilasilan
mekanizmalar birbirine benzer olup evrimsel olarak korunmustur (Housman ve ark.
2014). Kanserde ilag direncinde etkili olan mekanizmalar tiimor heterojenitesi, ilacin
inaktivasyonu, ilacin hiicre disina atilmasi, ila¢ alimmin azalmasi, ila¢ hedefinde
degisiklik, DNA onariminda artig, hiicre Oliimiiniin inhibisyonu ve Epitelyal-
Mezenkimal Gegis (EMT) seklinde siralanmaktadir (Sekil 2.2) (Zahreddine ve
Borden 2013; Mansoori ve ark. 2017).
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Sekil 2.2. Kanserde ilag direnci mekanizmalari.
2.2.1. Timor heterojenitesi

Tiimdr heterojenitesi, intertiimoral heterojenite ve intratiimoral heterojenite
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan intertiimoral heterojenite, ayni histolojik
tipteki tiimorleri barindiran hastalar arasindaki heterojenligi ifade etmektedir.
Intratiimoral heterojenite ise bir hastanmn tiimor hiicreleri arasindaki heterojenligi
tanimlamaktadir (Dagogo-Jack ve Shaw 2018). Tiimor, aralarinda farklilik
gostermeyen kiigiik bir kanser progenitor hiicre grubundan kéken almaktadir. Ancak
tiimor ilerledik¢ce mutasyonlar, gen amplifikasyonlari, kromozomal diizenlemeler,
genetik elementlerin  transpozisyonu ve mikroRNA (miRNA) profilindeki
degisiklikler gibi faktorlere bagli olarak tiimor igerisinde farkli Ozellikte hiicre
gruplart meydana gelmektedir (Leary ve ark. 2018). Bu hiicre gruplar1 kemoterapotik
ilaglara kars1 farkli hassasiyete sahiptir, buna bagl olarak ilk tedavide tiimoriin
sadece bir kismi Oldiiriilebilmekte ve ilaca direngli kanser hiicreleri hayatta
kalabilmektedir. Direngli hiicre gruplart cogalip biiyiidiigiinde ise tiimor ilk
kemoterapiye duyarsiz olan farkli hiicre gruplan ile tekrar olusabilmektedir (Wang
ve ark. 2019). Bu durum KHAK tiimérlerinde de siklikla gozlenmektedir. KHAK 1n
diger akciger kanseri tiirlerinden en 6nemli farki, baslangigta kemoterapiye iyi yanit
vermesine ragmen sonradan kemoterapiye direncli

sekilde tiimoriin tekrar

gelismesidir (Shue ve ark. 2018).
2.2.2. ilac inaktivasyonu

Kanserde ila¢ direncinde etkili olan bir diger mekanizma, ilaglarin ¢esitli

proteinler ile etkilesime girmesi sonucunda molekiiler 6zelliklerinin degismesine
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bagl olarak aktivitelerinde azalmanin meydana gelmesidir (Druker ve ark. 2001).
[lag metabolizmasi, metabolize edici enzimlerin yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu basta karaciger olmak iizere ince bagirsak ve bobrekte olmaktadir. Bu
bolgelerde fonksiyonel kimyasal gruplarin eklenmesi ile oksidasyon, indirgeme ve
hidrolizi kapsayan faz I reaksiyonlar1 ile ilacin daha sonra uzaklastirilan bir substrat
ile konjugasyonunu kapsayan faz II reaksiyonlar1 ger¢eklesmektedir (Azzariti ve ark.
2011). Sitokrom P450 (CYP), glutatyon-S-transferaz (GST) ve {iridin difosfat
glukroniltransferaz (UGT) gibi protein aileleri bu reaksiyonlarda gorev alarak direkt
olarak ila¢ aktivasyonu/inaktivasyonunda etkili olmaktadir (Michael ve Doherty

2005).

CYP monooksigenaz, ¢esitli ksenobiyotikler ile steroidler gibi bazi endojen
maddelerin faz I metabolizmasindan sorumlu olan hemoproteinlerin bir {ist ailesidir.
Karacigerde yliksek oranda ifade edilen CYP’ler, mevcut ilaglarin %70-80’inin
metabolizmasinda rol oynamaktadir (Cho ve Yoon 2015). CYP aracili metabolizma,
genellikle antikanser ilaclarin aktivitesinin azalmasina veya etkisizlesmesine neden
olmaktadir, ancak bazi durumlarda CYP aracili metabolizma ile daha sitotoksik bir
metabolit de meydana gelebilmektedir. Ornegin, doksorubisin CYP3A enzimlerinin
etkisiyle daha sitotoksik bilesiklere metabolize edilmektedir. Ancak, paklitakselin
CYP2C8 ve CYP3A4 enzimleri ile dosetakselin CYP3A4 enzimi ile metabolize
edilmesi sonucunda 30 kat daha az toksik metabolitler olugsmaktadir (McFadyen ve
ark. 2001). Ayrica ¢ogu CYP geni polimorfiktir, bu durum bireyler arasinda ilaca
verilen cevaptaki farkliliklarin ana sebeplerinden biridir. CYP polimorfizmleri heniiz
karsinogenez siireci ile iliskilendirilmemis olsa da, CYP yapisinda ve ifadesindeki
genetik  farkliliklar ilaglarin  emiliminde fonksiyonel degisikliklere sebep
olabilmektedir. ilacin hastada uygun seviyede korunmasini engelleyecek sekilde
sonuglanabilecek bu degisikliklere bagli olarak da kanser ilaca direngli olarak
degerlendirilmektedir (Lugmani 2005; Rodriguez-Antona ve Ingelman-Sundberg
2006).

GST’ler, hiicresel makromolekiillerin reaktif elektrofillerin saldirilarindan
korunmasini saglayan Faz II detoksifikasyon enzimi ailesidir. Spesifik olarak
GST’ler, glutatyon (GSH) un ¢ok ¢esitli endojen ve ekzojen elektrofilik bilesiklere
konjugasyonunu katalize etmektedir. GSH konjugasyonu, hiicrede toksik bilesiklerin

yok edilmesinde ilk adim olarak degerlendirilmektedir (Townsend ve Tew 2003).
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[lac metabolizmasinda da GSH, GST enzim sistemi tarafindan kofaktdr olarak
kullanilmakta ve GSH-ila¢ konjugatlar1 olusturulmaktadir. Kanser hiicrelerinde GST
ifadesinin normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu durum
GST’nin aktivitesi ile GSH’nin siklofosfamid, doksorubisin, melphalan ve
klorambucil gibi alkilleyici ajanlarla konjugatlar olusturmasina yol agmakta ve buna
bagli olarak alkilleyici ajanlarin detoksifikasyonu gerceklesmektedir (Kartal-Yandim
ve ark. 2016). Ayrica GSH-ilag konjugatlart ATP-baglayict1 kaset (ABC)
superailesine ait c¢oklu ila¢ direnci ile iliskili protein 1 (MRP; ABCC1) ve P-
glikoproteini (Pgp; ABCB1) gibi ila¢ digsa atim pompalari ile hiicrelerden aktif olarak
tagiabilmektedir. Aradaki bu sinerjik etkilesime bagl olarak kanser hiicrelerinde
hem GST’nin hem de ila¢ disa atim pompalarinin asir1 ifadesi, antikanser ilaglara
kars1 yiiksek diizeyde dirence neden olabilmektedir (Meijerman ve ark. 2008). H69
ve U-1906E KHAK hiicre hatlarinin doksorubisine direngli formlar1 olan H69AR ve
U-1906L hatlarinda da ilaca duyarli hiicrelere kiyasla total GSH seviyesinin daha
diisiik oldugu, GST ve GSH peroksidaz gibi GSH ile iliskili enzim aktivitelerinin ise
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cole ve ark. 1990; Hao ve ark. 1994).

UGT’ler iiridin difosfor-glukuronosiltransferazin  glukuronil kisminin
bilirubin, safra asitleri, steroidler gibi endojen substratlara ve ilaglar gibi cesitli
ekzojen molekiillere transferini katalizleyen enzim ailesidir (Guillemette ve ark.
2014). Reaksiyon sonucunda olusan glukuronil konjugatlar1 ana molekiile kiyasla
daha polar ve hidrofiliktir (Di 2014). Buna bagli olarak tiimorde UGT seviyesinin
yiikselmesi, ilacin bobrek ve biliyer sistem vasitasiyla atilmasini kolaylastirmakta ve

bu durum ilag direnci ile iliskilendirilmektedir (Pathania ve ark. 2018).

Pek ¢ok antikanser ilacin klinik olarak etkin olabilmesi i¢in metabolik
aktivasyona ugramasi gerekmektedir. Metabolik ila¢ aktivasyonunun azalmasina
bagl olarak da bu tiir ilaglara kars1 direng gelisebilmektedir (Zahreddine ve Borden
2013). Ornegin; sitarabin (AraC) akut miyeloid 16semi (AML) tedavisinde kullanilan
etkili bir antikanser ilagtir. DNA sentezinin inhibisyonu aracilifiyla etkili olan bu
ilacin hiicre icerisine alindiktan sonra fosforile edilmesi ve metabolik olarak aktif
formu AraC-trifosfata (AraCTP) doniistiiriilmesi gerekmektedir. Ancak bazi AML
hastalarinda AraC fosforilasyonundaki eksiklige ya da AraC’nin deaminasyonuna

bagli olarak diren¢ gbzlenmektedir (Macanas-Pirard ve ark. 2017).
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2.2.3. Ilacin hiicre disina atilmasi

Kanserde ilag direncinin en ¢ok bilinen mekanizmalarindan biri, disa atim
pompalarinin aktivitesine bagli olarak ilacin hiicre disina atilmasinda artisin
meydana gelmesidir. Disa atim pompalar1 gastrointestinal sistemden toksin
absorbsiyonunun oOnlenmesi, safranin hepatositlerden elimine edilmesi, kan-beyin
bariyeri isleyisinin saglanmasi ve ilaglarin bdbreklerden atilimi gibi 6nemli
fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmektedir (Ughachukwu ve Unekwe 2012). ABC
superailesi; aminoasitler, iyonlar, peptitler, proteinler, kolesterol, metabolitler ve
toksinler gibi ¢esitli substratlarin membranlardan tasinmasini saglayan ve ilag direnci
ile iligkilendirilen en 6nemli disa atim pompalarindandir (El-Awady ve ark. 2017).
Yapisal olarak tiim ABC tasiyicilarinda ligand tanima ve tasimada gorevli
transmembran domainleri (TMD) ile ATP baglayan niikleotit baglanma domainleri
(NBD) bulunmaktadir (Rice ve ark. 2014). insanlarda 49 ABC tasiyisict
tanimlanmistir. Bunlar ABC domaini olarak da bilinen NBD’lerin yapis1 ve
aminoasit dizisine gore; ABCA (12 iiye), ABCB (11 iiye), ABCC (13 iiye), ABCD
(4 tye), ABCE (1 iiye), ABCF (3 iiye) ve ABCG (5 iiye) olmak iizere 7 simifta
incelenmektedir (Vasiliou ve ark. 2009). ABC tasiyicilar ile ilacin digar1 atilmasinda
ilk adim, ilacin, membranin sitozolik tarafindan tasiyicinin  ice bakan
konformasyonuna baglanmasidir. Bunu, baglanma bolgesini hiicre dis1 tarafa
yeniden yoOnlendiren ve ilacin salinmasiyla sonuglanan, disa dogru bakan bir
konformasyonun olusmasi izler. ATP hidrolizi, bu iki konformasyon arasindaki
geciste gerekli olan enerjiyi saglamaktadir (Sharom 2014). Bununla birlikte ilag
atimina katilan tagiyicilar belirli bir aileye ait degildir ve 12 tasiyicinin ilag atiminda
rol oynadig1 belirlenmistir. Bunlardan Pgp, MRP1 ve meme kanseri diren¢ proteini
(BCRP; ABCG?2) ilag direnci ile iliskilendirilen en 6nemli ABC tasiyicilaridir
(Sharom 2008).

Pgp; bagirsak mukozal membrani, bobrek proksimal tiibiil epiteli, karaciger,
plasenta ve kan-beyin bariyeri tarafindan eksprese edilen, ksenobiyotiklere ve
hiicresel toksiklere karsit korunmada gorevli apikal bir zar tasiyicidir (Loo ve ark.
2013). Ayrica, Pgp, kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direnci ile iliskilendirilen ilk ABC
tastyicisidir. Pgp’nin insan kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyonu kanser hiicrelerinin
taksanlar (paklitaksel), vinka alkaloidler (vinblastin) ve antrasiklinler (daunorubisin)

gibi ¢cogu antikanser ajana kars1 kemoterapiyi etkisiz hale getirecek sekilde ayni anda
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direngli olmasina yol agmaktadir (Sauna ve Ambudkar 2007; Nanayakkara ve ark.
2018). Bununla iliskili sekilde 16semi gibi hematolojik maligniteler ile meme
kanseri, sarkomlar ve pediatrik kanserlerde Pgp ekspresyonu ile kemoterapiye
verilen yanit arasinda negatif bir korelasyon tespit edilmistir (Chan ve ark. 1990;

Clarke ve ark. 2005; Seedhouse ve ark. 2007).

Pgp uzun bir siire ¢oklu ilag direncinin tek nedeni olarak degerlendirilmistir.
1992 yilinda ise Cole ve ark. (1992) tarafindan H69AR insan KHAK hiicre hattinda
ilag direnci ile iligkili olarak MRP1 olarak isimlendirilen ikinci bir ABC tasiyicisi
tanimlanmustir. Antrasiklinler, epipodofilotoksinler, vinka alkaloidler,
kamptotesinler, metotreksat ve mitoksantron gibi ¢ok cesitli antikanser substratlari
olan MRP1’nin asir1 ekspresyonu; akciger kanseri (Ota ve ark. 1995), mide kanseri
(Endo ve ark. 1996), néroblastoma (Norris ve ark. 1996), retinoblastoma (Chan ve
ark. 1997), meme kanseri (Nooter ve ark. 1997), endometrium kanseri (Koshiyama

ve ark. 1999) gibi ¢esitli kanser tiirlerinde ilag direnci ile iliskilendirilmektedir.

BRCP; Pgp ve MRPI’i ifade etmedigi bilinen, mitoksantron ve topotekana
direncli bir meme kanseri hiicre hattindan klonlanan, 1998 yilinda kesfedilmis diger
bir ABC tasiyicisidir (Mao ve Unadkat 2015). Kesfinden bu yana flavopiridol, 5-
florourasil, topotekan, irinotekan ve SN-38 gibi ¢ok cesitli antikanser ajanlarin
BRCP’nin substratlar1 oldugu ortaya konmustur (Westover ve Li 2015). Meme
kanserinin disinda BCRP, AML ve kronik miyeloid 16semi (KML) gibi hematolojik

malignitelerde ila¢ direnci ile iliskilendirilmektedir (Natarajan ve ark. 2012).
2.2.4. Ila¢ aliminin azalmasi

[lag aliminin azalmasia bagli olarak ilacin hiicre iginde birikiminin azalmasi,
ilag direnci ile iliskilendirilen diger bir mekanizmadir (Gottesman 2002). Ozellikle,
ilacin hiicre igerisine alinmasinda gorevli tasiyicilarda meydana gelen mutasyonlar
ilag direncine yol agmaktadir. Ornegin, akut lenfoblastik 18semili (ALL) hastalarda
metotreksata direng genellikle solute-carrier (SLC) siiper ailesi iiyesi SLC19A1’1
kodlayan ARFC genindeki mutasyonla iligkilendirilmektedir. Gende meydana gelen
mutasyona bagli olarak 45. kodonda lizinin yerine glutamik asitin yer almasi,
metotreksatin tasiyicisina baglanma egiliminde azalmaya neden olmaktadir.
Metotreksatin  hiicre i¢i birikiminin azalmast ALL hastalarinda direng ile

sonuclanmaktadir (Gifford ve ark. 2002). Benzer sekilde KML tedavisinde
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kullanilan ve bir tirozin kinaz inhibit6rii olan imatinib, insan organik katyon tasiyici
1 (hOCT1) araciligtyla hiicrelere tasinmaktadir. hOCT1’in artan ekspresyonu
imatinibe iyi yanitla iliskilendirilirken diisiik hOCT1 aktivitesine sahip hastalarda
optimal bir yanit almmmasi i¢in daha yiiksek bir imatinib dozu verilmesi

gerekmektedir (White ve ark. 2007; Wang ve ark. 2008).
2.2.5. ilac hedefinde degisiklik

Mutasyona ya da ekspresyon seviyesindeki farkliliklara bagli olarak ilag
hedefinde degisikliklerin meydana gelmesi, ila¢ direnci ile sonuglanabilen diger bir
mekanizmadir (Mansoori ve ark. 2017). Prostat kanseri vakalarinin yaklasik
%30’unda genomik androjen reseptorii (AR) amplifikasyonlart mevcuttur. Bu
vakalarda, androjen baskilama tedavisinde kullanilan testosteron diistiriicii ilaclar ile
AR antagonistlerine karsi kazanilmis bir direng s6z konusudur. Terapotik bir etki
icin daha fazla hedef molekiiliin inhibe edilmesi gerekeceginden ila¢ hedefinin
ifadesindeki artis inhibitorlerin etkinliginin azalmasi ile sonuglanmaktadir (Holohan

ve ark. 2013).

Ilag hedefinin degistirilmesi, kanser tedavisinde kullanilan kii¢iik molekiil
inhibitdrlerine kars1 da 6nemli bir direng mekanizmasidir. Ornegin; erlotinib ve
gefitinib KHDAK tedavisinde kullanilan, spesifik olarak aktif EGFR’y1 hedeflemek
i¢in gelistirilmis tirozin kinaz inhibitérleridir. Ilk tedaviye yanit veren hastalarda, bir
yil igerisinde EGFR’de ikincil mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi ve mutasyona bagl
olarak EGFR’de konfigiirasyon degisikliginin meydana gelmesi ATP’nin EGFR’ye
baglanma afinitesinde artisa yol acarken erlotinib/gefitinib’in baglanma etkinligini
bozmaktadir (Pao ve ark. 2005; Ma ve ark. 2011). Bu durum EGFR’yi hedef alan
yeni nesil tirozin kinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesine yol a¢csa da EGFR’de olusan
yeni mutasyonlar nedeniyle bu inhibitorlere karsi da direng gelisebilmektedir (Wang

ve ark. 2016).

Benzer bir hedef iligkili diren¢ KML’ye neden olan BCR-ABLI1 onkojenik kinazin
oldukgca etkili bir inhibitdrii olan imatinibe kars1 da gézlenmektedir. Imatinib, BCR-
ABLI1 tirozin kinazin aktif olmayan formuna baglanan ve ATP’nin baglanmasini
Onleyen bir tirozin kinaz inhibitoridiir (Bitencourt ve ark. 2011). Ancak, KML
hastalarinin ¢ogunda tedavinin bir asamasinda diren¢ gozlenmektedir. Bazi

hastalarda diren¢ tedavinin basinda goézlenirken, bazilarinda ilk tedavide yanit
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alindiktan sonra uzun siireli tedavide direng gelisebilmektedir. Direng mekanizmalari
heterojen olmakla birlikte genellikle BCR-ABL kinaz domainini kapsayacak sekilde
gerceklesen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Elliden fazla kinaz domaini
mutasyonu tanimlanmig olup bunlardan 6zellikle Y253, E255, T315, M351, F359,
H396 ve G250T mutasyonlar1 yaygin olarak gézlenmektedir (Gambacorti-Passerini
ve ark. 2003; Azad ve ark. 2018). Kinaz domainini etkileyen bu mutasyonlar
proteinde konformasyonel degisiklige sebep olmakta, imatinibin baglanma bdlgesini
bloke etmektedir. Bunun sonucunda ATP ilgili bolgeye baglanabilmekte ve protein

aktiflesmektedir (Mansoori ve ark. 2017).
2.2.6. DNA onarnminda artis

Cogu kemoterapétik ilag, kanser hiicrelerinin DNA’sina zarar vererek hiicre
dongiistinii durdurmay1 ve replikasyonu onlemeyi hedeflemektedir. Ancak, DNA
tamir mekanizmasinda gorevli proteinlerin ifadelerindeki artis, bu ilaglarin
etkinligini bozarak diren¢ gelisimi ile sonuglanabilmektedir (Lugmani 2005).
Ornegin; platin grubu kemoterapdtikler arasinda yer alan, KHDAK, bas ve boyun
kanseri, mesane kanseri ve mide kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
sisplatin DNA hasarma yol agarak etki gostermektedir (Galluzzive ark. 2012).
Sisplatinin piirin kalintilar1 {izerindeki N7 reaktif merkezine baglanmasi ve piirin
bazlan ile 1,2-intrastrand ¢apraz baglantilar kurmasi ile DNA hasar1 olugmaktadir.
Sonugta, hiicre boliinmesi engellenmekte ve apoptotik hiicre 6liimii uyarilmaktadir
(Dasari ve Tchounwou 2014). Ancak, DNA heliks yapisini bozan lezyonlarin
onariminda gorev alan Niikleotit eksizyon onarimi, platin-bazli kemoterapiden
kaynaklanan DNA hasarinin diizelterek diren¢ gelisimine yol agabilmektedir (Jokié¢
ve ark. 2016). Eksizyon onarim c¢apraz-tamamlayict grup 1 (ERCCI1), bu
mekanizmada yer alan O6nemli proteinlerden biridir ve ERCC1 ifadesindeki artig
sisplatin direnci ile iliskilendirilmektedir (Du ve ark. 2016). Benzer bir mekanizma
cesitli alkilleyici ajanlara kars1 direng gelisiminde devreye girmektedir. Karmustin
(BCNU), lomustin (CCNU) ve temozolomid gibi alkilleyici ajanlar kan-beyin
bariyerini kolayca gecen ve malign glioma tedavisinde siklikla kullanilan
kemoterapotik ilaglardir (Sarkaria ve ark. 2008). Bunlardan; BCNU ve CCNU,
interstrand G-C c¢apraz baglantilarin  olusumu ile, temozolomid kalici O6-
metilguainin eklentileri ile replikasyonu ve transkripsiyonu baskilamakta, sonug

olarak hiicre oOlimi indiiklenmektedir (Xie ve ark. 2011). Guaninin O6
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pozisyonundan metil/alkil gruplarin1 uzaklastirarak hiicre 6liimii ile sonuglanacak bu
siireci engelleyen, DNA tamir enzimi O6-metilguanin DNA metiltransferazin
(MGMT) artan aktivitesi ise alkilleyici ajanlara kars1 gelisen direng

mekanizmalariin basinda gelmektedir (Liu ve Gerson 2006).
2.2.7. Hiicre oliimiiniin inhibisyonu

Kanserde kemoterapdtik direng ile iliskilendirilen diger bir mekanizma,
cesitli genetik ve epigenetik degisiklikler sonucunda hiicre 6liimiiyle iliskili sinyal
yolaklarinda diizensizliklerin meydana gelmesidir. Kanser hiicrelerinde BCL2, AKT
gibi antiapoptotik genlerin ifadesindeki artis; BAX, BAK gibi proapoptotik genlerin
ifadesindeki azalma kemoterapotik ajanlara karsi  direng  gelisimi  ile
sonuclanmaktadir (Adams ve ark. 2015). Ornegin, KHAK dokular ve ilaca diregli
KHAK hiicre hatlarinda BCL2’nin artmis ifadesi gozlenmektedir, bu durum
mitomisin C, irinotekan ve doksorubisine direng ile iliskilendirilmektedir (Ohmori
ve ark. 1993; Sartorius ve Krammer 2002). Apoptotik yolakta gorevli genlerde
meydana gelen mutasyonlar da kemoterapdtik direncin 6nemli sebeplerinden biridir.
p53 proteini, replikasyon sirasinda ortaya ¢ikan herhangi bir DNA hasar1 durumunda
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve buna bagl olarak apoptozun indiiklenmesinde
gorev yapmaktadir. DNA hasarina sebep olan kemoterapdtik ajanlar da p53 aracili
hiicre 6liimiiniin tetiklenmesini hedeflemektedir. Bununla birlikte ¢cogu kanserde p53
geni mutasyonlar1 ile karsilasilmaktadir. Bu durumun KHAK’daki sikligi ise
%80’dir (Zhou ve ark. 2019). p53 proteinindeki fonksiyon kaybina bagli olarak
DNA hasar1 durumunda da hiicreler ¢ogalmaya devam etmekte ve DNA hasarina yol

acan kemoterapotik ajanlara karsi direng gelismektedir (Chorawala ve ark. 2012).
2.2.8. EMT

EMT, epitel hiicrelerin hiicre polaritelerini ve adezyon 0&zelliklerini
kaybederek artmis migrasyon ve invazivlik gibi mezenkimal hiicre karakterleri
kazandiklar1 biyolojik bir siirectir. Sitokinler, biiylime faktorleri, kodlamayan
RNA’lar veya hipoksi ile uyarilan bu siireg, hiicre-hiicre baglantilarinin azalmasi,
sitoskeletal agin degismesi ve proteolitik aktivitede artis ile karakterizedir. Kanser
hiicrelerinde ise EMT; metastaz, ankoraj bagimsiz biiyiime, apoptoza ve
kemoterapotik ajanlara karst direng ile iliskilendirilmektedir (Zheng 2017). Bu
stiregte rol oynayan transforme edici biiyliime faktorii beta (TGF-$), Wnt/B-katenin,
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Notch, Hedgehog gibi ¢esitli sinyal molekiillerinin de ila¢ direncine katki sagladigi
bilinmektedir. Ornegin, KHAK da hiicre adezyonu ve metastazda rol oynayan Notch
sinyalindeki azalma, direngli hiicrelerin apoptoza duyarliliginda artisa sebep
olmustur (Hassan ve ark. 2016). Prostat kanseri, glioblastoma ve akciger kanseri gibi
cesitli kanserlerde TGF-B reseptorii I’in inhibitorii galunisertibin, TGF-f3 aracili
EMT’yi baskilayarak kanser hiicrelerini antikanser ilaclara karsi duyarli hale

getirdigi gosterilmistir (Huang ve ark. 2020).
2.3. Kodlamayan RNA’lar

Son yillarda basta DNA Elementleri Ansiklopedisi Projesi (ENCODE) olmak
lizere cesitli genom boyu calismalari, genomun yaklasik %70-80’inin RNA’ya
transkribe edildigini ortaya koymustur. Bu durum, proteine ¢evrilen kisim g6z oniine
alindiginda genomda kodlama yapmayan RNA transkriptlerinin  varliginm

gostermistir (Djebali ve ark. 2012; ENCODE Project Consortium 2012).

Protein kodlamayan RNA molekiilleri genel olarak kodlamayan RNA
(ncRNA)’lar olarak isimlendirilmektedir. ncRNA’lar igerisinde miRNA, uzun
kodlamayan RNA (IncRNA), kiiciik niikleolar RNA (snoRNA), kiigiik interferans
RNA (siRNA), kiicik niiklear RNA (snRNA) ve piwi-etkilesimli RNA
(piRNA)’larin bulundugu ¢ok biiylik bir gruptur (Zhang ve ark. 2019). Transkript
biiyiikliikleri temel alindiginda ncRNA’lar, uzunluklar1 200 nt’den kisa olan kii¢iik
kodlamayan RNA’lar ve uzunluklar1 200 nt ile 100 kilobaz arasinda degisen
IncRNA’lar olmak iizere iki grupta incelenmektedir (Cheetham ve ark. 2013).

2.3.1. IncRNA’larin Molekiiler Yapis1 ve Ozellikleri

IncRNA terimi kullanilmasa da IncRNA’larin varligini gosteren ilk bulgular
miRNA’larin kesfinden dncesine dayanmaktadir. ilk kesfedilen IncRNA H19’dur.
Ardindan, X kromozomunun inaktivasyonunda gorev alan X-inaktif spesifik
transkript (Xist) IncRNA, 1990’11 yillarin basinda klasik gen haritalama yontemi ile
tanimlanmistir (Brannan ve ark. 1990; Brown ve ark. 1991). IncRNA’larin
cesitliliginin ve dinamik 6zelliklerinin anlasilabilmesi ise tiim transkriptom dizileme

caligmalari ile miimkiin olmustur (ENCODE Project Consortium 2007).

IncRNA’larin transkripsiyonu mRNA’da oldugu gibi c¢ogunlukla RNA
polimeraz II ile olur, ardindan 5° baslik eklenmesi, poliadenilasyon ve splaysing gibi

transkripsiyonel modifikasyonlar gerceklestirilir (Mercer ve ark. 2009; Derrien ve
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ark. 2012). Alternatif yolaklar da IncRNA olusumuna katki saglayabilmektedir.
Ornegin, kanser hiicrelerinde RNA polimeraz I1I’{in artmis aktivitesi s6z konusudur.
Anormal RNA polimeraz III aktivitesinin de IncRNA’larin transkripsiyonuna yol
acabilecegi diisiiniilmektedir (Gibb ve ark. 2011). IncRNA’larin standart splaysing
bolgeleri bulunmaktadir. Ayrica, mRNA’dan daha az ekzon bdlgesine sahiptirler,
mRNA’ya gore daha kisadirlar. Genel olarak 100 nt’den kisa ve bilinen peptit
sekanslart ile homoloji gostermeyen, korunmamis agik okuma g¢erveve (ORF)’leri
bulunmaktadir. Zayif ORF igerigine bagli olarak nonsense aracili yikim (NMD)
devreye girdiginden IncRNA’larin translasyonlar gergeklesmemektedir (Derrien ve

ark. 2012; Quinn ve Chang 2016).

IncRNA’larin 6nemli bir diger 6zelligi termodinamik olarak kararli sekonder
ya da daha yiiksek yapilara katlanma egilimi gdstermeleridir. Yaygin sekonder
yapilar; heliks, sa¢ tokasi, ilmek ve cikintilardir. Bir¢ok durumda sekonder yapi
IncRNA’nin islevinde etkilidir (Cruz ve Westhof 2009). Sekonder yapilara ek olarak
IncRNA’larda  RNA-RNA, RNA-DNA ve RNA-protein etkilesimini saglayan
domainler bulunmaktadir. RNA ile baz eslesmesi yapabilmeleri mRNA, miRNA ve

diger IncRNA’lar iizerinde etkili olabilmelerini saglar (Guttman ve Rinn 2012).

Hiicrelerin sitozolik ve niiklear fraksiyonlar1 ile yapilan c¢alismalar,
IncRNA’larin biiyiik bir ¢ogunlugunun kromatin yapi ile iliskili olabilecek sekilde
nukleusta yerlesim gosterdiklerini, bir kisminin ise sitoplazmada yer aldigini ortaya
koymustur. IncRNA’larin  ¢ogunlukla nukleus yerlesimli olmalari, gen
ekspresyonunun epigenetik mekanizmalar ile diizenlenmesinde 6nemli fonksiyonlara
sahip olabileceklerini gostermektedir. Sitoplazmada bulunan IncRNA’lar ise
translasyonel diizenlemeyi de icerisine alan dnemli fonksiyonlarda ekilidir (Derrien
ve ark. 2012; Werner ve Ruthenburg 2015). Molekiiler tekniklerdeki ilerlemeler ile
birlikte bugiin IncRNA’larin transkripsiyonel, posttranskripsiyonel ve epigenetik
diizenleme, organ ve doku gelisimi, hiicre farklilagsmasi, apoptoz, hiicre dongiisiiniin
kontrolii, metabolik mekanizmalar gibi temel ve kritik biyolojik siireclerde dnemli
rol oynadiklar1 bilinmektedir (Moran ve ark. 2012; Zhu ve ark. 2013). Ayrica,
IncRNA’larin  kanser patogenezinde de etkili olduklar1 ¢esitli c¢alismalar ile
gosterilmistir. Buna gore, kanser ile iliskili olarak bazi IncRNA’lar onkogen rolil

tistlenmektedir, bazilarinin ise tiimor baskilayici rolleri bulunmaktadir, bir kismi ise
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metastaz siireci ile iliskilidir (Gupta ve ark. 2010; Wang ve ark. 2010; Pasmant ve

ark. 2011; Ying ve ark. 2012).
2.4. IncRNA HIF1A-AS2

IncRNA’lar karsit ipliklerinde yer alan diger transkriptin bir ya da daha fazla
ekzonu ile cakigsmalari durumunda dogal antisens transkrip (NAT)’ler olarak
isimlendirilmektedir. NAT’lar protein kodlayan transkriptlere kismen ya da tamamen
komplementer olan endojen RNA molekiilleridir (Katayama ve ark 2005). Protein
kodlayan genlerin yaklagik %350-70’inin antisens karsiliklarinin  bulundugu
bilinmektedir (Katayama ve ark. 2005; He ve ark. 2008). Sens transkriptleri ile
karsilastirildiklarinda NAT’larin  ekspresyonlart daha diisiiktiir. Ayrica, protein
kodlayan hedeflerinin ekspresyon seviyelerini diizenleyebilirler (Faghihi ve
Wabhlestedt 2009). Ornegin, sense RNA ile dubleks yap: meydana getirdiklerinde
miRNA’nin baglanma bolgesini kapatarak daha kararli bir yapr olusmasinda rol
oynayabilirler ya da sense transktiptlerinin splaysing bolgelerine baglanmalari
durumunda splaysing mekanizmasini1 inhibe edebilirler (Munroe ve Lazar 1991;
Faghihi ve ark. 2008). Ayrica epigenetik modifikasyonlar1 igeren mekanizmalar ile
sense trankripsiyonu aktif ya da inaktif hale getirebilirler (Faghihi ve Wahlestedt
2009).

HIF1A-AS2; HIF1A’nin 3" boélgesinden tiireyen ve HIFIA mRNA’nm 3'
UTR bolgesine baglanabilen bir NAT olarak aHIF ismiyle ilk defa 1999 yilinda
Thrash-Bingham ve Tartof tarafindan tanimlanmistir. Arastiricilar; normoksik ve
hipoksik kosullar altinda renal hiicreli karsinomada aHIF’in yiiksek oranda ifade
edildigini gostermistir (Thrash-Bingham ve Tartof 1999). 3'aHIF-la olarak da
isimlendirilen bu NAT, Baranello ve ark. (2010) tarafindan HIF1A’nin 5'
bolgesinden tiireyen baska bir kodlamayan RNA’nin (HIF1A-AS1 veya 5'aHIF-1a)

tanimlanmasiyla HIF1A-AS2 olarak literatiirdeki yerini almistir.

HIF1A-AS2 mRNA’st 2051 niikleotit uzunlugundadir ve HIFIA
mRNA’sinin 3'UTR bolgesi ile 1221 niikleotiti komplementerdir. Baz1 ¢aligmalar bu
baglantinin HIF1A {izerinde inhibe edici bir etkisinin oldugunu ortaya koymustur
(Uchida ve ark. 2004; Chen ve ark. 2017). Bununla birlikte IncRNA’larin 6nemli bir
fonksiyonu rekabet¢i endojen RNA’lar (ceRNA) olarak miRNA fonksiyonuna

miidahale etmeleri ve bunun sonucunda miRNA siingerleri olarak iglev gormeleridir
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(Salmena ve ark. 2011). HIF1A-AS2’nin de HIF1A’nin postranskripsiyonel olarak
susmasina yol agan miR-153-3p’nin siingeri olarak gorev yaptigi ve buna bagh
olarak HIF1A’nin ifadesinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Li ve ark. 2017). Bu
sonuglar HIF1A-AS2’nin HIF1A ifadesini negatif ya da pozitif yonde diizenledigi
konusunda net bir yargiya varmayr engellemektedir. Bununla birlikte HIF1A’ nin
HIF1A-AS2 iizerine etkisi daha agiktir. HIF1A-AS2’nin promotor bdlgesinde
hipoksiye cevap elementi (HRE) olarak tanimlanan ve HIF-1a proteinin baglanmasi
sonucu hipoksi ile indiiklenen genlerin ekspresyonunu saglayan 5'-(A/G)CGTG-3'
sekansinin bulunmasi, HIF1A’nin HIF1A-AS2 ifadesini pozitif yonde diizenledigini
gostermektedir (Uchida ve ark. 2004; Chen ve ark. 2017; Ma ve ark. 2019).

HIF1A-AS2 kanser patogenezi ile de iliskilendirilen bir IncRNA’dir. Mide
kanseri (Chen ve ark. 2015), mesane kanseri (Chen ve ark. 2016), glioblastoma
(Mineo ve ark. 2016), kolorektal kanser (Lin ve ark. 2018), meme kanseri (Guo ve
ark. 2019) ve osteosarkom (Lin ve ark. 2020) gibi ¢esitli kanser tiirlerinde HIF1A-

AS2’nin hiicre proliferasyonu ve invazyonunda etkili oldugu gosterilmistir.
2.5. Otofaji

Hiicrede metabolik homeostaz, tiim biyolojik aktivitelerin temelini olusturan
biyosentez ve yikim reaksiyonlar1 ile korunmaktadir. Kisa Omiirlii ya da yanlis
katlanmig proteinleri hedefleyen ubikitin-proteazom yolu ile uzun Omiirli
makromolekiiler kompleksleri ve organelleri hedefleyen lizozom-otofaji sistemi

hiicrenin baslica yikim sistemleridir (Li ve ark. 2017).

Evrimsel olarak en iyi korunmus biyolojik siiregclerden biri olan otofajide
sitoplazmik  iceriklerin ~ yikimi, hiicrelerin  kendi lizozomlar1 igerisinde
gerceklesmektedir. Sitoplazmik substratlarin lizozomlara verilis sekillerine bagli
olarak otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon-aracili otofaji olmak iizere {i¢
cesittir (Sekil 2.3) (Xu ve ark. 2017). Makrootofaji; sitoplazmik igeriklerin
otofagozom olarak adlandirilan, kapali, iki membranli bir vezikiiliin igerisinde
lizozomlara sunuldugu otofaji tiriidiir (Feng ve ark. 2014). Mikrootofajide ise
sitoplazmik icerikler lizozom membraninin i¢e dogru tomurcuklanmasi ile igeriye
alinir ve yikimlar1 gergeklestirilir (Li ve ark. 2012). KFERQ-benzeri motif tasiyan
proteinlerin HSC70 saperonlari ile taninip lizozom zarina secici bi¢imde taginmasi

ile yikimlarmin gergeklestirildigi otofaji ise saperon-aracili otofajidir (Kirchner ve

25



ark. 2019). Bunlardan en ¢ok iizerinde durulan ve mekanizmasi iyi bir sekilde
aydinlatilmis olan otofaji tiirii makrootofajidir, bu nedenle otofaji terimi yaygin

olarak makrootofajiyi ifade etmek i¢in kullanilmaktadir (Yin ve ark. 2016).

Mikrootofaji Saperon
aracih otofaji
HSCTC
« MI{Q

Makrootofaji

Sltomhk
1 protein
Izolasyon membram Fagofor Otofagozom

Lizozom

Sekil 2.3. Otofaji tiirleri.

Otofaji, yikimi gergeklestirilecek sitoplazmik igerikleri igerisine alan
otofagozomun olusumu ile baglar. Ardindan, otofagozomun lizozomla fiizyonu
gerceklesir ve olusan otolizozom igerisinde lizozomal enzimlerin araciligiyla yikim
olur. Bu karmasik siire¢, memelilerde yaklasik 32 tane oldugu bilinen Otofaji iliskili
gen (ATG)’lerin kontroliinde, baslama, uzama, olgunlasma, fiizyon ve bozunma
olmak tlizere 5 adimda gerceklesir (Sekil 2.4) (Sun ve ark. 2013; Gupta ve Thum
2016).

[k adim fagofor olarak isimlendirilen ve ER, mitokondrial dis membran ve
plazma membranindan koken aldigi diisiiniilen bir izolasyon membraninin
olusumudur (Kroemer ve ark. 2010). Bunun i¢in ULK1, ATG13, 200 kDa fokal
adezyon kinaz ailesi ile etkilesen protein (FIP200) ve ATG101’den olusan ULK
kompleksi otofaji baglatma bolgesine tasinir. Ardindan fosfatidilinositol 3-fosfat
(PI(3)P)’1 olusturmak i¢in fosfatidilinositoliin lipit bas grubunu fosforile eden simif
IIT fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3KC3) kompeksi aktive olur. PI3KC3 kompeksinin
aktivasyonu fagofor olusumu i¢in gereklidir. PI3KC3, PI3KC3 kompleks 1 ve 2
(PI3KC3-C1 ve PI3KC3-C1) olarak bilinen en az iki farkli kompleks icermektedir.
Her iki komplekste katalitik alt birim VPS34, pl150 ve Beclin-1 (BECNI1)
bulunmaktadir. Ayrica PI3KC3-C1 fagofor baslatma alanina kompleksi yonlendiren
ATGI14L tasimaktadir (Hurley ve Young 2017; Zachari ve Ganley 2017).
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Fagoforun uzamasi ubikitin ile yapisal benzerlige sahip olan proteinlerden
olusan LC3/Atg8-fosfatidiletanolamin (PE) konjiigasyon sistemi ve ATG12-ATGS5
konjligasyon sistemi ile gerceklestirilir. ATG12 E1 ve E2 benzeri enzimler olan
ATG7 ve ATGI10 aracilifiyla ATGS5’e konjuge edilir. Bu konjugatin ATG16’ya
baglanmasi ile ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi olusur. LC3 ise PE’ye kovalent
olarak baglanarak konjugasyona ugrar. Bu islem E1 ve E2 benzeri enzimler olan
ATG4, ATG3 ve ATG7 araciligryla gerceklesir (Yin ve ark. 2016). Iki konjiigasyon
sistemi birbiriyle iligkili olup gelisen otofagozomda lokalizedir. Ayrica ATGI12-
ATGS5 konjliigasyonunun LC3 lipidasyonunda rol oynadigi ve LC3’iin PE’ye
transferini kolaylastirdigi bilinmektedir. LC3’{in dogru lokalizasyonu i¢in ATG12-
ATG5-ATG16 kompleksi gereklidir (Geng ve Klionsky 2008). LC3-II olarak
adlandirilan LC3’iin lipidlenmis formu ayni zamanda kargo taninmasinda da rol
oynamaktadir. p62/SQSTMI1 gibi otofajik kargo reseptor proteinleri tarafindan
tanimnan ubikitinlenmis hedefler, p62’in LC3-II ile etkilesen bolgeleri araciligiyla
otofagozoma hedeflenir. Otofagozomlarin lizozomlar ile flizyonu ise Rubicon,
UVRAG, Rab7, SNARE ve LAMP gibi ¢ok sayida molekiil tarafindan diizenlenir.
Son asamada ise otolizozomlardaki lizozomal hidrolazlar aracilig ile yikim
gergeklesir, olusan yapi taslar1 sentez reaksiyonlarinda yeniden kullanilmak iizere

sitoplazmaya geri taginir (Sun ve ark. 2013).

Baslama Uzama Olgunlasma Fiizyon Bozunma

~ ULKIL

| FIP200 [—( ATGIOL )

| p1so

‘." ST, i.zulas_vﬂn membram Fagofor Otofagozom Lizozom Otolizozom

ATGI2 ; .
ATGI2 —_—
— a | ATGI6 |
ATGT ATGS = ’
ATGS ATG10 ATGS

LC3 —_— LC3-I — LC3-I
ATGH ATG3 . -

ATGT

Sekil 2.4. Otofaji mekanizmasi.
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Otofaji; hipoksi, oksidatif stres, besin yoksunlugu, organel hasari, ER stresi
gibi ¢esitli hiicesel stres kosullart altinda uyarilmaktadir. Sonugta, otofaji ile hem
hiicresel ihtiyaclar karsilanmakta hem de stres kosullarinda hiicre sag kalimi
desteklenmektedir (Kroemer ve ark. 2010). Homeostazin korunmasinda hayati role
sahip olan otofajideki diizensizlikler ise embriyonik farklilagsmay1 ciddi bir sekilde
etkilemekte; Alzheimer hastaligi, kanser gibi ¢ok sayida hastaligin gelisimi ile
iligkilendirilmektedir (Levine ve Kroemer 2008). Ancak, otofajinin kanserdeki rolii
oldukca karmasiktir. Otofaji; normal hiicrelerde hasar géren organelleri ve yikim
tirlinlerini ortadan kaldirarak, makromolekiilleri geri doniistiirerek kansere karsi
koruyucu bir rol iistlenebilir. Ancak, yerlesik tiimorlerde kanser hiicreleri otofajiyi
cesitli hiicresel stresler ile bas etmek i¢in kullanabilmektedir (Mathew ve ark. 2007).
Bu durumda, otofajinin kemoterapi ya da radyoterapinin olusturdugu hiicresel strese
karst koruyucu bir mekanizma olarak devreye girmesi kanser hiicrelerinde ilag
direnci ile sonug¢lanmaktadir (Sekil 2.5) (Chen ve ark. 2010). Otofaji, en 6nemli
uyaricilarindan biri olan hipoksi {izerinden de ilag¢ direnci ile iligskilendirilmektedir.
Hipoksi, oksijen eksikligi durumu olarak adlandirilmakta ve birgok solid tiimor
mikrogevresinin ortak Ozelligini olusturmaktadir. Kanser hiicrelerinin yiiksek
proliferasyon 6zelligi nedeniyle, vaskiiler sistem tiimor dokusunun oksijen ve besin
gereksinimini kargilayamamakta ve sonugta hipoksik bir mikrocevre olugsmaktadir.
Tiimdr mikrogevresinin hipoksi 6zelliginin kanser hiicrelerini daha agresif hale
getirdigi, metastaz, anjiyogenez, ve radyoterapi/kemoterapi direncinde etkili oldugu
belirtilmektedir (Muz ve ark. 2015; Zhang ve ark. 2018). Ayrica, hipoksi ile
indiiklenen otofajinin de ila¢ direncinde etkili olabilecegi, bu nedenle hipoksik
tiimorlerde otofaji inhibisyonunun kanser tedavilerinin etkinligini artirabilecegi

diistintilmektedir (Sekil 2.5) (Tan ve ark. 2016).
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Sekil 2.5. Kanser-otofaji-hipoksi iliskisi.

Tim bu bilgiler 15181inda; diger akciger kanseri tiirlerine gore daha agresif

oldugu bilinen KHAK hiicrelerinde hipoksiye ya da ila¢ direncine bagli olarak

otofajinin arttif1 ve tiim biyolojik siireglerde gorev aldig1 bilinen IncRNA’larin bu

asamada da aktif rol oynadigi diisliniilmektedir. Buradan yola ¢ikarak bu tez

projesinin hipotezi; hipoksi ile indiiklendigi bilinen bir IncRNA olan HIF1A-

AS2’nin KHAK hiicrelerinde otofaji tizerinden kemoterapotik direncte etkili oldugu,

bu hiicrelerde hipoksi-HIF1A-AS2-otofaji ekseninde gelisen bir ilag direnci

mekanizmasinin devreye girdigidir. Tez ¢alismasinda, HIF1A-AS2’nin normoksik

ve hipoksik ortamda KHAK hiicrelerinde ilag direnci {izerine olas1 etkisinin otofaji

iizerinden degerlendirilmesi amaglanmustir.

29




3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calisma, N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar
Etik Kurulu’nun 2017/1075 karar sayili onay1 alinarak gerceklestirilmistir (Bkz. EK
A). Calismada ATCC (American Type Culture Collection, Rockville)’den temin
edilen H69 (ATCC® HTB-119™) ve H69AR (ATCC® CRL-11351™) insan
KHAK hiicre hatlar1 kullanilmistir. H69 hiicre hatti, 55 yasinda erkek bir KHAK
hastasinin akciger dokusundan elde edilmistir. H69AR hiicre hatti ise artan
doksorubisin konsantrasyonlar1 ile 14 ay boyunca cogaltilan H69 hiicrelerinden
olusturulmustur. H69 hiicre hattina kiyasla doksorubisine yaklasik 50 kat direng
gosterdigi belirtilmektedir. Ayrica, benzer kimyasal yap1 ya da etki mekanizmasina
sahip c¢ok sayida kemoterapotik ajana (daunomisin, epirubisin, menogaril ve
mitoksantron gibi antrasiklin analoglarina, asivisin, etoposid, gramisidin D, kolsisin,
vinca alkaloidleri, vinkristin ve vinblastin) diren¢ gostermesi nedeniyle ¢apraz direng
profiline sahiptir. Iki hiicre hatt1 arasindaki en belirgin morfolojik farklilik ise H69
hiicrelerinin flask ylizeyinde agregatlar olusturarak ¢ogalmasi, H69AR hiicrelerinin
ise adherent Ozellik gostermesidir (Sekil 3.1) (https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/CRL-11351; https://www.lgcstandards
atcc.org/products/all/HTB-119). Her iki hiicre hatt1 da %10 fetal sigir serumu (FBS,
Capricorn, FBS-HI-12A) ve %]l Penisilin-Streptomisin (Gibco, 15070063) ilave
edilmis RPMI 1640 (Gibco, 22400089) besiyerinde, 37°C’de, %95 nemli ve %5
COy’li etiivde kiiltiire edilmistir. Ilag direngliliginin korunmasi i¢in H69AR hiicreleri
deneylerden iki hafta oncesine kadar final konsantrasyonunda 8 pM doksorubisin

(Sigma-Aldrich, 44583-10MG) iceren besiyeri ortaminda ¢ogaltilmistir.
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3.2. siRNA ile Transfeksiyon Yontemi

H69 ve H69AR hiicre hatlarinda HIF1A-AS2 siRNA yontemi ile
susturulmustur. Bu amacla HIF1A-AS2’yi hedef alan iki siRNA (HIF1A-AS2-
siRNA-1: CCACAACUACAUAGGGUAU, Dharmacon, N-189446-01-0002;
HIF1A-AS2-siRNA-2: GCGACAAAGUGCAUAAAAU, Dharmacon, N-189446-
02-0002) ile herhangi bir genle eslesme yapmayan bir siRNA (KONTROL-siRNA:
UGGUUUACAUGUCGACUAA, Dharmacon, D-001320-01-05) kullanilmistir.
Liyofilize halde temin edilen siRNA’lar 1X siRNA Buffer (5X siRNA Buffer’
(Dharmacon, B-002000-UB-100)’dan diliie edildi) ile siispanse edilmis, boylece 20
uM konsantrasyonunda stok siRNA’lar hazirlanmistir. Transfeksiyon islemi i¢in 6-
kuyucuklu plakalara ekimi yapilan hiicreler (5x10° hiicre/kuyucuk) antibiyotik
icermeyen besiyeri ortaminda, 37°C’de, CO;’li etiivde bir gece kiiltiire edilmistir.
Her bir kuyucuk icin iki ependorf tiipii hazirlanmistir. Her iki tiipe de serum
icermeyen besiyeriden 190 pl konmus, ardindan 1. tiipe 10 pul 5 uM siRNA, 2. tiipe
10 pl transfeksiyon soliisyonu (Dharmacon, T-2001-03) ilave edilmistir. Tiipler oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilmis, ardindan birlestirilerek tekrar 20 dk oda
sicakhiginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuk icin
hazirlanmig toplam 400 pl hacmindeki her bir tiipe, 1600 ul antibiyotik icermeyen
besiyeri ilave edilmistir. Toplam 2000 pl hacmindeki her bir transfeksiyon karigimi
besiyeri uzaklagtirilan kuyucuklara damla damla konulmustur. Bu islem sonucunda
her bir kuyucuktaki siRNA konsantrasyonu 25 nM olarak belirlenmis ve hiicreler 24
saat siiresince siRNA ile muamele edilmistir. 24 saatin sonunda transfeksiyon
karisimi1 uzaklastirilmis ve deney protokollerine gore gerekli goriilen yerlerde
antibiyotiksiz  besiyeri kullanilarak inkiibasyona devam edilmisir. Deney
protokollerine gore degisiklik gostermekle birlikte, tiim analizler transfeksiyon

sonrasi en ge¢ 48 saat iginde tamamlanmuistir.
3.3. Hipoksik Ortamin Olusturulmasi

siRNA ile transfeksiyon sonrasinda tim deneyler normoksik ve hipoksik
ortamda ¢ogaltilmis hiicreler ile gerceklestirilmistir. /n vitro hipoksik ortamin
olusturulmasinda kullanilan yontemlerden biri, hiicrelerin Kobalt II kloriir (CoCl,)
ille 24 saat siiresince muamele edilmesidir. Ancak uygulanan CoCl,
konsantrasyonlar1 farklilik gosterebilmektedir (Li ve ark. 2018; Chen ve ark. 2019).

Bu nedenle hipoksik ortamin olusturulmasinda kullanilacak uygun CoCl,
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konsantrasyonunu belirlemek amaciyla hiicreler 50 uM, 100 uM, 150 uM ve 200 uM
konsantrasyonlarinda CoCl, (Sigma-Aldrich, C8661-100G) ile 24 saat siiresince
muamele edilmistir. Ardindan hiicre canliligini belirlemeye yonelik olarak
sitotoksisite analizi ile hipoksinin Onemli belirteglerinden biri olan HIFIA
ekspresyon seviyesinin degerlendirilmesini kapsayan ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclara gore, H69 ve
H69AR hiicre hatlar1 igin hipoksik ortamin olusturulmasinda 100 pM CoCl,
kullanilmasma karar verilmistir. Sonug¢ olarak hipoksik ortamin olusmasi igin
hiicreler, siRNA ile transfeksiyon isleminin ardindan antibiyotik icermeyen besiyeri
igerisinde 100 uM CoCl, ile 24 saat siiresince muamele edilmistir. Bu esnada
normoksik grubu olusturan hiicreler ise antibiyotik icermeyen besiyeri ortaminda 24

saat inkiibasyona birakilmistir.
3.4. ila¢ Uygulamalan ve Sitotoksite Analizleri

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 doksorubisine direngli ve duyarli olma
Ozellikleri  yoniinden birbirinden farklilik  gostermektedir. Bu farkliligin
dogrulanmasi i¢in XTT (2,3-bis- (2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil) -2H-tetrazolyum-5-
karboksanilid) analizi ile doksorubisinin her iki hiicre hattindaki sitotoksik etkisi
degerlendirilmis ve ICsy degerleri hesaplanmistir. Bu amacla H69 (5x10°
hiicre/kuyucuk) ve H69AR (3x10* hiicre/kuyucuk) hiicreleri 96-kuyucuklu plakalara
ekilmis ve 37°C’de %5 CO,’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda hiicreler farkli konsantrasyonlarda (H69 hiicreleri 0-50 pM; H69AR
hiicreleri 0-300 uM) doksorubisin ile muamele edilmis ve 24., 48. ve 72. saatlerde
kuyucuklara 150 pl XTT soliisyonu (XTT hiicre proliferasyon kiti, Biological
Industries, 20-300-1000) eklenmistir. XTT soliisyonu ile 4 saat inkiibasyonun
ardindan her bir kuyucuktaki absorbans degeri 450 nm dalga boyunda ve 630 nm
referans araliginda mikroplaka okuyucuda (BioTek Epoch) okunmustur. Hiicre
canliligt asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Her iki hiicre hattinda
doksorubisinin ICsy degeri ise CompuSyn programi (Version 1.0, ComboSyn Inc.,

U.S.) ile belirlenmistir.

% Hiicre Canlilig1 = (Olgiilen optik dansite degeri)/(Kontrol optik dansite degeri) x
100

Transfeksiyon oncesinde gergeklestirilen XTT analizi, direngli ve duyarh

hiicre hatlar1 arasindaki farklilig1 géstermek icin yapilmistir. Ayni analiz, siRNA ile
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transfeksiyon sonrasinda, HIF1A-AS2’nin ilaca verilen yanittaki roliine bagl olarak
direng gelisimindeki etkinligini ortaya koymak icin de gergeklestirilmistir. Sonug
olarak, transfeksiyon sonrasi farkli konsantrasyonlarda doksorubisin ile muamele
edilmis, normoksik ve hipoksik ortamda c¢ogaltilan hiicrelerde doksorubisinin ICs

degeri hesaplanmistir.

HIF1A-AS2’nin  susturulmasinin  hiicre canlilifi  iizerine etkisi de
arastirilmistir. Bu amacla transfeksiyon igleminin ardindan 24., 48. ve 72. saatlerde
XTT analizi gergeklestirilmis ve hiicre canlilig1 belirlenmistir. Ayrica yukarida da
belirtildigi gibi hipoksik ortamin olusturulmasi i¢in uygun CoCl, konsantrasyonunun

belirlenmesinde de XTT analizi kullanilmistir.
3.5. Akim Sitometri ile Apoptoz Tayini

Transfeksiyon isleminin ardindan normoksik ve hipoksik ortamda ¢ogaltilan
hiicrelerde doksorubisin uygulamasi sonrasinda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekroz oranlari FITC Annexin V apoptoz kiti (BioLegend, 640922) kullanilarak
belirlenmistir. 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapilmis ve transfeksiyon iglemi
gerceklestirilmis H69 ve H69AR hiicreleri, normoksik ve hipoksik kosullarda 10 uM
doksorubisin ile 24 saat siiresince muamele edilmistir. 24 saatin sonunda hiicreler
toplanmis ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde Dulbacco fosfat tamponlu su (DPBS,
Biowest, L0615-500) ile hiicre siispansiyonlart olusturulmustur. Hiicre
stispansiyonlarinin 100 pl’si 5 ml’lik test tiiplerine aktarilmis ve lizerlerine 5 pl
FITC Annexin V ve 5 ul 7-ADD boyas: ilave edilmistir. Tiipler karanlik ortamda,
oda sicakliginda, 15 dk inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda iizerlerine
400 pl Annexin V baglanma tamponu konulmustur. Tiiplerin akim sitometri cihazina

(BD FACSAriaTM III) yerlestirilmelerinin ardindan analiz gergeklestirilmistir.
3.6. Otofaji Analizi

Transfeksiyon sonrasinda normoksik ve hipoksik ortamda doksorubisin ile
muamele edilmis veya edilmemis hiicrelerde otofaji analizi; otofajik
kompartmanlarin (pre-otofagozom, otofagozom ve otofagolizozomlar) Cyto-ID
boyasi ile boyanmasi esasina dayanan Cyto-ID® Otofaji Kiti (Enzo Life Sciences,
ENZ-51031-0050) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tipik olarak hiicrelerin
periniikleer bolgesindeki kiiresel vakuollerde birikme egilimi gdsteren ve LC-3 ile

birlikte lokalize olan Cyto-ID boyasindan elde edilen sinyal, otofaji varligini
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gostermektedir. Otofaji analizi i¢in, 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapilmas,
transfeksiyon sonrasinda normoksik ve hipoksik ortamda doksorubisin ile muamele
edilmis veya edilmemis hiicreler toplanmis ve kit igeriginde bulunan 1X analiz
tamponu ile 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 olusturulmustur.
Ardindan hiicreler 1500 rpm’de 4 dk santriflij (Hettich 200R) edilmis ve pellet 400
ul Cyto-ID boya soliisyonu ile siispanse edilmistir. Karanlik ortamda, 37°C’de, 30
dk inkiibasyonun ardindan tekrar santrifiij islemi uygulanmis ve 1X analiz tamponu
ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Yikama isleminin ardindan pellet 500 pl 1X
analiz tamponu ile siispanse edilmistir. Her bir hiicre siispansiyonunun 100 pl’si 96-
kuyucuklu siyah plakalara aktarilmis ve floresan mikroplate okuyucuda (BioTek
Epoch) (Eksitasyon: 480 nm, Emisyon: 530 nm) okuma gerceklestirilmistir.

3.7. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Transfeksiyon sonrasinda normoksik ve hipoksik ortamda 10 uM
doksorubisin ile muamele edilmis hiicrelerde ilag direnci ve otofaji ile iligski genlerin
mRNA seviyelerindeki olas1 farkliliklar ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(qgPZR) ile belirlenmigtir. Ayrica HIF1A-AS2’yi hedefleyen siRNA’larin
etkinliklerinin belirlenmesi ile hipoksik ortamin olusturulmasinda uygun CoCl,

konsantrasyonunun se¢ilmesinde de qPZR analizi kullanilmistir.
3.7.1. Hiicrelerden Total RNA izolasyonunun Gerceklestirilmesi

Total RNA izolasyonu i¢in 6-kuyucuklu plakalarda c¢ogaltilmis hiicrelerin
besiyerleri uzaklasirilmis ve her bir kuyucuga 1 ml RiboEx (GeneAll, 301-001)
eklenmistir. Her bir kuyucuktaki homojenat ependorf tiiplere alinarak oda
sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her bir epondorf tiipiine 200
ul kloroform eklenmis, tiipler oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda +4'C’de 12000 g’de 15 dk santrifiij islemi gerceklestirilmis ve olusan st
fazlar ayr1 ependorf tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 500 ul izopropanol eklenmis ve
10 dk oda sicakliginda inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi
tipler +4'C’de 12000 g’de 15 dk santrifiij edilmis, ardindan siipernatant
uzaklastirilmis ve pelletin {izerine 1 ml %70’lik etanol eklenmistir. +4'C’de 7000
g’de 10 dk siireyle tekrar gerceklestirilen santrifiij isleminden sonra siipernatant
uzaklagtirllmis ve pellet kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminin ardindan pellet

30 pl niikleaz icermeyen su ile ¢ozdiiriilmiistiir.
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3.7.2. RNA Miktarmin ve Kalitesinin Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin miktar1 ve kalitesinin belirlenmesi amaciyla her bir
RNA orneginden 1 pl alinmis ve nanodrop cihazinda (Maestrogen) Olctimleri
gerceklestirilmistir. UV Ol¢limleri A260/A280 i¢in 2+0,1 ve A260/A230 i¢in 2,0-2,4
arasinda olan RNA o6rnekleri analizlerde kullanilmistir. Ayrica, RNA 6rneklerinin
kalitesinin belirlenmesi amaciyla yatay jel elektroforezi gerceklestirilmistir. Bunun
icin 1 pg konsantrasyonundaki RNA 0Ornegi iizerine 6X ylikleme boyasindan 6 pl
konulmus, toplam hacim niikleaz icermeyen su ile 12 pl’ye tamamlanmustir.
Ornekler %]1°lik agaroz jelde 90 V°da 75 dk yiiriitiilmiis ve ardindan jel goriintiileme
sisteminde (Syngene Gbox Chemi 16) 28S ve 18S rRNA bantlarinin varligi
dogrulanmustir (Sekil 3.2). Izole edilen total RNA ornekleri ¢cDNA sentezinde

kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

- 285 TRNA

t 18S TRNA

Sekil 3.2. RNA o6rneklerinin agaroz jel goriintiisi.

Olast bir genomik DNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaciyla RNA
ornekleri cDNA sentezi Oncesinde iiretici firmanin (Thermo Scientific, #EN0521)
talimatlar1 dogrultusunda DNAse-I enzimi ile muamele edilmistir. Bu amagla, 2 pg
RNA o6megine 2 pl 1U/ul DNAse-I enzimi ve 2 pl 10X reaksiyon tamponu
konulmus ve toplam hacim niikleaz icermeyen su ile 18 pl’ye tamamlanmistir.
37°C’de 30 dk inkiibasyonun ardindan 6rneklere 2 pl 50 mM EDTA ilave edilmis ve
65°C’de 10 dk inkiibasyon ile reaksiyon durdurulmustur. DNase uygulanmigs RNA

ornekleri ayni giin cDNA sentezinde kullanilmistir.
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3.7.3. cDNA Sentezi

RNA orneklerinden c¢cDNA sentezi iiretici firmanin talimatlarina gore
(iScriptTM cDNA sentez kiti, Bio-Rad, 170-8891) ger¢eklestirilmistir. Bunun igin,
1ug total RNA 6rnegine 4 pl 5X iScript reaksiyon karigimi, 1 pl Revers Transkriptaz
enzimi ilave edilmis ve karistmin hacmi niikleaz icermeyen su ile 20 ul’ye
tamamlanmistir. Ardindan 25°C’de 5 dk, 46°C’de 20 dk ve enzim inaktivasyonu i¢in
95°C’de 1 dk seklinde cDNA sentez protokolii uygulanmistir.

3.7.4. Primer Tasarimi ve qPZR

qPZR analizinde kullanilacak hedef genlere ait primerler IDT Primer Quest
(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index)  programi  ile tasarlanmustir.
Programda kullanilan hedef genlerin mRNA dizilerine ise Gen Bankasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)’ndan ulasilmistir. Calisma kapsaminda mRNA
diizeyinde ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis ila¢ direnci ve otofajide etkili

oldugu bilinen genler Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis ilag¢ direnci ile iligkili genler.

Gen Sembolii Acilimi

ABCBI1 ATP-baglayici kaset alt ailesi B iiyesi 1
ABCC1 ATP-baglayici kaset alt ailesi C iiyesi 1
ABCC2 ATP-baglayici kaset alt ailesi C tiyesi 2
ABCC3 ATP-baglayici kaset alt ailesi C iiyesi 3
ABCCS5S ATP-baglayici kaset alt ailesi C iiyesi 5
ABCG2 ATP-baglayici kaset alt ailesi G iiyesi 2
APC APC, WNT sinyal yolag1 regiilatorii
ARNT Aril hidrokarbon reseptorii niiklear translokatorii
ATM ATM serin/treonin kinaz

BAX BCL2 iligkili X, apoptoz regiilatorii
BCL2 BCL2, apoptoz regiilatorii

BLMH Bleomisin hidrolaz

BRCA1 BRCA1, DNA onarimi ile iligkili
BRCA2 BRCA2, DNA onarimi ile iligkili
CLPTM1L CLPTMI1 benzeri

CYP1A1 Sitokrom P450 ailesi 1 alt ailesi A iiyesi 1
CYP1A2 Sitokrom P450 ailesi 1 alt ailesi A tiyesi 2
CYP2B6 Sitokrom P450 ailesi 2 alt ailesi B iiyesi 6
CYP2C8 Sitokrom P450 ailesi 2 alt ailesi C liyesi 8
CYP2E1 Sitokrom P450 ailesi 2 alt ailesi E iiyesi |
CYP3A4 Sitokrom P450 ailesi 3 alt ailesi A iiyesi 4
DHFR Dihidrofolat rediiktaz

EPHX1 Epoksit hidrolaz 1

ERCC3 TFIIH kompleksi helikaz alt birimi

FOS AP-1 transkripsiyon faktorii alt birimi
GSK3A Glikojen sentaz kinaz 3 alfa
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Tablo 3.1. Ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis ila¢ direnci ile iligkili genler (devamu).

Gen Sembolii

Acilim

GSTP1
HIF1A
MSH2
MVP
MYC
RB1
SOD1
SULTI1E1
TOP1
TOP2A
TOP2B
TPS3
TPMT
UGCG
XPA
XPC

Glutatyon S-transferaz pi 1

Hipoksi indiiklenebilir faktor 1 alfa alt birimi

MutS homologu 2

Major vault proteini

MYC proto-onkogen, bHLH transkripsiyon faktorii
RB transkripsiyonel baskilayici 1

Superoksit dismutaz 1

Siilfotransferaz ailesi 1E iiyesi 1

DNA topoizomeraz [

DNA topoizomeraz II alfa

DNA topoizomeraz II beta

Timor proteini p53

Tiyopiirin S-metil transferaz

UDP-glikoz seramid glukosiltransferaz

XPA, DNA hasar tanima ve onarim faktori

XPC alt birimi, DNA hasar1 tanima ve onarim faktori

Tablo 3.2. Ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis otofaji ile iligkili genler.

Gen Sembolii Acilimi

AMBRA1 Otofaji ve Beclin 1 regiilatorii 1

ATG3 Ofaji iligkili 3

ATG4A Otofaji iliskili 4A sistein peptidaz

ATG4B Otofaji iliskili 4B sistein peptidaz

ATG4C Otofaji iliskili 4C sistein peptidaz

ATG4D Otofaji iliskili 4D sistein peptidaz

ATGS Otofaji iliskili 5

ATG7 Otofaji iliskili 7

ATGY9A Otofaji iligkili 9A

ATGY9B Otofaji iligkili 9B

ATGI10 Otofaji iliskili 10

ATGI12 Otofaji iliskili 12

ATGI16L1 Otofaji iliskili 16 benzeri 1

ATGI16L2 Otofaji iliskili 16 benzeri 2

BECN1 Beclin 1

DRAM1 DNA hasarim diizenleyen otofaj modiilatorii 1
GABARAP GABA A tipi reseptor iliskili protein
GABARAPLI1 GABA A tipi reseptor iligkili protein benzeri 1
GABARAPL2 GABA A tipi reseptor iligkili protein benzeri 2
HDAC®6 Histon deasetilaz 6

IRGM Immiinite iliskili GTPase M

LAMP1 Lizozomal iligkili membran proteini 1
MAPILC3A Mikrotiibiil iliskili protein 1 hafif zincir 3 alfa
MAPILC3B Mikrotiibiil iliskili protein 1 hafif zincir 3 beta
NPC1 NPC hiicre i¢i kolestrol tasiyict 1

RAB24 Ras onkogen ailesi tiyesi

RGS19 G protein sinyal diizenleyicisi 19

ULK1 unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz 1
WIP1 WD tekrar domaini, fosfoinositid etkilesim 1
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Yukaridaki genlere ek olarak HIF1A-AS2’nin etkilesim i¢inde oldugu bilinen
insiilin benzeri biiyiime faktérii 2 mRNA baglayici protein 2 (IGF2BP2) ve DExH-
kutu helikaz 9 (DHX9)’u kodlayan genler ile yiiksek mobilite grubu A1 (HMGA1)
geni ekspresyonlart da qPZR analizi ile degerlendirilmistir. Referans gen olarak

olarak kullanilan Beta-aktin (ACTB) genine ve hedef genlere ait primer dizileri ile

amplikon uzunluklar1 (bg) Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. Primer dizileri ve amplikon uzunluklari (bg).

Gen Forward primer Reverse primer Amplikon
(5'->3") (5'->3") (bg)
ABCBI1 GCTATAATGCGACAGGAGATAGG GCTTCCAACCACGTGTAAATC 181
ABCC1 GAAACCATCCACGACCCTAATC CGACGTGTCCTCCTTGTTTAAG 153
ABCC2 CCGGAAGAAAGAGCTCAAGAA TGCTATCCACCAGGACATAAAC 128
ABCC3 CGCTTCACCACCTTCTACAT GGGTTAGGGTCGACATTCTTT 110
ABCC5 GCCAGTCCTCACATCAAGATAG GCTGCCTCACCTTCTCTTT 148
ABCG2 TCGTACTGGGACTGGTTATAGG GTTGGTCGTCAGGAAGAAGAG 101
APC AGCCGACCTAGCCCATAAA CTTCCAGAGTTCAACTGCTCATC 117
ARNT GGATGAGAACCAGCTCCTTTAC GGATTGTGTTGGAGAGTGTAGG 126
ATM AGAGCTGGAGTTGGATGAATTAG TCAAGCCAGAGGGAACAAAG 150
BAX GGAGCTGCAGAGGATGATTG GGCCTTGAGCACCAGTTT 151
BCL2 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC GAGACAGCCAGGAGAAATCAA 125
BLMH GTGGTTTGGCTGTGATGTTG GTCAGCCTCTCCGCTTTATT 126
BRCA1 GCTGCTGCTCATACTACTGATAC GACACCACCATGGACATTCTT 122
BRCA2 GCACTCCAGATGGCACAATAA GCGAAAGGGTACACAGGTAATC 83
CLPTMI1L AGATCGAGGCGGAGAAGAA AGGACCCGTCAAAGACAAAG 111
CYP1A1 CCAGCTGACTTCATCCCTATTC GTAGTGCTCCTTGACCATCTTC 114
CYP1A2 GGCACTTCGACCCTTACAA CTGAGCATCTCATCGCTACTC 103
CYP2B6 GAGAGAGTCTACAGGGAGATTGA GATGACTGCCTCTGTGTATGG 96
CYP2C8 ATCCTCGGGACTTTATCGATTG GAGTGGTGCTTGTTGTCTCT 141
CYP2E1 CTGAGATATGGGCTCCTGATTC GTAGGGCATCTCTTGCCTATC 126
CYP3A4 TTTGTCCTACCATAAGGGCTTT CACAGGCTGTTGACCATCATA 94
DHFR GTTGGTTCGCTAAACTGCATC GGGTGATTCATGGCTTCCTTA 383
EPHX1 AGATGAGGAGATCCACGACTTA GTAGTTGGAGTTGAAGCCATAGT 100
ERCC3 CGGGTGCTTCGAGCTAAA TGCCGCTTGGTTGAGTAA 107
FOS GGACCTATCTGGGTCCTTCTAT AAGACGAAGGAAGACGTGTAAG 153
GSK3A CTCCAGGACAAGAGGTTCAAG CACTGTCTCGGGCACATATT 156
GSTP1 TTGGGCTCTATGGGAAGGA CGCCTCATAGTTGGTGTAGATG 113
HIF1A CAGATCTCGGCGAAGTAAAGAA GATGGTAAGCCTCATCACAGAG 115
MSH2 CGTCGATTCCCAGATCTTAACC ACCCTGATAGAGTCGGTAACA 87
MVP GACCGGATGGCAAGAATCA TCCGACAGCACATACACATC 118
MYC CACCGAGGAGAATGTCAAGAG CTTGGACGGACAGGATGTATG 139
RB1 CCCTACCTTGTCACCAATACC TGTTGGCAGACCTTCTGAAA 136
SOD1 GTGTGGCCGATGTGTCTATT CTTCCAGCGTTTCCTGTCTT 148
SULTI1E1 GCAAAGGATGTGGCTGTTTC GAACCTGTCCTTGCATGAATTT 109
TOP1 CAGAGAACATCCAAGGTTCCA GCCGAGCAGTCTCGTATTT 96
TOP2A TCAGATGCTAGTCCACCTAAGA GTGGTACACTGCCCTTAACA 118
TOP2B GCTAATGATGCTGGTGGTAAAC TCTCGTCCAATCACACCTAATC 107
TP53 GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG TTTATGGCGGGAGGTAGACT 129
TPMT TCACCGAAATTCCTGGAACC GGCAACTAATGCTCCTCTATCC 137
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Tablo 3.3. Primer dizileri ve amplikon uzunluklari (bg) (devami).

Gen Forward primer Reverse primer Amplikon
(5'->3") (5'->3") (bg)
UGCG GGTTTGCAATGTCCACTCAAG TTGGTCCACCTGATCATTCTG 88
XPA CAAAGGAAGTCCGACAGGAAA TTCCACACGCTGCTTCTTAC 100
XPC TGGCAGACAGAGGAGTATCA CAGCTGGACACAGCCAATA 117
AMBRAL1 CTGAGTCAGATGGAGGGAATG CCGGTCATACTCCAGAAAGAAG 101
ATG3 CAGCACTATGTGAAGAGGAAGA CTAGGGTAGCCTCATCTGTTTC 102
ATG4A GCTCAAGCCCTTATCTGTAGAC ACTGTAGGATGCGTTGGTATTC 91
ATG4B CATTCACCAGATAGCGCAAATG AGACAGCAAGCTTCTTCAGG 101
ATG4C GCAGAGTCGGGATGTACAATAG CCCTGTAGGTCAGCCATATTC 97
ATG4D GGACGAAGTGGACAAGTTCAA GGATGCTGGAGATCTTGCTAAA 107
ATGS AGCAACTCTGGATGGGATTG AGGTCTTTCAGTCGTTGTCTG 140
ATG7 GGATGGTGAACCTCAGTGAAT AGTAGGAACCAATCTCCAACAC 98
ATGY9A GATCCACCGGCTTATCAAGTT CAATACGGAAGGGCAGACATAG 105
ATGY9B GGAGGATCTCCATCTTCTCTCT AGGTGTCATTGCAGGTTGAG 185
ATG10 GAGCTACCCTTGGATGATTGT GCACTTGGTAGCTACAGGAATA 100
ATGI12 TGTGTTGCAGCTTCCTACTT GTGTCTCCCACAGCCTTTAG 174
ATGI16L1 CGCAGCAAAGTCTGCATAAAG CTCTGATCGAATGTCCCAGAAA 126
ATGI16L2 GGACCATCAATGTCCTTTCCT GAACCGGATCTTCTGGTCATT 89
BECNI1 GCAGCTGGATAAGCTGAAGA CGACCCAGCCTGAAGTTATT 99
DRAMI1 GGTCATCTCTGCCGTTTCTT TTCCACTCCAGCTTGGTTATG 84
GABARAP GGTGCCGGTGATAGTAGAAA GTAGAACTGACCAACTGTGAGA 100
GABARAPL1 GTGATTGTAGAGAAGGCTCCAA AGTAGAACTGGCCAACAGTAAG 94
GABARAPL2 AGGCGATCTTCCTGTTTGT CCGCTGTAGGCCACATATAA 112
HDAC6 GAGAAGGACCCTCCAGTTCTA ATGATGCCGAGGTGACTTTC 135
IRGM AATGGGATGTCCACCTTCATC GGAGGCACATCTTTGGGTAG 102
LAMP1 TGTGGACAAGTACAACGTGAG CGTGTTGTCCTTCCTCTCATAG 97
MAPILC3A GCGCTACAAGGGTGAGAAG CCGGATGATCTTGACCAACTC 97
MAPILC3B GCAGCTTCCTGTTCTGGATAA GAGCTGTAAGCGCCTTCTAAT 94
NPC1 GCAGTGCCTACCGAGTATTT GACACACCGAGGTTGAAGATAG 97
RAB24 GAGGGCTGCCAAATCTACTTAT ACGTAATCCTCTGCCACTTTC 188
RGS19 GGAGAACATGCTCTTCTGGTT GATGGATACGTAGTCCTCGTAGA 106
ULK1 GAGAAGCACGATTTGGAGGT GTACAGGGCCACGATGTTT 129
WIP1 CTGCTGGTTTGCCTAGAAGA GGATAGGCCAGGTAAGAATTGG 143
IGF2BP2 ACTACCCACTCCGGATACTT CTGGGTTGGGATGAAGAGATT 114
DHX9 GGACGAATCCTGGCTAAACTC GCAGCAGCAATGGTACAGATA 104
HMGA1 CGAAGTGCCAACACCTAAGA CCTGGAGTTGTGGTGGTTT 93
HIF1A-AS2 GATCTGTGGCTCAGTTCCTTT CACTATGAATCCCTGCACCTAC 129
ACTB AGCACGGCATCGTCACCAACT TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT 179

qPZR analizi, ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilen BrightGreen boyasini i¢eren
gPZR mastermiks (BrightGreen 2X qPZR MasterMix — ROX, ABM, MasterMix-R)
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Bu amagla 5 pl BrightGreen 2X qPZR MasterMiks,
5 pMol ileri primer, 5 pMol geri primer, 2 ul cDNA iceren ve niikleaz icermeyen su
ile hacmi 10 pl’ye tamamlanmis reaksiyon karigimlari olusturulmustur. Reaksiyon;
enzim aktivasyonu (95°C’de 10 dakika), denatiirasyon (95°C’de 15 saniye) ve

baglanma/uzama (60°C’de 60 saniye) basamaklarindan olusan PZR protokolii
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uygulanarak 40 dongii olacak sekilde Gergek zamanli PZR Sistemi (Bio-Rad, CFX
Connect)’nde gergeklestirilmistir. Ayrica melting curve (erime egrisi) analizi i¢in
reaksiyon sonunda Ornekler 95°C’de 10 saniye inkiibe edilmis, ardindan sicaklik
65°C’ye diisliriilmiistiir. Sonrasinda, 5 saniyede bir gerceklestirilen 0,5°C’lik artiglar
ile sicaklik 95°C’ye kademeli olarak yiikseltilerek erime egrisi grafikleri elde
edilmistir (Sekil 3.3). Analiz i¢in her bir reaksiyona ait esik dongii degerleri (Ct)

kaydedilmis ve ACTB referans geni ile normalizasyon gerceklestirilmistir.

Melt Peak

-d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Sekil 3.3. Ornek erime egrisi grafigi.

3.8. Western Blot Analizi

mRNA diizeyinde degisiklik gosteren ABCC1, HIF1A, BECNI1 genlerinin
protein  diizeyindeki ekspresyon seviyeleri ~western blot yontemi ile

degerlendirilmistir.
3.8.1. Protein izolasyonu

Western blot analizi i¢in dncelikle 6-kuyucuklu plakalara ekilerek siRNA ile
transfeksiyon islemi gergeklestirilmis, normoksik ve hipoksik ortamda 10 uM
doksorubisin ile muamele edilmis hiicrelerden protein izolasyonu gergeklestirilmistr.
Bu amagla 1 ml’sinde 10 pl proteaz inhibitor kokteyli (Halt™ Protease Inhibitor
Cocktail (100X), Thermo Scientific, 78410) bulunan ve 10X RIPA soliisyonundan
(RIPA Buffer (10X), Cell signaling, 9806) seyreltilerek olusturulmus 1X RIPA
solisyonu kullanilmistir. Kuyucuklar soguk DPBS ile yikanmis ve her bir kuyucuga
400 pl 1X RIPA soliisyonu eklenmistir. Ardindan, 6-kuyucuklu plakalar buz
iizerinde 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda liziz olan hiicreler

ependorf tliplere aktarilmis ve 14000 g’de +4°C'de 10 dk santrifiij islemi
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gergeklestirilmistir. Santrifiij sonunda total proteinleri iceren siipernatant kisim ayri

ependorf tiiplere aktarilmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.8.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Total protein miktarlar1 Bradford yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu
amacla 2 mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich, P0834-
10X1ML)’den 0 pug/30 ul, 5 ug/30 ul, 10 pg/30 ul, 15 ug/30 ul ve 20 pg/30 ul
olacak sekilde BSA standartlar1 hazirlanmistir. Olgiimleri yapilacak protein
orneklerinden 30 pl alinmig ve her bir standart ile Orneklere 90 pl Bradford
soliisyonu (Sigma-Aldrich, B6916) eklenerek tiim 6rnekler oda sicakliginda 5 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 595 nm dalga boyunda okuma
gerceklestirilmistir. BSA standartlarinin Asos degerlerine gore olusturulan egri ile her

bir ornekteki total protein miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. BSA standart egrisi.

3.8.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jelin Hazirlanmasi

Proteinlerin yiiriitiilmesi i¢in 1 mm kalinliginda ve 10x10 cm biiyiikliigiinde
camlarin arasinda polimerize olan ayirma ve yigmlama jelleri hazirlanmustir. ilk
olarak 3,1 ml su, 2,4 ml bis-akrilamit ¢ozeltisi (%30’luk), 1,9 ml 4X ayirma jeli
¢ozeltisi, 112 pl amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi (%10’luk) ve 5 ul TEMED’den
olusan ayirma jeli hazirlanmis ve jel kuyu diplerinden yaklasik 1 cm asagiya denk
gelen yere kadar dokiilmiistiir. Ardindan, jelin {ist sinirin diizgiin olmasi i¢in hava
ile temas eden ylizeyine biitanol eklenmis ve jel donmaya birakilmistir. Ayirma jeli
donduktan sonra biitanol uzaklastirilmis ve {izerine 1 ml su, 300 pl bis-akrilamit
cozeltisi (%30’luk), 444 pl 4X yiginlama jeli ¢ozeltisi, 50 pul APS c¢ozeltisi
(%10’luk) ve 5 ul TEMED’den olusan yiginlama jeli dokiilmiistiir. Yiginlama jeli
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dokiildiikten hemen sonra taraklar hi¢ hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iki cam

arasina yerlestirilmistir.

3.8.4. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel

Elektroforezi

Bradford yontemi ile konsantrasyonlari belirlenmis olan protein 6rnekleri jele
yiiklenmeden 6nce yiikleme tamponu ile muamele edilmistir. Yiikleme tamponu 7
ml 4X Tris-HCL, 3,6 ml gliserol, 1 gr SDS, 2 mg brom fenol mavisi, 400 pl -
mercapto-etanol kullanilarak toplam hacim su ile 10 ml olacak sekilde
hazirlanmigtir. Protein 6rnekleri 5:1 oraninda yiikleme tamponu ile karistirilmis ve
100°C°de 5 dk kaynatilmistir. Tiim ornekler kuyulara 30 pug protein yiiklenecek

sekilde esit hacimde hazirlanmuistir.

Elektroforez islemi i¢in 6,005 gr Tris, 28,82 gr glisin, 20 ml %10’luk SDS
¢Ozeltisinin su ile 200 ml’ye tamamlanmasi ile olusan 10X elektroforez ¢ozelitisi
hazirlanmisg ve bundan 1X yiiriitme ¢ozeltisi yapilmistir. Tarak dikkatli bir sekilde
cikartildiktan sonra kuyular enjektdr yardimiyla 1X yiiriitme ¢ozeltisi kullanilarak
temizlenmistir. Ardindan 6rnekler ile protein marker1 (Opti-Protein Marker, ABM,
G252) kuyulara yiikklenmistir. Elektroforez tanki 1X yliiriitme c¢ozeltisi ile
doldurulmus ve yiginlama jelinde 50 V, ayirma jelinde 100 V olacak sekilde

bromfenol mavisi jelin alt sinirina gelene kadar yiiriitme islemi gergeklestirilmistir.
3.8.5. Proteinlerin Membrana Transferi ve Bloklama

Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jelin yiginlama kismi kesilerek
uzaklastirilmis ve ayirma jeli biiyiikliigiinde PVDF membran (Porablot PVDF, MN,
741260) hazirlanmistir. Bu esnada jel; 3,03 gr Tris, 14,41 gr glisin, 10 ml SDS
cozeltisi (%10), 150 ml metanol kullanilarak toplam hacim su ile 250 ml olacak
sekilde hazirlanmis transfer soliisyonu ile 30 dk boyunca calkalayicida (Biosan)
muamele edilmistir. PVDF membran ise 15 sn siireyle metanol ile islatilmis,
ardindan transfer soliisyonu igerisinde 15 dk bekletilmistir. Ardindan Trans-Blot®
Turbo™ Transfer sistemi (BioRad) kullanilarak proteinlerin PVDF membrana
transferi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in membran ve jel ile ayni biiyiikliikte kesilmis
filtre kagitlar1 transfer soliisyonu ile 1slatilarak transfer kasetinin en altina

yerlestirilmis, lizerlerine 6nce membran ardindan jel hava kabarcigr kalmayacak
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sekilde konulmustur. En iiste tekrar islak filtre kagitlar1 yerlestirildikten sonra

transfer kaseti kapatilmis ve 1,3 Amper 25 V’da 7 dk’da transfer yapilmistir.

Transfer isleminin ardindan bloklama gerceklestirilmistir. Bloklamada %5 siit tozu
iceren TBST kullanilmistir. TBST ¢ozeltisi 2,42 gr Tris, 9 gr NaCl, 1 ml Tween 20
kullanilarak toplan hacmin su ile 1 1t’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Mebranin
bloklama c¢ozeltisinde 1 saat boyunca inkiibe edilmesiyle bloklama islemi

gerceklestirilmistir.
3.8.6. Primer-Sekonder Antikor Isaretlemeleri ve Goriintiileme

Bloklama isleminin ardindan membran; TBST igerisinde 1:500 oraninda
seyreltilerek hazirlanmis anti-HIF-1a (StJohn’s Laboratory, STJ93498), anti-MRP1
(StJohn’s Laboratory, STJ113716), anti-Beclin-1 (StJohn’s Laboratory, STJ29492)
veya anti-ACTB (Bioss Antibodies, BS-0061R) primer antikorlari ile +4°C’de gece
boyunca ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Iinkiibasyonun ardindan membran 3 kez, 10
dk boyunca, ¢alkalayicida TBST ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan TBST
icerisinde 1:10000 oraninda seyreltilerek hazirlanmis sekonder antikor (Jackson
Immuno Research, 211-035-109) ile oda sicakliinda 2 saat inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Ardindan membran TBST ile 3 kez 10 dk siireyle tekrar
yikanmistir.  Yikama igleminin ardindan membran, reaktifleri 1:1 oraninda
karigtirllan  kemiliiminesans soliisyonu (Bio-Rad, 1705061) ile 5 dk siiresince
muamele edilmistir. Siirenin sonunda membran goriintiileme sistemine (Azure
Biosystems, Bioanalytical Imaging System c¢ 280) yerlestirilmis ve elde edilen

gorintiiler kaydedilmistir.
3.9. Istatistiksel analiz

Gen ekspresyon sonuglarinin kantitatif analizi 2°*“Y metodu ile web tabanh
“RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programi kullanilarak yapilmistir. Diger
analizlerde gruplar arasindaki karsilastirma SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago)
programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile gergeklestirilmistir.

Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. H69 ve H69AR Hiicrelerinin Karsilastirilmasi

H69 ve H69AR hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat siiresince doksorubisin
uygulamasinin hiicre canliligi iizerine etkisi XTT analizi ile degerlendirilmistir
(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Doksorubisinin 48 saat i¢in ICsy degeri H69 hiicrelerinde
2,74 uM, H69AR hiicrelerinde 50,72 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. Doksorubisin uygulamasinin H69 hiicrelerinin canlilig1 {izerine etkisi.
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Sekil 4.2. Doksorubisin uygulamasinin H69AR hiicrelerinin canlilig1 {izerine etkisi.
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H69 ve H69AR hiicreleri ABCC1 ve HIF1A-AS2 genlerinin mRNA
diizeyindeki ekspresyon seviyeleri bakimindan karsilagtirilmistir. Bu amagla
gerceklestirilen qPZR analizi sonuglarina gére H69AR hiicrelerinde ABCCI1 ve
HIF1A-AS2 ifadesi H69 hiicrelerine gore sirasiyla 55,33 ve 3,92 kat daha fazladir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. H69 ve H69AR hiicrelerinde ABCC1 ve HIF1A-AS2 mRNA seviyeleri, *p<0,05.

4.2. Hipoksik Ortamin Dogrulanmasi

H69 ve H69AR hiicrelerinde hipoksik ortamin olusturulmasi i¢in uygun
CoCl; konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik olarak hiicreler 24 saat siiresince

50, 100, 150 ve 200 uM CoCl; ile muamele edilmistir.

XTT analizi sonuglarina gére H69 hiicrelerinde 24 saat siiresince 50, 100,
150 ve 200 uM konsantrasyonlarinda CoCl, uygulamasi sonrasinda hiicre canliliklari
sirastyla %94,86, %92,74, %71,41 ve %54,58 olarak belirlenmistir. H69AR
hiicrelerinde ise bu oranlar sirasiyla %95,19, %95,19, %70,96 ve %56,63 olarak
bulunmustur. Her iki hiicre hattinda da 50 ve 100 uM CoCl, uygulamasi kontrol
grubuna kiyasla hiicre canlilifinda anlamli bir degisiklige sebep olmazken, 150 ve
200 uM CoCl, uygulamalarinin hiicreler {iizerinde sitotoksik etkisi oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 24 saat siiresince 50, 100, 150 ve 200 uM CoCl, uygulamasinin H69 ve H69AR hiicre
canliliklart lizerine etkisi, *p<0,05.

XTT analizi sonuglar1 goz oniine alindiginda her iki hiicre hatt1 i¢in de toksik
olmayan CoCl, dozunun hipoksik ortam olusturmak i¢in kullanilmasma karar
verilmigtir. Bu nedenle hiicreler 24 saat siiresince 100 uM CoCl, ile muamele
edilmis ve hipoksik ortamin dogrulanmasi amaciyla hipoksinin &nemli
belirteglerinden biri olan HIF1A’nin her iki hiicre hattinda da mRNA diizeyindeki
ifadesi qPZR analizi ile degerlendirilmistir. Ayrica HIF1A-AS2’nin hipoksi ile
indiiklendigi de aym analiz ile dogrulanmistir. qPZR analizi sonuglarma gore, 24
saat siiresince 100 uM CoCl, uygulamasi sonrasinda H69 hiicrelerinde HIF1A ve
HIF1A-AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 2,71 ve 2,06 kat
daha fazla bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. 24 saat siiresince 100 pM CoCl, uygulamasimin H69 hiicrelerinde HIF1A ve HIF1A-AS2
mRNA seviyeleri iizerine etkisi, *p<0,05.
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Benzer sekilde, 100 uM CoCl, uygulamasi sonrasinda H69AR hiicrelerinde
HIF1A ve HIF1A-AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 2,69 ve
2,33 kat olacak sekilde anlamli derecede artmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. 24 saat siiresince 100 pM CoCl, uygulamasinin H69AR hiicrelerinde HIF1 A ve HIF1A-
AS2 mRNA seviyeleri iizerine etkisi, *p<0,05.

4.3. siRNA Etkinliklerinin qPZR Analizi ile Belirlenmesi

H69 ve H69AR hiicreleri HIF1A-AS2’in susturulmasina yonelik olarak 25
nM konsantrasyonlarinda HIF1A-AS2’yi hedef alan iki siRNA (HIF1A-AS2-
siRNA-1, HIF1A-AS2-siRNA-2) ve negatif kontrol olarak herhangi bir gen ile
eslesme yapmayan Kontrol-siRNA ile 24 saat silirecince muamele edilmistir.
siRNA’larmn etkinlikleri qPZR analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore; H69 hiicrelerinde, Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda HIF1A-AS2
ifadesi HIF1 A-AS2-siRNA-1 uygulamasi sonrasinda 3,59 kat, HIF1A-AS2-siRNA-2
uygulamasi sonrasinda ise 2,63 kat istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir
(Sekil 4.7). Buna gore, Kontrol-siRNA uygulanan grup ile karsilagtirildiginda
HIF1A-AS2 ifadesi HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulamasi ile %73,4 oraninda, HIF1A-
AS2-siRNA-2 uygulamasi ile %66,7 oraninda susturulmustur. siRNA uygulamasi
yapilmayan kontrol grubuna gore karsilastirma yapildiginda da HIF1A-AS2-siRNA-
1 ve HIF1A-AS2-siRNA-2 uygulamalarmin HIF1A-AS2 ifadesini anlamli derecede
azalttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte Kontrol-siRNA uygulanmig grup ile kontrol
grubu arasinda HIF1A-AS2 ifadesi yoOniinden anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir.

47



—
a u
Lol oF IR Y

Belatif HIF1 A-AS2 sevivesi
= e e B
(=T T - ]

Sekil 4.7. H69 hiicrelerinde siRNA uygulamalarinin HIF1 A-AS2 seviyesi tizerine etkisi, *p<0,05.

H69AR hiicrelerinde ise HIF1A-AS2 ifadesi Kontrol-siRNA grubu ile
karsilagtirildiginda HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulamasi sonrasinda 8,25 kat, HIF1A-
AS2-siRNA-2 uygulamasi sonrasinda ise 6,68 kat istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalmistir (Sekil 4.8). Kontrol-siRNA uygulanan grup ile karsilagtirildiginda HIF1 A-
AS2 ifadesi HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulamasi ile %87,7 oraninda, HIF1A-AS2-
siRNA-2 uygulamasi ile %84,9 oraninda susturulmustur. siRNA uygulamasi
yapilmayan kontrol grubuna gore karsilastirildiginda da HIF1A-AS2-siRNA-1 ve
HIF1A-AS2-siRNA-2 uygulamalar1 ile HIF1A-AS2 ifadesi anlamli derecede
azalmistir. Kontrol grubuna gore karsilagtirma yapildiginda Kontrol-siRNA
uygulanmis grupta goriilen HIF1A-AS2 ifadesindeki azalma ise istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.8. H69AR hiicrelerinde siRNA uygulamalarmin HIF1A-AS2 seviyesi tizerine etkisi, *p<0,05.
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4.4. HIF1A-AS2’nin Susturulmasmin Hiicre Canlihig Uzerine Etkisi

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1 A-AS2’nin susturulmasinin hiicre canlilig
tizerine etkisi XTT analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore; 24, 48
ve 72 saat siiresince HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulamasi sonucunda H69 hiicrelerinin
canlilik oranlar1 sirasiyla %94,81, %78,42 ve %65,74 olarak bulunmustur. HIF1A-
AS2-siRNA-2 uygulamas1 sonrasinda ise bu oranlar sirasiyla %95,14, %81,86 ve
%61,93  olarak  belirlenmistir. ~ Kontrol-siRNA  uygulanmis  grup ile
karsilagtirildiginda hiicre canliliginin 48 ve 72 saat siiresince HIF1A-AS2-siRNA
uygulamalar ile anlamli sekilde azaldigi, 24 saat sonunda ise hiicre canlilifinda
anlaml bir farkliligin olmadigi tespit edilmistir. (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. HIF1 A-AS2’nin susturulmasinin H69 hiicre canlilig1 tizerine etkisi,* p<0,05.

H69AR hiicrelerinde ise 24, 48 ve 72 saat siiresince HIF1A-AS2-siRNA-1
uygulamasi sonrasinda hiicrelerinin canlilik oranlarn sirasiyla %97,19, %80,56 ve
%65,14’diir. HIF1A-AS2-siRNA-2 uygulandiginda ise bu oranlar sirasiyla %96,24,
%71,5 ve %58,38 olarak belirlenmistir. H69AR hiicrelerinde de, Kontrol-siRNA
uygulanmig grup ile karsilastirildiginda 48 ve 72 saat siiresince HIF1A-AS2-
siRNA’lar1 varliginda hiicre canliliginin anlamli sekilde azaldigi belirlenmis, 24
saatlik uygulamanin ise hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige yol a¢gmadig

gorilmistiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. HIF1A-AS2’nin susturulmasinin H69AR hiicre canlilig: iizerine etkisi, *p<0,05.

Her iki hiicre hattinda da HIF1A-AS2’yi hedef alan siRNA’lar ile HIF1A-
AS2’nin susturulmasi, Kontrol-siRNA uygulanan grup ile karsilastirildiginda 24 saat
icin hiicre canliliklarinda anlamli bir degisiklige yol agmamistir. Ayrica her iki
siRNA’nin hiicre canliliklar1 tiizerine etkileri arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Bu durumda, diger analizlerde her iki hiicre hattinda da HIF1A-
AS2’yi yiiksek oranda susturan siRNA’nin (HIF1A-AS2-siRNA-1) kullanilmasina
karar verilmis ve H69 ile H69AR hiicrelerine 24 saat siiresince Kontrol-siRNA ve
HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulanmistir. Sonrasinda ise hiicreler doksorubisin
varliginda normoksik ve hipoksik ortamda ¢ogaltilmis ve analizler Kontrol-siRNA,
HIF1A-AS2-siRNA, Kontrol-siRNA+CoCl, ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, olmak

iizere dort deney grubunda gergeklestirilmistir.

4.5. HIF1A-AS2’nin Susturulmasinin Normoksik ve Hipoksik Ortamda flac
Cevabi Uzerine Etkisi

HIF1A-AS2’nin  susturulmasinin  normoksik ve hipoksik ortamda
doksorubisine verilen cevap lizerine etkisi XTT analizi ile degerlendirilmistir. Bu
amagla Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulanan hiicreler normoksik ve
hipoksik ortamda 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda doksorubisin ile
muamele edilmistir. Bu uygulamanin H69 hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Doksorubisinin H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hiicre canliligi {izerine

etkisi

XTT analizinin ardindan % hiicre canlilig1 verileri kullanilarak her deney

grubunda doksorubisinin 48 saat i¢in ICsy degerleri hesaplanmistir. Buna gore H69

hiicreleri

ile

olusturulan

Kontrol-siRNA, HIF1A-AS2-siRNA, Kontrol-

siRNA+CoCl, ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, deney gruplarinda doksorubisinin ICs

degerleri sirasiyla 3,02 uM, 1,39 uM, 5,71 uM ve 1,81 uM olarak belirlenmistir

(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda doksorubisinin 48 saat i¢in ICs, degerleri,

* p<0,05.
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Yapilan istatistiksel analize gore Kontrol-siRNA, HIF1A-AS2-siRNA ve
Kontrol-siRNA+CoCl, deney gruplarinin ICsy degerleri birbirlerine gbére anlamli
derecede farklidir. Bununla birlikte HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, deney grubu ile
Kontrol-siRNA grubu arasinda ICsy degerleri bakimindan anlamli bir farklilik
yoktur. Kontrol-siRNA+CoCl, grubunun ICsy degeri ile HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
grubunun ICsy degeri arasindaki farklilik ise istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil

4.12).

Ayni sekilde, Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulanan, hipoksik ve
normoksik ortamda c¢ogaltilan H69AR hiicrelerinde 48 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda doksorubisin uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi Sekil

4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Doksorubisinin H69AR hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hiicre canlilig1 {izerine
etkisi.

H69AR hiicreleri ile olusturulan Kontrol-siRNA, HIF1A-AS2-siRNA,
Kontrol-siRNA+CoCl, ve  HIFIA-AS2-siRNA+CoCl, deney gruplarinda
doksorubisinin ICsy degerleri ise sirasiyla 53,60 uM, 22,60 uM, 62,70 uM ve 29,89
uM olarak belirlenmistir. Kontrol-siRNA deney grubu ile HIF1A-AS2-siRNA deney
grubu ve Kontrol-siRNA+CoCl, deney grubu ile HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, deney
grubu arasinda ICsy degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir. Kontrol-siRNA+CoCl, grubunun ICs, degeri ile HIF1A-AS2-siRNA
grubunun ICsy degeri arasindaki farklilik da istatistiksel olarak anlamlidir. Bununla

birlikte Kontrol-siRNA+CoCl, ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, deney gruplarimin
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Kontrol-siRNA grubu ile aralarinda ICsy degerleri bakimindan anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (Sekil 4.14).

IC s, degeri (M)

Sekil 4.14. H69AR hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda doksorubisinin 48 saat i¢in ICs
degerleri, * p<0,05.

HIF1A-AS2’nin susturulmasinin normoksik ve hipoksik ortamda ¢ogaltilan
hiicrelerde doksorubisine verilen cevap iizerine etkisi apoptoz analizi ile de
degerlendirilmistir. Bu amagla Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulanan
H69 ve H69AR hiicreleri normoksik ve hipoksik ortamda 24 saat siiresince 10 uM
doksorubisin ile muamele edilmistir. Ardindan FITC annexin V yontemi ile
gerceklestirilen apoptoz analizi ile deney gruplarinda canli (annexin V-/7-AAD-),
erken apoptoz (annexin V+/7-AAD-), gec apoptoz (annexin V+/7-AAD+) ve nekroz
(annexin V-/7-AAD+) oranlar1 belirlenmistir. Akim sitometri ile gergeklestirilen
apoptoz analizi sonuglarina gore H69 hiicreleri ile olusturulan Kontrol-siRNA,
HIF1A-AS2-siRNA, Kontrol-siRNA+CoCl, ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, deney
gruplarinda 24 saat siiresince 10 pM doksorubisin uygulamast sonucunda ortalama
apoptoz oranlar1 sirasiyla %16,97, %25,93, %12,77 ve %20,53 olarak belirlenmistir.
Buna gore; HIF1A-AS2-siRNA uygulamasi ile doksorubisinin apoptotik etkisi
hipoksik ve normoksik ortamda kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml
sekilde artmistir. Ayrica hipoksik ortam doksorubisine bagli olarak gelisen apoptoz

oranlarinda istatistiksel olarak anlamli1 bir azalmaya neden olmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda 24 saat siiresinde 10 pM doksorubisin
uygulamasinin apoptoz lizerine etkisi a) akim sitometri sonuglar1 b) % apoptoz oranlari, * p<0,05.

H69AR hiicreleri ile olusturulan Kontrol-siRNA, HIF1A-AS2-siRNA,
Kontrol-siRNA+CoCl, ve HIFIA-AS2-siRNA+CoCl, deney gruplarina 24 saat
stiresince 10 uM doksorubisin uygulanmasi sonucunda ortalama apoptoz oranlari ise

strastyla %6,13, %17,13, %6,8 ve %14,6 olarak belirlenmistir. H69AR hiicrelerinde
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de HIF1A-AS2-siRNA uygulamasi hipoksik ve normoksik ortamda doksorubisinin
apoptotik etkisini kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
artirmigtir. Ancak, H69AR hiicrelerinde hipoksik ortam doksorubisinin apoptotik
etkisinde anlamli bir degisiklige yol agmamistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. H69AR hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda 24 saat siiresinde 10 uM doksorubisin
uygulamasinin apoptoz lizerine etkisi a) akim sitometri sonuglart b) % apoptoz oranlari, * p<0,05.
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4.6. HIF1A-AS2’nin Susturulmasinin Normoksik ve Hipoksik Ortamda Otofaji

Uzerine Etkisi

HIF1A-AS2’nin susturulmasinin normoksik ve hipoksik ortamda otofaji
tizerine etkisi 10 pM doksorubisin varliginda ve yoklugunda degerlendirilmistir.
Otofaji analizi sonuclarina goére HIF1A-AS2’nin susturulmasma bagl olarak
normoksik ve hipoksik ortamda c¢ogaltilan H69 hiicrelerinde 10 uM doksorubisin
varliginda ve yoklugunda otofaji istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir.
Ayrica hiicrelerin hipoksik ortamda bulunmasi otofajinin artmasina neden olmustur

(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda doksorubisin a) yoklugunda ve b)
varliginda otofaji miktarlari, * p<0,05.
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Benzer sekilde HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile normoksik ve hipoksik
ortamda c¢ogaltilan H69AR hiicrelerinde 10 uM doksorubisin varliginda ve
yoklugunda otofaji istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir. Ayrica
doksorubisin yoklugunda hipoksik ortam otofajinin artmasina neden olsa da
doksorubisin varliginda Kontrol-siRNA ve Kontrol-siRNA+CoCl, deney gruplari
arasinda otofaji miktarlart bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamuistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. H69AR hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda doksorubisin a) yoklugunda ve b)
varliginda otofaji miktarlari, * p<0,05.
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4.7. HIF1A-AS2’nin Susturulmasmin Normoksik ve Hipoksik Ortamda Ila¢

Direnci ve Otofaji ile Iliskili Genlerin Ekspresyon Seviyeleri Uzerine Etkisi

Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulamalarinin ardindan 10 pM
doksorubisin varliginda normoksik ve hipoksik ortamda ¢ogaltilan H69 ve H69AR
hiicrelerinde ila¢ direnci ve otofaji ile iliskili genlerin yam1 sira HIF1A-AS2 ile
etkilesimde oldugu bilenen genlerin mRNA seviyelerinde gozlenen degisimler Tablo
4.1. ve Tablo 4.2.°de gosterilmistir. Buna gore, H69 hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin
susturulmast ABCC1, ABCC5, ARNT, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP, TOP2A,
TOP2B, XPA, AMBRAI1, ATG4B, ATG4C, ATG4D, ATGS, ATG7, ATGYA,
ATG10, ATG12, BECN1, GABARAP, HDAC6, MAP1LC3A, MAP1LC3B, ULKI,
IGF2BP2, DHX9 ve HMGA1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde Kontrol-siRNA
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden olmustur. Hipoksik
ortam ise H69 hiicrelerinde Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda ABCCl,
ABCC5, ATM, FOS, GSTP1, HIF1IA, MVP, MYC, TOP2A, TOP2B, XPA,
AMBRAIL, ATG4A, ATG4B, ATG4D, ATG7, ATGY9A, ATGI12, ATGI6LI,
ATGI16L2, BECN1, GABARAP, GABARAPLI, HDAC6, LAMP1, ULK1, DHX9
ve HMGAT1 genlerinin ekspresyon seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde
artirmistir. HIF1 A-AS2’nin susturuldugu hipoksik ortamdaki hiicrelerde ise Kontrol-
siRNA grubu ile karsilastirildiginda ARNT, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP,
TOP2A, TOP2B, XPA, ATGY9A, ATGI10, ATG12, GABARAP, HDACS,
MAPILC3B, DHX9 ve HMGAI1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli azalig; BAX ve ATG4B genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise
istatistiksel olarak anlamli artig belirlenmistir. Ayrica Kontrol-siRNA grubu ile
karsilagtirildiginda; HIF1A-AS2 gen ekspresyonu, HIF1A-AS2-siRNA ve HIF1A-
AS2-siRNA+CoCl, gruplarinda sirasiyla 3,23 ve 2,58 kat azalirken Kontrol-
siRNA+CoCl, grubunda 2,28 kat artmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1.H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hedef gen ekspreyonlarindaki degisimler.

Gen HIF1A-AS2-siRNA Kontrol-siRNA+CoCl, HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi Kat degisimi
ABCBI1 1,0940,20; p=0,5048 1,0140,09; p=0,9921 -1,09+0,27; p=0,5787
ABCC1 -2,23+0,26; p=0,0063 1,82+0,05; p=0,0010 -1,20+0,06; p=0,1487
ABCC2 1,06+0,14; p=0,5250 -1,1940,21; p=0,1842 -1,13+0,38; p=0,5682
ABCC3 1,17+0,37; p=0,3678 1,55+0,47; p=0,1194 1,59+0,34; p=0,0563
ABCC5 -2,15+0,27; p=0,0034 1,46+0,04; p=0,0036 -1,04+0,03; p=0,5595
ABCG2 -1,21+0,25; p=0,1264 -1,18+0,34; p=0,3236 -1,20+0,35; p=0,2799
APC 1,02+0,22; p=0,8304 1,284+0,23; p=0,0991 1,23+0,18; p=0,1015
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Tablo 4.1. H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hedef gen ekspreyonlarindaki degisimler

(devamu).
Gen HIF1A-AS2-siRNA  Kontrol-siRNA+CoCl,  HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi Kat degisimi

ARNT -3,11+0,01; p=0,0011 1,06+0,01; p=0,5236 -1,48+0,13; p=0,0212
ATM -2,43+0,22; p=0,0002 1,31+0,03; p=0,0011 -1,64+0,04; p=0,0003
BAX 1,984+0,60; p=0,0912 1,10+0,39; p=0,5178 1,23+0,08; p=0,0150
BCL2 1,0440,04; p=0,1588 1,16+0,17; p=0,1019 1,08+0,09; p=0,1456
BLMH -1,16+0,16; p=0,1205 1,07+0,21; p=0,4990 1,06+0,03; p=0,2500
BRCALl 1,11%0,13; p=0,2371 1,1440,01; p=0,0791 1,23+0,13; p=0,0896
BRCA2 1,08+0,14; p=0,2590 1,13+0,13; p=0,0907 1,74+0,57; p=0,1154
CLPTMI1L 1,06+0,31; p=0,5806 1,03+0,19; p=0,6575 1,11£0,12; p=0,1135
CYP1A1 -1,05+0,21; p=0,6802 -1,00+0,24; p=0,9365 -1,03+0,08; p=0,5767
CYP1A2 -1,05+0,16; p=0,6942 -1,11+0,24; p=0,5088 -1,31+0,16; p=0,1000
CYP2B6 1,06+0,29; p=0,6129 -1,08+0,09; p=0,1902 -1,15+0,28; p=0,2981
CYP2C8 -1,17+0,22; p=0,1437 -1,09+0,46; p=0,7704 -1,32+0,27; p=0,0505
CYP2E1 1,03%0,26; p=0,7503 1,02+0,14; p=0,6999 -1,25+0,26; p=0,0944
CYP3A4 -1,07+0,3; p=0,1161 1,06+0,12; p=0,3371 1,19+0,22; p=0,1473
DHFR 1,1240,27; p=0,4113 1,46+0,43; p=0,1310 1,524+0,30; p=0,0502
EPHX1 1,06+0,15; p=0,5760 1,21%0,20; p=0,1433 1,08+0,27; p=0,5673
ERCC3 -1,14+0,23; p=0,2338 -1,09+0,08; p=0,0905 1,19+0,31; p=0,2401
FOS -1,80+0,12; p=0,0037 2,91+0,34; p=0,0085 -1,90+0,52; p=0,0266
GSK3A 1,1740,11; p=0,0967 1,17+0,20; p=0,1815 1,26+0,02; p=0,0109
GSTP1 -2,50+0,12; p=0,0000 1,58+0,05; p=0,0000 -2,28+0,11; p=0,0000
HIF1A -2,35+0,01; p=0,0000 2,48+0,09; p=0,0001 -2,19+0,13; p=0,0001
MSH2 1,184+0,17; p=0,1259 -1,06+0,06; p=0,3269 1,05+0,28; p=0,6752
MVP -4,84+0,10; p=0,0002 1,37+0,05; p=0,0065 -4,96+0,17; p=0,0002
MYC 1,0440,36; p=0,7052 1,41+0,03; p=0,0003 1,13+0,28; p=0,3460
RB1 1,05+0,21; p=0,6579 1,07+0,22; p=0,5725 1,224+0,38; p=0,2985
SOD1 1,06+0,21; p=0,4888 -1,03+0,10; p=0,5654 1,13+0,15; p=0,1381
SULTI1E1 1,18+0,23; p=0,1553 -1,02+0,13; p=0,7097 -1,47+0,44; p=0,0737
TOP1 -1,28+0,30; p=0,0985 1,06+0,15; p=0,3766 1,03+0,16; p=0,6314
TOP2A -1,44+0,21; p=0,0069 1,42+0,06; p=0,0003 -1,92+0,19; p=0,0003
TOP2B -1,41+0,12; p=0,0082 1,40+0,09; p=0,0044 -1,56+0,12; p=0,0032
TPS3 1,13+0,03; p=0,0864 1,19+0,16; p=0,1156 1,82+0,51; p=0,0808
TPMT 1,1940,31; p=0,2628 -1,06+0,18; p=0,5442 -1,34+0,32; p=0,0835
UGCG 1,1040,32; p=0,4674 1,0340,26; p=0,7381 -1,22+0,24; p=0,1060
XPA -1,91+0,06; p=0,0099 1,39+0,10; p=0,0336 -1,97+0,10; p=0,0092
XPC -1,06+0,02; p=0,5610 -1,21+0,11; p=0,1664 -1,10+0,14; p=0,4449
AMBRA1 -2,37+0,18; p=0,0008 1,19+0,05; p=0,0376 1,00+0,05; p=0,9898
ATG3 -1,04+0,07; p=0,3022 1,07+0,04; p=0,0519 -1,04+0,23; p=0,7952
ATG4A -1,05+0,11; p=0,3956 3,13+0,02; p=0,0000 -1,13+0,16; p=0,1159
ATG4B -2,23+0,15; p=0,0000 2,23+0,15; p=0,0008 1,51+0,07; p=0,0004
ATG4C -1,43+0,02; p=0,0014 1,06+0,01; p=0,1780 1,02+0,42; p=0,7852
ATG4D -2,15+0,01; p=0,0002 2,71+0,03; p=0,0000 1,11+0,23; p=0,3376
ATGS -5,41+0,14; p=0,0036 -1,15+0,05; p=0,3432 -1,48+1,16; p=0,5166
ATG7 -2,42+0,1; p=0,0081 1,43+0,01; p=0,0274 1,07+0,07; p=0,6923
ATGYA -1,74+0,33; p=0,0085 1,90+0,29; p=0,0149 -1,43+0,30; p=0,0353
ATGY9B -1,12+0,1; p=0,1083 1,09+0,01; p=0,1697 1,62+0,59; p=0,1529
ATG10 -1,16+0,2; p=0,0244 1,01+0,25; p=0,8700 -1,26+0,12; p=0,0214
ATGI12 -1,28+0,23; p=0,0442 1,31+0,06; p=0,0006 -1,38+0,01; p=0,0000
ATGI16L1 -1,04+0,06; p=0,5950 5,56+0,26; p=0,0015 -1,07+0,10; p=0,4735
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Tablo 4.1. H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hedef gen ekspreyonlarindaki degisimler

(devamu).
Gen HIF1A-AS2-siRNA  Kontrol-siRNA+CoCl,  HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi Kat degisimi

ATGI16L2 -1,14+0,09; p=0,1096 1,72+0,05; p=0,0003 1,16+0,32; p=0,3362
BECNI1 -1,74+0,14; p=0,0387 2,63+0,13; p=0,0012 1,14+0,20; p=0,4894
DRAM1 -1,19+0,46; p=0,5531 -1,22+40,12; p=0,4105 -1,16+0,36; p=0,5552
GABARAP -1,43+0,05; p=0,0008 2,75+0,05; p=0,0000 -1,63+0,05; p=0,0002
GABARAPL1  1,01+0,10; p=0,8871 1,31+0,11; p=0,0257 1,30+0,47; p=0,2541
GABARAPL2  -1,06+0,26; p=0,6758 -1,04+0,01; p=0,6296 -1,02+0,50; p=0,9538
HDAC6 -3,07+0,05; p=0,0116 2,64+0,11; p=0,0011 -1,84+0,14; p=0,0410
IRGM 1,34+0,58; p=0,2962 -1,03+0,37; p=0,9344 -1,07+0,10; p=0,4735
LAMP1 -1,44+0,31; p=0,0526 2,04+0,09; p=0,0004 -1,13+0,01; p=0,1320
MAPILC3A -2,97+0,19; p=0,0019 1,35+0,23; p=0,0833 -1,11+0,33; p=0,5684
MAPILC3B -1,44+0,22; p=0,0108 1,18+0,22; p=0,1548 -1,86+0,36; p=0,0058
NPC1 1,02+0,15; p=0,6777 -1,19+0,57; p=0,5288 1,07+0,55; p=0,6456
RAB24 1,27+0,24; p=0,1905 1,16+0,17; p=0,3568 -1,02+0,04; p=0,7710
RGS19 -1,05+0,01; p=0,5835 -1,24+0,18; p=0,1353 -1,15+0,15; p=0,2606
ULK1 -3,17+0,20; p=0,0078 2,85+0,02; p=0,0002 1,70+0,42; p=0,0867
WIP1 -1,05+0,01; p=0,5546 -1,25+0,18; p=0,1186 -1,17+0,13; p=0,1966
IGF2BP2 -1,33+0,02; p=0,0028 1,01+0,10; p=0,8576 1,51+0,37; p=0,0814
DHX9 -7,39+0,10; p=0,0000 2,72+0,04; p=0,0000 -1,21+0,05; p=0,0005
HMGA1 -6,43+0,11; p=0,0000 1,26+0,03; p=0,0043 -1,19+0,01; p=0,0176
HIF1A-AS2 -3,23+0,02; p=0,0000 2,28+0,05; p=0,0000 -2,58+0,15; p=0,0002

H69AR hiicrelerinde ise HIF1 A-AS2’nin susturulmasi, Kontrol-siRNA grubu
ile karsilastirildiginda ABCC1, ABCCS5, ARNT, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP,
MYC, UGCG, XPA, AMBRAI, ATG3, ATG4A, ATGY9A, ATGY9B, ATGIO,
ATG12, BECNI1, HDAC6, LAMP1, MAPILC3A, MAPI1LC3B, RAB24, RGS19,
ULK1, DHX9 ve HMGAI1 gen ekspresyonlarini istatisksel olarak anlamli sekilde
azaltmistir. Hipoksik ortam Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda ATM, FOS,
GSK3A, GSTP1, HIF1A, MYC, TOP2A, TOP2B, TP53, UGCG, XPA, AMBRAI,
ATG3, ATG4C, ATG4D, ATGS, ATGY9A, ATGI12, BECNI, DRAMI,
GABARAPL1, GABARAPL2, LAMP1, MAPILC3B, RAB24, ULKI1, IGF2BP2
DHX9 ve HMGAL gen ekspresyonlari istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir.
HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, grubunda ise Kontrol-siRNA grubuna gére ABCCI,
ABCC2, ARNT, ATM, HIF1A, MVP, UGCG, ATG4D, ATG9A, ATG10, BECNI,
HDAC6, LAMP1, MAPILC3B, RAB24, ULK1, HMGA1 gen ekspresyonlarina
azalma; MYC, TP53 ve IGF2BP2 gen ekspresyonlarinda artig tespit edilmistir.
HIF1A-AS2 gen ekspresyonu ise Kontrol-siRNA grubuna gére HIF1A-AS2-siRNA
ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, gruplarinda sirasiyla 7,39 ve 5,26 kat azalirken,
Kontrol-siRNA+CoCl, grubunda 2,13 kat artmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2.
degisimler.

H69AR hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hedef gen ekspresyonlarindaki

Gen

HIF1A-AS2-siRNA
Kat degisimi

Kontrol-siRNA+CoCl,

Kat degisimi

Kat degisimi

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,

ABCBI1
ABCC1
ABCC2
ABCC3
ABCC5
ABCG2
APC
ARNT
ATM
BAX
BCL2
BLMH
BRCALl
BRCA2
CLPTMI1L
CYP1A1
CYP1A2
CYP2B6
CYP2C8
CYP2E1
CYP3A4
DHFR
EPHX1
ERCC3
FOS
GSK3A
GSTP1
HIF1A
MSH2
MVP
MYC
RB1
SOD1
SULTIE1
TOP1
TOP2A
TOP2B
TPS3
TPMT
UGCG
XPA
XPC
AMBRA1
ATG3
ATGA4A
ATG4B
ATG4C
ATG4D

-1,06+0,13; p=0,3073
-1,60+0,03; p=0,0406
1,10+0,01; p=0,3135
-1,14+0,05; p=0,0841
-1,48+0,07; p=0,0012
-1,15+0,15; p=0,0991
1,16+0,65; p=0,5167
-1,63+0,10; p=0,0035
-1,49+0,15; p=0,0030
-1,16+0,54; p=0,6490
1,47+0,58; p=0,1985
-1,2240,11; p=0,0918
1,77+£0,61; p=0,1272
1,1040,29; p=0,4469
-1,41+0,79; p=0,4590
-1,2740,26; p=0,0758
1,16+0,11; p=0,0600
1,2040,47; p=0,3580
1,15+0,13; p=0,0728
1,38+0,78; p=0,3270
-1,23+0,19; p=0,0528
1,134+0,11; p=0,0830
1,0340,46; p=0,7637
1,974+0,52; p=0,0816
-2,67+0,93; p=0,0360
1,214+0,37; p=0,2696
-1,24+0,06; p=0,0090
-2,45+0,15; p=0,0006
-1,00+0,12; p=0,9825
-1,91+0,39; p=0,0060
-1,23+0,02; p=0,0118
1,16+0,14; p=0,0722
1,02+0,01; p=0,8222
-1,11+0,14; p=0,3894
-1,01+0,07; p=0,7963
-1,13+£0,21; p=0,2146
1,05+0,20; p=0,5169
1,4940,22; p=0,1554
-1,03+0,16; p=0,7354
-1,18+0,13; p=0,0309
-1,77+0,09; p=0,0003
-1,08+0,11; p=0,6272
-1,09+0,03; p=0,0169
-1,72+0,02; p=0,0001
-1,11£0,05; p=0,0000
-1,04+0,01; p=0,3171
-1,10+0,05; p=0,4396
-1,02+0,24; p=0,9136

1,02+0,05; p=0,3554
1,1940,05; p=0,2562
-1,27+0,25; p=0,1379
-1,05+0,28; p=0,7518
-1,04+0,19; p=0,7351
-1,04+0,01; p=0,2856
1,17+0,25; p=0,2809
1,02+0,10; p=0,8012
1,38+0,07; p=0,0018
1,01+0,15; p=0,8077
1,26+0,30; p=0,1570
1,244+0,44; p=0,3195
-1,14+0,01; p=0,0668
-1,27+0,23; p=0,0596
-1,53+0,15; p=0,1311
1,17+0,35; p=0,3115
1,2940,22; p=0,0641
1,12+0,23; p=0,2963
1,08+0,13; p=0,3349
1,06+0,05; p=0,3285
1,13+0,17; p=0,1704
-1,08+0,40; p=0,7591
-1,04+0,18; p=0,7087
-1,45+0,79; p=0,3940
1,89+0,09; p=0,0023
2,17+0,1; p=0,0000
1,62+0,09; p=0,0009
2,23+0,20; p=0,0029
-1,07+0,25; p=0,5764
-1,14+0,25; p=0,2624
4,00+0,30; p=0,0034
-1,06+0,35; p=0,8109
-1,08+0,21; p=0,5177
1,07+0,25; p=0,6571
1,06+0,03; p=0,3091
2,31+0,01; p=0,0000
2,80+0,04; p=0,0000
2,53+0,23; p=0,0136
-1,17+£0,01; p=0,2185
1,93+0,11; p=0,0003
2,13+0,17; p=0,0017
-1,29+0,11; p=0,2949
2,08+0,13; p=0,0005
2,61+0,17; p=0,0009
1,06+0,15; p=0,3713
1,18+0,24; p=0,1866
2,15+0,05; p=0,0009
1,76+0,26; p=0,0134

-1,09+0,16; p=0,2708
-1,56+0,07; p=0,0467
-2,30+0,87; p=0,0482
1,194+0,21; p=0,1599
-1,28+0,49; p=0,2981
1,09+0,20; p=0,3605
1,29+0,20; p=0,0894
-1,43+0,16; p=0,0149
-1,27+0,15; p=0,0198
-1,60+0,55; p=0,0777
-1,06+0,59; p=0,9947
-1,05+0,16; p=0,6689
-1,24+0,63; p=0,5537
-1,17+0,16; p=0,0888
-1,08+0,21; p=0,6484
1,10+0,28; p=0,4107
-1,01+0,01; p=0,8183
1,21+0,20; p=0,0989
1,06+0,11; p=0,2527
1,54+0,34; p=0,0611
1,08+0,06; p=0,0712
-1,10+0,44; p=0,7144
1,23+0,60; p=0,3875
1,14+0,66; p=0,5917
1,05+0,02; p=0,7219
1,95+0,67; p=0,1192
1,11+0,10; p=0,1268
-2,39+0,07; p=0,0005
-1,15+0,35; p=0,4120
-1,39+0,03; p=0,0003
1,69+0,08; p=0,0006
-1,11+£0,41; p=0,6331
1,11+0,52; p=0,5676
1,34+0,44; p=0,2256
1,10+0,02; p=0,1111
1,01+0,24; p=0,8257
1,27+0,31; p=0,1506
1,68+0,05; p=0,0475
-1,00+0,05; p=0,9149
-1,15+0,07; p=0,0086
1,05+0,30; p=0,6709
-1,12+0,41; p=0,6605
1,18+0,62; p=0,4566
1,194+0,19; p=0,1194
1,04+0,10; p=0,3901
-1,04+0,36; p=0,9051
1,69+0,64; p=0,1680
-1,24+0,17; p=0,0251
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Tablo 4.2. H69AR hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hedef gen ekspreyonlarindaki
degisimler (devami).

Gen HIF1A-AS2-siRNA  Kontrol siRNA+CoCl, HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi Kat degisimi
ATGS -1,27+0,06; p=0,2842 4,71+0,34; p=0,0052 1,42+0,39; p=0,2405

ATG7 1,174+0,29; p=0,6618 1,1040,14; p=0,8664 1,3240,45; p=0,4194
ATGY9A -1,38+0,04; p=0,0202  2,28+0,05; p=0,0000 -1,740,04; p=0,0045
ATGIB -5,56+0,30; p=0,0043  1,59+0,31; p=0,0714 -1,150,15; p=0,3820
ATG10 -1,4540,25; p=0,0130  -1,08+0,30; p=0,7481 -1,47+0,06; p=0,0000
ATG12 -2,03+0,02; p=0,0000  2,87+0,39; p=0,0135 1,69+0,51; p=0,0993
ATGI16L1 -1,31+0,30; p=0,2874 -1,57+0,08; p=0,1076 -1,24+0,39; p=0,4159
ATGI16L2 1,30+0,27; p=0,2120 1,47+0,29; p=0,1012 1,14+0,28; p=0,5156
BECN1 -3,63+0,14; p=0,0004 1,59+0,07; p=0,0021 -1,96+0,28; p=0,0054
DRAM1 -1,71%0,72; p=0,1124 1,49+0,07; p=0,0010 1,21+0,33; p=0,2491
GABARAP -1,18+0,39; p=0,4477 1,02+0,58; p=0,8184 -1,16+0,45; p=0,5693
GABARAPL1  -1,75+0,77; p=0,1239  1,97+0,06; p=0,0001 1,07+0,60; p=0,6552
GABARAPL2  1,0140,10; p=0,8244  5,22+0,24; p=0,0010 -1,07+0,24; p=0,5728
HDAC6 -1,61£0,05; p=0,0002  1,09+0,45; p=0,5793 -3,34+0,60; p=0,0010
IRGM -1,27+0,24; p=0,0683  -1,03%0,15; p=0,7601 -1,01£0,29; p=0,9919
LAMP1 -1,35+0,10; p=0,0201  1,46+0,01; p=0,0018 -1,26=0,10; p=0,0397
MAPILC3A  -2,03+0,07; p=0,0126 1,17+0,06; p=0,8031 -1,20+0,04; p=0,4550
MAPILC3B -2,30+0,03; p=0,0000 1,21+0,06; p=0,0094 -2,41+0,01; p=0,0000
NPC1 -1,12+40,12; p=0,3079 -1,08+0,06; p=0,3866 -1,32+0,29; p=0,1229
RAB24 -1,26+0,05; p=0,0088 1,40+0,02; p=0,0007 -1,37+0,08; p=0,0045
RGS19 -1,56+0,01; p=0,0000  -1,00+0,25; p=0,9430 1,0140,29; p=0,8437
ULK1 2,3740,08; p=0,0131  1,48+0,05; p=0,0300 -1,60:£0,04; p=0,0482
WIP1 1,26+0,10; p=0,1170 -1,13+0,02; p=0,3424 -1,19+0,15; p=0,2424
IGF2BP2 -1,0540,31; p=0,8033  2,700,02; p=0,0000 1,31£0,05; p=0,0221
DHX9 -1,48+0,14; p=0,0066  2,08+0,12; p=0,0006 ~1,14+0,04; p=0,0779
HMGAL1 -1,61+0,05; p=0,0000  1,57+0,01; p=0,0000 -1,65+0,16; p=0,0008
HIF1A-AS2 -7,39+0,12; p=0,0000 2,13+0,09; p=0,0001 -5,26+0,05; p=0,0004
Hipoksik ortamda HIF1A-AS2’nin  susturulmasmin ilgili  genlerin

ekspresyonlar1 ilizerine etkisini gostermek amaciyla her iki hiicre hattinda Kontrol-

siRNA+CoCl,

grubuna  gore

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,

ekspresyonlarinda gozlenen degisimler Tablo 4.3’te sunulmustir.

grubunda  gen

Tablo 4.3. HIF1 A-AS2’nin susturulmasinin hipoksik ortamda hedef gen ekspresyonlari iizerine etkisi.

H69 H69AR
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi
ABCB1 -1,10+0,27; p=0,4925 -1,11%0,16; p=0,1851
ABCC1 -2,17+0,06; p=0,0000 -1,86+0,04; p=0,0000
ABCC2 1,06+0,38; p=0,7056 -1,81+0,87; p=0,1698
ABCC3 1,02+40,35; p=0,9734 1,25+0,21; p=0,1868
ABCC5 -1,53+0,03; p=0,0000 -1,24+0,49; p=0,4016
ABCG2 -1,02+0,35; p=0,9356 1,1340,20; p=0,2163
APC -1,04+0,18; p=0,7214 1,10+0,20; p=0,5105
ARNT -1,58+0,13; p=0,0004 -1,46+0,16; p=0,0067
ATM -2,14+0,04; p=0,0000 -1,75+0,15; p=0,0007
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Tablo 4.3.HIF1A-AS2’nin susturulmasinin hipoksik ortamda hedef gen ekspresyonlar lizerine etkisi

(devamu).

Gen

H69

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,

Kat degisimi

H69AR

Kat degisimi

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,

BAX
BCL2
BLMH
BRCALl
BRCA2
CLPTMI1L
CYP1A1
CYP1A2
CYP2B6
CYP2C8
CYP2E1
CYP3A4
DHFR
EPHX1
ERCC3
FOS
GSK3A
GSTP1
HIF1A
MSH2
MVP
MYC
RB1
SOD1
SULTIE1
TOP1
TOP2A
TOP2B
TPS3
TPMT
UGCG
XPA
XPC
AMBRAL1
ATG3
ATG4A
ATG4B
ATG4C
ATG4D
ATGS
ATG7
ATGYA
ATGY9B
ATG10
ATG12
ATGI16L1

1,1240,08; p=0,6014
-1,08+0,09; p=0,3565
-1,01+0,03; p=0,8789

1,08+0,14; p=0,2315

1,53+0,58; p=0,1720
1,08+0,12; p=0,4816
-1,03+0,09; p=0,7477
-1,19+0,17; p=0,2208
-1,07+0,28; p=0,6595
-1,21+0,28; p=0,4069
-1,28+0,26; p=0,0952

1,1240,22; p=0,3180
1,04+0,30; p=0,9041
-1,13+0,27; p=0,4323
1,30+0,31; p=0,1298
-5,52+0,53; p=0,0044
1,08+0,02; p=0,4415
-3,61+0,11; p=0,0000
-5,43+0,13; p=0,0000
1,11£0,29; p=0,4076
-6,77+0,17; p=0,0000
-1,2540,29; p=0,1074
1,144+0,38; p=0,4757
1,16+0,15; p=0,1283
-1,43+0,44; p=0,1088
-1,03+0,16; p=0,7456
-2,73+0,20; p=0,0000
-2,19+0,12; p=0,0002
1,54+0,51; p=0,1428
-1,27+0,32; p=0,1816
-1,2540,25; p=0,1930
-2,73+0,10; p=0,0001
1,104+0,15; p=0,2599
-1,19+0,05; p=0,0046
-1,1140,24; p=0,3697
-3,54+0,16; p=0,0000
-1,47+0,07; p=0,0067
-1,04+0,42; p=0,9542
-2,44+0,23; p=0,0001
-1,29+1,15; p=0,8164
-1,34+0,07; p=0,0003
-2,72+0,30; p=0,0069
1,48+0,59; p=0,1945
-1,2740,12; p=0,1114
-1,82+0,01; p=0,0000
-5,94+0,11; p=0,0014

-1,62+0,56; p=0,0820
-1,33+0,60; p=0,3734
-1,29+0,17; p=0,2482
-1,06+0,63; p=0,9473
1,08+0,17; p=0,5357
1,41+0,21; p=0,3463
-1,06+0,29; p=0,7356
-1,30+0,01; p=0,0539
1,08+0,20; p=0,5591
-1,01+0,11; p=0,8796
1,45+0,34; p=0,0754
-1,04+0,06; p=0,5674
-1,02+0,44; p=0,9506
1,27+0,60; p=0,3564
1,66+0,67; p=0,3037
-1,80+0,02; p=0,0002
-1,11+0,68; p=0,8965
-1,46+0,10; p=0,0025
-5,31+0,05; p=0,0005
-1,08+0,36; p=0,7325
-1,21+0,03; p=0,1445
-2,36+0,08; p=0,0088
-1,05+0,41; p=0,8429
1,20+0,52; p=0,4139
1,25+0,44; p=0,3185
1,04+0,02; p=0,0762
-2,28+0,24; p=0,0001
-2,21+£0,31; p=0,0008
-1,39+0,05; p=0,0354
1,16+0,05; p=0,3293
-2,21+0,07; p=0,0002
-2,03+0,30; p=0,0053
1,15+0,42; p=0,4118
-1,77+0,62; p=0,0609
-2,20+0,19; p=0,0022
-1,02+0,10; p=0,7685
-1,23+0,36; p=0,3145
-1,27+0,64; p=0,4943
-2,19+0,17; p=0,0072
-6,70+0,39; p=0,0034
1,21+0,45; p=0,3536
-3,96+0,04; p=0,0000
-1,83+0,16; p=0,0226
-1,36+0,07; p=0,4157
-1,69+0,57; p=0,1145
1,27+0,39; p=0,2154
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Tablo 4.3. HIF1A-AS2’nin susturulmasinin hipoksik ortamda hedef gen ekspresyonlari iizerine etkisi

(devamu).
H69 H69AR

Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, HIF1A-AS2-5siRNA+CoCl,

Kat degisimi Kat degisimi
ATGI16L2 -1,48+0,32; p=0,0242 -1,29+0,29; p=0,1980
BECNI1 -2,31+0,20; p=0,0009 -3,11+0,28; p=0,0001
DRAM1 1,05+0,37; p=0,6912 -1,24+0,34; p=0,1882
GABARAP -4,48+0,05; p=0,0000 -1,18+0,46; p=0,5721
GABARAPLI1 -1,00+0,47; p=0,8864 -1,84+0,60; p=0,0376
GABARAPL2 1,01+0,50; p=0,8047 -5,60+0,24; p=0,0010
HDAC6 -4,86+0,14; p=0,0000 -3,63+0,60; p=0,0194
IRGM -1,04+0,10; p=0,7445 1,01+0,30; p=0,8667
LAMP1 -2,31+0,01; p=0,0000 -1,84+0,10; p=0,0000
MAPI1LC3A -1,50+0,34; p=0,0633 -1,40+0,04; p=0,0005
MAP1LC3B -2,20+0,37; p=0,0081 -2,92+0,01; p=0,0000
NPC1 1,2740,56; p=0,4640 -1,22+0,29; p=0,1696
RAB24 -1,19+0,04; p=0,0849 -1,92+0,08; p=0,0000
RGS19 1,08+0,16; p=0,4799 1,014+0,30; p=0,9164
ULK1 -1,68+0,42; p=0,0196 -2,36+0,05; p=0,0000
WIP1 1,07+0,14; p=0,5023 -1,06+0,15; p=0,4022
IGF2BP2 1,49+0,37; p=0,0860 -2,07+0,05; p=0,0000
DHX9 -3,29+0,05; p=0,0000 -2,36+0,04; p=0,0002
HMGAL1 -1,51+0,04; p=0,0000 -2,58+0,17; p=0,0000
HIF1A-AS2 -5,90+0,15; p=0,0000 -11,20+0,07; p=0,0000

HIF1A-AS2’nin susturuldugu durumda normoksik ve hipoksik ortamin
karsilagtirilmast amaciyla her iki hiicre hattinda HIF1A-AS2-siRNA grubuna gore
HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, grubunda gen ekspresyonlarinda gozlenen degisimler
Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. HIF1A-AS2’nin susturuldugu normoksik ortama gore hipoksik ortamda hedef gen
ekspresyonlarindaki degisimler.

H69 H69AR
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi
ABCB1 1,3240,16; p=0,1034 -1,02+0,16; p=0,8250
ABCC1 1,87+0,07; p=0,0018 1,03+0,05; p=0,2906
ABCC2 -1,06+0,53; p=0,9493 -2,53+0,88; p=0,0204
ABCC3 -1,33+0,20; p=0,0700 1,36+0,21; p=0,0346
ABCC5 2,06+0,04; p=0,0007 1,16+0,49; p=0,4391
ABCG2 -1,11£0,12; p=0,2212 1,25+0,20; p=0,0973
APC 1,20+0,18; p=0,1864 -2,27+0,13; p=0,0841
ARNT 2,09+0,14; p=0,0006 1,14+0,16; p=0,1599
ATM 1,48+0,04; p=0,0064 1,18+0,15; p=0,1330
BAX -1,61%0,09; p=0,1559 -1,38+0,56; p=0,3600
BCL2 1,04+0,10; p=0,4002 -1,55+0,60; p=0,2639
BLMH 1,23+40,03; p=0,2607 1,17+0,16; p=0,1257
BRCALl 1,11+0,14; p=0,2456 -2,18+0,63; p=0,1121
BRCA2 1,61+0,58; p=0,1482 -1,28+0,16; p=0,1491
CLPTM1L 1,04+0,13; p=0,8427 1,31+0,21; p=0,5847
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Tablo 4.4. HIFIA-AS2’nin susturuldugu normoksik ortama gore hipoksik ortamda hedef gen
ekspresyonlarindaki degisimler (devam).

Gen

H69

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,

Kat degisimi

H69AR

Kat degisimi

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl,

CYP1A1
CYP1A2
CYP2B6
CYP2C8
CYP2E1
CYP3A4
DHFR
EPHX1
ERCC3
FOS
GSK3A
GSTP1
HIF1A
MSH2
MVP
MYC
RB1
SOD1
SULTI1E1
TOP1
TOP2A
TOP2B
TPS3
TPMT
UGCG
XPA
XPC
AMBRAL1
ATG3
ATG4A
ATG4B
ATGA4C
ATGA4D
ATGS
ATG7
ATG9A
ATGY9B
ATG10
ATGI12
ATGI16L1
ATGI16L2
BECNI1
DRAM1
GABARAP
GABARAPLI1
GABARAPL2
HDAC6

1,024+0,09; p=0,9051
-1,13+0,29; p=0,4469
-1,22+0,28; p=0,2921
-1,11+0,14; p=0,2689
-1,29+0,26; p=0,1670
-1,11+0,16; p=0,2885
1,09+0,12; p=0,2561
1,02+0,27; p=0,8504
1,36+0,31; p=0,1279
-1,06+0,53; p=0,9493
1,08+0,02; p=0,1781
1,0940,12; p=0,2561
1,07+0,14; p=0,2685
-1,13+0,29; p=0,4469
-1,02+0,17; p=0,8010
1,08+0,28; p=0,7113
1,07+0,14; p=0,2685
1,06+0,16; p=0,6187
-1,02+0,17; p=0,8010
1,324+0,16; p=0,1034
-1,33+0,20; p=0,0700
-1,11+0,12; p=0,2213
1,08+0,02; p=0,1781
1,08+0,29; p=0,7113
1,06+0,16; p=0,6187
-1,03+0,10; p=0,5580
-1,04+0,15; p=0,5776
2,38+0,05; p=0,0001
1,01+0,24; p=0,8880
-1,08+0,16; p=0,3746
3,36+0,07; p=0,0000
1,474+0,42; p=0,1120
2,39+0,23; p=0,0030
3,65+1,15; p=0,0829
2,58+0,07; p=0,0000
1,21+0,31; p=0,3482
1,81+0,60; p=0,1101
-1,08+0,13; p=0,1883
-1,08+0,01; p=0,4265
-1,02+0,11; p=0,6564
1,3240,32; p=0,1231
1,98+0,20; p=0,0042
1,024+0,37; p=0,9616
-1,14+0,05; p=0,0129
1,284+0,47; p=0,2601
1,04+0,50; p=0,7721
1,67+0,14; p=0,0021

1,394+0,29; p=0,1054
-1,17+0,10; p=0,0538
1,01+0,01; p=0,9341
-1,08+0,11; p=0,3149
1,11+0,34; p=0,9237
1,33+0,06; p=0,0179
-1,2440,44; p=0,3239
1,19+0,60; p=0,5507
-1,73+0,67; p=0,1898
2,81+0,02; p=0,0151
1,60+0,68; p=0,2173
1,38+0,10; p=0,0032
1,03+0,07; p=0,7350
-1,15+0,36; p=0,4445
1,38+0,04; p=0,0959
2,08+0,08; p=0,0001
-1,29+0,41; p=0,2129
1,09+0,52; p=0,5942
1,48+0,44; p=0,1246
1,12+0,02; p=0,0166
1,15+0,24; p=0,3362
1,20+0,32; p=0,2825
1,1340,05; p=0,2660
1,024+0,05; p=0,7735
1,0340,08; p=0,6966
1,85+0,30; p=0,0180
-1,04+0,42; p=0,9586
1,28+0,62; p=0,3337
2,03+0,20; p=0,0027
1,15+0,10; p=0,0287
-1,00+0,36; p=0,9111
1,87+0,65; p=0,1195
-1,22+0,17; p=0,1780
-1,12+0,40; p=0,5845
1,13+0,46; p=0,5584
-1,26+0,04; p=0,0005
4,82+0,16; p=0,0002
-1,01+0,07; p=0,8349
3,45+0,52; p=0,0236
1,06+0,39; p=0,7571
-1,14+0,29; p=0,4541
1,85+0,28; p=0,0157
2,06+0,34; p=0,0695
1,02+0,46; p=0,9181
1,87+0,60; p=0,1996
-1,08+0,25; p=0,5243
-2,07+0,60; p=0,0159
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Tablo 4.4. HIFIA-AS2’nin susturuldugu normoksik ortama gore hipoksik ortamda hedef gen
ekspresyonlarindaki degisimler (devam).

H69 H69AR
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl, HIF1A-AS2-5siRNA+CoCl,
Kat degisimi Kat degisimi

IRGM -1,43+0,10; p=0,2276 1,25+0,29; p=0,2159
LAMP1 1,27+0,01; p=0,1167 1,07+0,10; p=0,3203
MAPILC3A 2,67+0,34; p=0,0098 1,69+0,04; p=0,0000
MAPI1LC3B -1,29+0,37; p=0,2130 -1,05+0,01+; p=0,0348
NPC1 1,04+0,56; p=0,7318 -1,18+0,30; p=0,2703
RAB24 -1,31+0,05; p=0,0673 -1,09+0,09; p=0,1073
RGS19 -1,10+0,16; p=0,2041 1,57+0,29; p=0,0335
ULK1 5,39+0,42; p=0,0080 1,48+0,01; p=0,0001
WIP1 -1,11+0,13; p=0,1115 -1,51+0,15; p=0,0040
IGF2BP2 2,01+0,38; p=0,0261 1,37+0,01; p=0,0494
DHX9 6,11+0,05; p=0,0000 1,30+0,04; p=0,0075
HMGAL1 5,39+0,07; p=0,0000 -1,02+0,16; p=0,7756
HIF1A-AS2 1,25+0,15; p=0,0286 1,40+0,03; p=0,0011

4.8. HIF1A-AS2’nin Susturulmasimin Normoksik ve Hipoksik Ortamda MRP1,

HIF-10 ve Beclin-1 Proteinleri Uzerine Etkisi

HIF1A-AS2’nin  susturulmasinin = 10 pM  doksorubisin  uygulanmus,
normoksik ve hipoksik ortamda cogaltilan hiicrelerde MRP1, HIF-1a ve Beclin-1
proteinleri iizerine etkisi western blot yontemi ile degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, her iki hiicre hattinda da, kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
normoksik ve hipoksik ortamda HIF-1a ve Beclin-1 protein seviyeleri azalmistir,
hipoksik ortam ise bu proteinlerin ifadesinde artisa yol agmistir. Ayrica, H69AR
hiicrelerinde kontrol gruplar ile karsilagtinldiginda HIF1A-AS2’nin susturulmasi
normoksik ve hipoksik ortamda MRP1 protein seviyesini azaltmistir. H69 hiicreleri
ile olusturulan deney gruplarinda ise MRP1 proteini western blot yontemi ile

goriintiilenememistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. H69 ve H69AR hiicreleri ile olustujrulan deney gruplarinda MRP1, HIF1-a ve Beclin-1
protein seviyeleri.
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5. TARTISMA

Kemoterapi, erken ve ileri evre tiimorlerin birinci basamak tedavisinde
kullanilan bir yontemdir. Ancak, ila¢ direncinin kemoterapdtik ajanlarin etkinligini
ciddi sekilde siirlandirmasi, bu tedavi yonteminin uygulanmasinin 6niinde biiyiik
bir engel olusturmaktadir. Kemoterapotik direng; ilag hedefinde degisiklik, sag kalim
yolaklarinin aktivasyonu, hiicre o6liimiiniin inhibisyonu, ila¢ metabolizmasinda
degisiklik gibi ¢esitli mekanizmalarin etkisinde gerceklesen bir durumdur (Huang ve
ark. 2020). Bu mekanizmalarda rol oynayan ve ila¢ direncinde etkili olabilecek
proteinler ile bunlar1 kodlayan genlerin tespit edilmesini kapsayan c¢aligsmalar
literatiirde genis yer bulmaktadir. Bununla birlikte, genomik teknolojilerindeki son
geligmeler ile hiicrede binlerce ncRNA molekiiliiniin varliginin ortaya konmasinin
ardindan gerceklestirilen analizler, proteinlerin yani swra ncRNA’larin  da
kemoterapotik direngte etkili olabileceklerini géstermektedir (Li ve ark. 2017; Jiang

ve ark. 2020).

ncRNA’larin 6nemli bir sinifin1 olusturan IncRNA’lar; uzunluklar1 200 nt ile
100 kb arasinda degisen, protein kodlayan genlere gore ekspresyonlar: daha diisiik ve
genellikle dokuya spesifik olan, ORF’den yoksun transkriptlerdir (Bhat ve ark.
2016). IncRNAlar; transkripsiyon, splasysing, epigenetik gibi pek ¢ok mekanizmada
diizenleyici role sahiptir; buna bagli olarak hiicre dongiisii, hiicre farklilagmasi,
gelisim ve pluripotensi gibi 6nemli biyolojik siirecler ile karsinogenez gibi cesitli
patolojik siireclerde etkilidir (Huarte 2015; Liu ve ark. 2020). Son yillarda ise
kanserde ila¢ direncinde etkili olan yeni bir faktor olarak tanimlanmalar1 ile ¢ok
sayida IncRNA’nin ¢esitli kanser tiirlerinde ilag direnci ile iliskisi ortaya konmustur.
Ornegin; mide kanserinde ¢oklu ilag direncinde MRUL (Wang ve ark. 2014) ve
PVTI1 (Zhang ve ark. 2015); pankreas kanserinde gemsitabin direncinde HOTTIP (Li
ve ark. 2015); meme kanserinde tamoksifen direncinde HOTAIR (Xue ve ark. 2016);
mesane kanserinde sisplatin direncinde UCA1 (Pan ve ark. 2016); hepatoselliiler
karsinomada doksorubisin direncinde H19 (Schultheiss ve ark. 2017)
IncRNA’larinin etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu IncRNA’larin mekanizmalar1 ve
hedef genleri iyi bir sekilde tanimlanmis olsa da c¢ok sayida IncRNA’nin ilag
direncindeki etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir. Bu tez calismasinda da

hipoksi ile indiiklendigi bilinen bir IncRNA olan HIF1A-AS2’nin normoksik ve
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hipoksik kosullarda KHAK hiicrelerinde otofaji {izerinden kemoterapétik direncteki

olas1 etkisinin agiga ¢ikartilmasi amaglanmustir.

HIF1A geninin 3" bolgesinden kdken alan ve HIFIA mRNA’smin 3" UTR
bolgesine baglanabilen HIF1A-AS2, HIF1A’nin bir antisens transkriptidir (Chen ve
ark. 2017). Yapilan literatiir taramasi, HIF1A-AS2’nin diger IncRNA’lar gibi ¢esitli
biyolojik ve patolojik siiregleri icerisine alan genis bir yelpazede etkili olabildigini
gostermektedir. Biyolojik siiregteki roliine dair bir ¢alisma Wu ve ark. (2018)
tarafindan gergeklestirilmis, HIF1A-AS2’nin IL6’y1 baskilayan miR-665’in siingeri
olarak gorev yaptigi ve PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonu aracilifiyla
osteojenik farklilasmada rol oynadigi belirtilmistir. Koroner arter hastaligi icin
IncRNA’larin biyobelirte¢ olarak potansiyellerinin degerlendirildigi bir calismada ise
HIF1A-AS2’nin yeni bir biyobelirte¢ olarak diisiiniilebileceginin belirtilmesi,
HIF1A-AS2’nin  ¢esitli  hastaliklarin  patogenezinde rol oynayabilecegini
gostermektedir (Zhang ve ark. 2019). Benzer sekilde HIF1A-AS2’nin preeklampsi
icin yeni bir prognostik belirte¢c olabileceginin belirtildigi bir diger calisma da
HIF1A-AS2’nin hastaliklari patogenezinde etkili olabilecegini destekler niteliktedir
(Wu ve ark. 2019). Cesitli tiimor dokular1 ve kanser hiicreleri ile gerceklestirilen ¢ok
sayida c¢alisma HIFIA-AS2’nin  kanser patogenezinde de rol oynadigim
gostermektedir. Ornegin; HIF1A-AS2’nin mide kanseri tiimdr dokularinda yiiksek
oranda ifade edildigi, HIF1A-AS2’nin susturulmasimnin hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi belirtilmistir (Chen ve ark. 2015). Benzer sekilde HIF1A-AS2’nin
mesane kanseri dokularinda da yiliksek oranda eksprese edildigi, HIF1A-AS2’nin
ekspresyon diizeyi ile ileri patolojik evre arasinda pozitif bir iliskinin oldugu ortaya
konmustur. HIF1IA-AS2’nin susturulmasmin mesane kanseri hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi, apoptozu ise indiikledigi
belirtilmistir (Chen ve ark. 2016). Kolorektal kanseri hiicreleri ile yapilan bir
calismada HIF1A-AS2’nin miR-129-5p’i baskilayarak DNMT3A ekspresyonundaki
artis ile birlikte hiicre proliferasyonu, hiicre invazyonu ve EMT olusumunu olumlu
yonde etkiledigi gosterilmistir (Lin ve ark. 2018). Wang ve ark. (2019) tglii negatif
meme kanseri dokularinda HIF1A-AS2 ekspresyonunun normal dokulara gére daha
yiikksek oldugunu, HIF1A-AS2’nin yiiksek ekspresyonunun iiclii negatif meme
kanseri hastalarinda lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve kotii histolojik evre ile

iliskili oldugunu belirtmistir. Arastiricilar, HIF1A-AS2’nin susturulmasinin hiicre
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migrasyon ve invazyonunu azalttigini1 ortaya koymustur. Osteosarkom hiicrelerinde
de HIF1A-AS2’nin agir1 ekspresyonunun miR-129-5p’nin baskilanmasi araciligiyla
hiicre proliferasyonunu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve invazyonu artirdigi
belirtilmistir (Wang ve ark. 2019). Osteosarkom hiicreleri ile gergeklestirilen baska
bir caligmada HIF1A-AS2’nin miR-33b-5p silingeri olarak gorev yaptigi; HIF1A-
AS2, miR-33b-5p ve miR-33b-5p’in hedefi olan SIRT6 etkilesiminin hiicre sag
kalim1 ve migrasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (Lin ve ark. 2020). Gorildugii
gibi HIF1A-AS2’nin kanser ile iliskisini ortaya koymaya yonelik ¢aligmalar hiicre
proliferasyonu, hiicre invazyonu ve migrasyonuna yoneliktir. Literatiirde, HIF1A-
AS2’nin kanserde ilag direnci ile iligskisini arastirmaya yonelik olarak az sayida
caligma bulunmaktadir. Uclii negatif meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir
calismada HIF1A-AS2’nin hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu artirmasinin yani
sira paklitaksel direncine de katki sagladigi gosterilmistir (Jiang ve ark. 2016). Chen
ve ark. (2019) HIF1A-AS2’nin mesane kanserinde apoptozu engelleyerek sisplatin

direncinde rol oynadigini belirtmistir.

Bu tez calismasinda KHAK hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin kemoterapdtik
direng ile iliskisi H69 ve H69AR hiicreleri kullanilarak arastirilmistir. KHAK
hiicrelerinde ilag direncinin arastirildiglr ¢alismalarda bu iki hiicre hatti siklikla
kullanilmakta olup H69 hiicrelerinin doksorubisine duyarli, H69AR hiicrelerinin ise
doksorubisine direngli oldugu belirtilmektedir (Sun ve ark. 2018; Chen ve ark.
2020). Doksorubisin; 1970’lerde Streptomycespeucetius var. caesius’dan izole edilen
dogal bir antrasiklin antibiyotik olup meme, akciger, mide, over ve tiroid kanserleri
gibi c¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Thorn ve ark. 2011).
Doksorubisinin ~ kanser hiicreleri {izerine etkisi birkag mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlardan biri, doksorubisinin DNA’ya interkalasyon yapmasi ve
bunun sonucunda DNA onariminin engellenmesidir. Diger bir mekanizma
doksorubisinin topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunu 6nlemesidir. Son mekanizma ise serbest radikal iiretimine bagl
olarak DNA hasar1 ve hiicre 6liimiiniin meydana gelmesidir (Taymaz-Nikerel ve ark
2018). XTT analizi sonuglarina gore, doksorubisinin H69 ve H69AR hiicrelerinde 48
saat i¢in ICsy degerleri sirasiyla 2,74 uM ve 50,72 uM olarak belirlenmistir. XTT
analizinin yan1 sira qPZR analizinden elde edilen sonuglar da iki hiicre hatti

arasindaki farkliligi ortaya koymaktadir. H69AR hiicrelerinde ABCCI mRNA
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seviyesinin H69 hiicrelerine kiyasla 55,33 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, H69AR hiicrelerinin doksorubisine direngli oldugunu goéstermekte olup
H69 ve HO69AR hiicrelerinin ilag direncini konu alan bu tez ¢aligmasinda

kullanilabilirliklerini dogrulamaktadir.

Tez baglangicinda gergeklestirilen diger bir analiz, iki hiicre hattinin qPZR
yontemi ile HIF1A-AS2 seviyeleri bakimindan karsilastirilmasidir. Buna gore;
H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2 seviyesi H69 hiicrelerine kiyasla 3,92 kat fazla
bulunmustur. ilk basamak tedavi sonrasi kismi yamtin gozlendigi KHAK hastalarina
ait dokular ile stabil veya ilerlemis KHAK hastalaria ait dokularda IncRNA ve
miRNA ekspresyonlarinin degerlendirildigi bir calismada da, HIF1A-AS2 ifadesinin
kemoterapiye yanit vermeyen stabil veya ilerlemis hastalara ait doku orneklerinde
kismi yanit verenlere gore 5,03 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Kuang ve ark.
2020). Literatiire ek olarak tez ¢alismasindan elde ettigimiz bu sonu¢ géz Oniine
alindiginda, HIF1A-AS2’nin KHAK’da ilag direnci ile iliskisinin olabilecegi

distiniilmektedir.

Tez calismasinda HIF1A-AS2’nin KHAK hiicrelerinde ilag direnci ile iligkisi
normoksik ve hipoksik kosullarda degerlendirilmistir. Tiimoriin kontrolsiiz ve hizl
cogalmasina bagl olarak oksijen seviyesinde azalma olarak bilinen hipoksi, biitiin
solid tlimoérlerde timoér mikrogevresinin tipik bir 6zelligidir (Jing ve ark. 2019).
Hiicrenin hipoksiye yanitt HIF ailesine ait transkripsiyon faktorleri tarafindan
yuriitilir ve kanser hiicrelerinin hipoksiye adaptasyonunu saglayan, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, metastaz, invazyon, anjiyogenez ile iliskili ¢cok sayida genin
ekspresyonu bu transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenir. (Wigerup ve ark.
2016). Hipoksinin 6nemli diizenleyicilerinden biri HIF1’dir. Heterodimer yapida
olan HIF1; HIF-1a ve HIF-1P olmak iizere iki alt birimden olusur (Greijer ve van der
Wall 2004). Tez calismasinda in vitro hipoksik ortam, hiicrelerin 24 saat siiresince
CoCl, ile toksik olmayan doz olarak belirlenen 100 uM konsantrasyonunda muamele
edilmesi ile olusturulmustur. CoCl,’nin HIF-la’nin ekspresyonunu artirdigi, prolil
hidroksilaz enzimlerini inhibe ederek HIF-loa’nin degradasyonunu onledigi
bilinmektedir. Ayrica selator olarak da gorev yapan CoCl, hemoglobinin yapisinda
bulunan Fe'*’nin yerine gecerek hiicrenin oksijen alimini bozmaktadir. Bu etkileri
nedeniyle CoCl,, in vivo ve in vitro ¢aligmalarda hipoksik ortamin olusturulmasinda

siklikla tercih edilen bir kimyasaldir (An ve ark. 2018). qPZR analizi sonucglarina
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gore, 24 saat siiresince 100 uM CoCl, uygulamasi sonrasinda, HIF1A geninin
ekspresyon seviyesi H69 ve H69AR hiicrelerinde kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla
2,71 ve 2,69 kat daha fazla bulunmustur. Ayrica, HIF1A-AS2 seviyesi de 100 uM
CoCl, uygulamasi sonrasinda H69 ve H69AR hiicrelerinde kontrol gruplarina kiyasla
sirastyla 2,06 ve 2,33 kat artmistir. Bu sonuglar, 100 uM CoCl, uygulamasi ile
hiicrelerde hipoksik ortamin olustugunu gdstermis, ayrica literatiir ile uyumlu olarak
HIF1A-AS2’nin hipoksi ile indiiklenen bir IncRNA oldugunu ortaya koymustur
(Uchida ve ark. 2004; Chen ve ark. 2017; Ma ve ark. 2019).

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2 ifadesi RNA interferans (RNA1)
yaklasimlarindan biri olan siRNA transfeksiyon yontemi ile baskilanmistir. RNAi;
Okaryotik hiicrelerde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan dogal bir
mekanizmadir. Bu mekanizmada; kiigiik, ¢ift zincirli RNA molekiilleri ve ¢esitli
proteinlerden olusan RNA-indiikleyici Susturma Kompleksi (RISC) araciligiyla
hedef mRNA’nin degradasyonu gergeklestirilir ya da translasyonu baskilanir.
Sentetik siRNA’lar araciligiyla da hiicrede bu mekanizmanin devreye sokulmasiyla
hedef genin susturulmasi saglanmaktadir. (Lennox ve Behlke, 2016). Bu tez
caligmasinda HIF1A-AS2’yi susturmaya yonelik olarak iki siRNA kullanilmis ve en
yiiksek susturma oranlar1 H69 hiicrelerinde %73,4; H69AR hiicrelerinde ise %87,7
olarak belirlenmistir. Ardindan gergeklestirilen XTT analizi ile HIF1A-AS2’nin
susturulmasinin hiicre canlilig lizerine etkisi degerlendirilmistir. Buna gére kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, her iki hiicre hattinda da HIF1A-AS2’nin susturulmasi
24 saat i¢in hiicre canlilig1 iizerinde anlamh bir degisiklige yol agmamus, 48. ve 72.
saatlerde ise hiicre canlilifinin azaldig: tespit edilmistir. Chen ve ark. (2015)
tarafindan mide kanseri hiicreleri ile gergeklestirilen ¢alismada da HIF1A-AS2’nin
susturulmasinin 24. ve 48. saatlerde hiicre canlilifi iizerine anlamli etkisinin
bulunmadigi, anlamli azalmanin 72. ve 96. saatlerde oldugu ortaya konmustur.
Osteosarkom ve mesane kanseri hiicrelerinde ise HIFIA-AS2’nin susturulmasi 24.
saatte de hiicre canliligini azaltmistir (Chen ve ark. 2016; Lin ve ark. 2020).
Dolayistyla HIF1A-AS2’nin susturulmasinin kanser hiicrelerinin canliliklari iizerine

etkisi 24 saat i¢cin degiskenlik gosterebilmektedir.

Tez calismasinda, HIF1A-AS2’nin susturulmasinin normoksik ve hipoksik
ortamdaki hiicrelerin doksorubisine verdikleri cevap iizerine etkisi, sitotoksisite ve

apoptoz analizleri ile degerlendirilmistir. H69 ve H69AR hiicrelerinde, normoksik ve
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hipoksik ortamda HIF1A-AS2’nin susturulmasi, kontrol gruplarina kiyasla
doksorubisinin 48 saat i¢in ICsy degerlerini anlamli sekilde azaltmistir. Apoptoz
analizi sonuglarma goére de H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin
susturulmasi ile 10 pM doksorubisin varliginda, normoksik ve hipoksik ortamda,
apoptoz oranlarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir artis meydana gelmistir.
Bu sonuglar HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile normoksik ve hipoksik ortamda, H69
ve H69AR hiicrelerinin doksorubisin duyarhiliklarmin arttigint  gostermektedir.
Sitotoksisite ve apoptoz analizinden elde edilen bir diger sonuca gore, hipoksi, H69
hiicrelerinin doksorubisin duyarliliginda azalmaya neden olmustur. Hipoksi, akciger
kanseri gibi solid timdrlerde kemoterapiye karsi direng gelisimine sebep olan bir
faktor olarak degerlendirilmektedir (Wohlkoenig ve ark. 2017; Zhou ve ark. 2020).
H69 hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi ise hipoksinin bu etkisini geri
dondiiriir nitelikte sonuglara yol agmistir. Bununla birlikte hipoksinin, hali hazirda
doksorubisine direngli olan H69AR hiicrelerinde bodyle bir etkisi bulunmamustir.
Benzer sekilde; H69 hiicrelerinde doksorubisine bagli apoptoz oranlar1 bakimindan
HIF1A-AS2’nin susturuldugu normoksik ve hipoksik ortamlar arasinda anlamli
farklilik tespit edilirken, H69AR hiicrelerinde anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. Bu sonug¢ da hipoksinin H69AR hiicrelerinden ziyade H69 hiicrelerinin

ila¢ duyarliliginda etkili oldugunu gostermektedir.

H69 ve HO69AR hiicrelerinde normoksik ve hipoksik ortamda HIF1A-
AS2’nin susturulmasinin doksorubisine verilen cevap iizerine etkisi, molekiiler
diizeyde ila¢ direnci ile iliskilendirilen ¢esitli genlerin mRNA seviyelerinin qPZR
analizi ile belirlenmesi ile degerlendirilmistir. ABC tastyicilar1 olarak isimlendirilen
ve ilaglar1 hiicre disgina pompalayarak biyoyararlanimlarini azaltan proteinleri
kodlayan ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 ve ABCG2 genlerinin
ekspresyon seviyeleri de bu yontemle analiz edilmistir (Choi 2005). Elde edilen
sonuglara gore; doksorubisin varliginda H69 hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin
susturulmasi, normoksik ve hipoksik ortamda kontrol gruplarina gére ABCC1 ve
ABCCS5 gen ekspresyonlarinda anlamli azalmaya neden olmustur. H69AR
hiicrelerinde ise HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile kontrol gruplarina kiyasla
normoksik ortamda ABCC1 ve ABCCS5 gen ekspresyonlari, hipoksik ortamda ise
ABCCI1 gen ekspresyonlar1 anlaml sekilde azalmistir. Ayrica hipoksik ortam, H69
hiicrelerinde ABCC1 ve ABCCS5 gen ekspresyonlarinda anlamli bir artisa neden
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olmustur. HIF1A-AS2’nin susturulmasi ise hipoksinin bu genler iizerindeki etkisini
mRNA diizeyinde baskilamistir. ABCC1 geni ilk defa KHAK’da tanimlanan ve
direkt olarak KHAK’da ilag¢ direnci ile iliskilendirilen MRP1 proteinini kodlamasi
nedeniyle olduk¢a Onemlidir (Munoz 2007). HIF1A-AS2’nin susturulmasinin
normoksik ve hipoksik ortamda MRP1 proteini iizerine etkisi de western blot
yontemi ile degerlendirilmistir. Buna gore; H69AR hiicreleri ile olusturulan deney
gruplarinda, ABCCI1 geninin mRNA diizeyinde gozlenen degisimler protein
seviyesinde de gdzlenmis olup, normoksik ve hipoksik ortamda HIF1A-AS2’nin
susturulmast MRP1 protein seviyesinde azalmaya neden olmustur. Bu sonug,
HIF1A-AS2°’nin KHAK’da 1ila¢ direnci ile iliskilendirilebilecek bir IncRNA
olabileceginin diger bir gostergesidir. Bununla birlikte, hipoksik ortam H69AR
hiicrelerinde MRP1 protein seviyesinde bir artisa neden olmamistir. Apoptoz ve
sitotoksisite analizinden elde ettigimiz sonuglar1 destekler nitelikteki bu sonug¢ da
hipoksinin H69AR hiicrelerinde ila¢ direncini artirict bir etkisinin olmadigini
gostermektedir. H69 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda ise MRP1 proteini
western blot yontemi ile literatiir ile uyumlu olarak tespit edilememistir (Dury ve

ark. 2017; Péres ve ark. 2017; Chewchuk ve ark. 2018).

HIF1A-AS2’nin susturulmasi, her iki hiicre hattinda da normoksik ve
hipoksik ortamda kontrol gruplarina kiyasla ilag direnci ile iliskilendirilen ARNT,
ATM, FOS, GSTP1 ve XPA genlerinin mRNA seviyelerinde anlamli azalmalara
neden olmustur. ARNT geni, oksijen yoksunluguna yanit olarak olusan HIF1
transkripsiyon faktoriiniin HIF-1B alt birimini kodlamaktadir (Tsay ve ark. 2013).
flaca duyarli kanser hiicrelerinde ARNT nin azalan ekspresyonu ile sisplatin ile
indiiklenen hiicre Olimi arasinda pozitif bir iligki oldugu, siplatine direncli
hiicrelerde ARNT nin baskilanmasinin bu hiicreleri sisplatine duyarli hale getirdigi
gosterilmistir (Chan ve ark. 2013). ATM, Ser/Thr protein kinazlarin fosfatidilinositol
3-kinaza bagl kinaz ailesinin bir iiyesidir ve artmis ekspresyonu KHDAK’da
sisplatin direnci ile iliskilendirilmektedir. Ayrica ATM ekspresyonu kanser
hiicrelerinde metastaz ve EMT siirecine de katki saglamaktadir (Shen ve ark. 2019).
FOS geni; aktif protein 1’1 (AP-1) olusturmak i¢in c-JUN gen iiriinli ile dimerize
olan c-fos niiklear transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. AP-1’in bir bileseni
olarak c-fos; sinyal iletimi, hiicre farklilasmasi, proliferasyon, apoptoz ve timor

ilerlemesinde rol oynayan bir protoonkogen olarak tanimlanmaktadir (Chiu ve ark.

74



1988). Ayrica, ilaca direngli kanser hiicrelerinde c-fos ekspresyonunun da yiiksek
oldugu ortaya konmustur (Moorehead ve Singh 2000; Li ve ark. 2018). Shi ve ark.
(2013) tarafindan meme kanseri hiicreleri ile gerceklestirilen bir ¢alismada da c-
fos’un susturulmasinin doksorubisine direncli MCF-7 hiicrelerini kemoterapdtik
ajanlara karsi daha duyarli hale getirdigi gosterilmistir. GSTP1 geni, hiicresel
savunma sisteminde gorevli GST ailesinin bir {iyesi olan ve detoksifikasyonda
onemli rol oynayan GSTP1 enzimini kodlamaktadir. Bu enzim araciligiyla
gerceklesen detoksifikasyon reaksiyonlarinin kemoterapdtik ajanlarn etkinligini
azalttig1 bilinmektedir (Ogino ve ark. 2019). MRPI’in 6nemli bir glutatyon
konjugat1 tasiyic1 olmasi nedeniyle GST enzimleri ile MRP1’in birlikte yiiksek
ekspresyonunun ilag direncine daha ¢ok katki sagladig: diistiniilmektedir (Morrow ve
ark. 1998). XPA geni ise platin bazli kemoterapdtik ajanlar ile olusan DNA
lezyonlarmin tamirinde gorev almasi nedeniyle artan ekspresyonu ozellikle sisplatin
direnci ile iligkilendirilen, DNA hasarinin taninmasinda rol oynayan proteini
kodlamaktadir (Fu ve ark. 2015). Bu bilgiler goz oniine alindiginda HIF1A-AS2’nin
susturulmasinin normoksik ve hipoksik ortamda H69AR hiicrelerinde ila¢ direncini
azaltacak, H69 hiicrelerinde ise ila¢ duyarliligini artiracak sekilde sonuglara yol
acabilecek o6nemli genlerin mMRNA diizeyindeki ekspresyonlarin1 etkiledigi
diistiniilmektedir. Ayrica, hipoksik ortam iki hiicre hattinda da yukarida belirtilen
genlerden ATM, FOS ve GSTP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol
gruplarina kiyasla anlamli artisa neden olmustur. Bu genler tarafindan kodlanan
proteinlerin hipoksiye cevap olarak aktive edilebilmeleri, ilgili genlerin mRNA
seviyesindeki artis1 agiklar niteliktedir (Premkumar ve ark. 2000; Mishra ve ark.
2012; Olcina ve ark. 2014). Bununla birlikte, her iki hiicre hattinda da HIFIA-
AS2’nin susturulmasi ile hipoksik ortamin bu genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine

etkisini baskilanmustir.

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi, normoksik ve
hipoksik  ortamdaki hiicrelerde kontrol gruplarma kiyasla HIF1A gen
ekspresyonunda da anlamli azalmaya neden olmustur. Ayrica, her iki hiicre hattinda
da hipoksik ortama bagl olarak HIF1A geninin ekspresyon seviyesinde artis
gozlenmistir. mRNA seviyesinde gozlenen bu degisim HIF-la proteini seviyesinin
degerlendirildigi western blot analizinde de tespit edilmistir. Dolayisiyla, KHAK
hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin HIF1A ekspresyonunu pozitif yonde diizenledigi
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diisiiniilmektedir. Guo ve ark. (2019) tarafindan gergeklestirilen calismada da in vivo
ve in vitro meme kanseri hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi, HIF-1a protein
seviyesinde azalma ile sonuclanmistir. Arastiricilar, HIF1 A-AS2’nin susturulmasina
bagl olarak ifadesinde artisin gozlendigi miR-548c-3p’nin, HIF-1a/VEGF yolagini
inhibe ettigini belirtmistir. Li ve ark. (2017) tarafindan insan umbilikal ven endotel
hiicreleri (HUVEC) ile gergeklestirilen ¢alismada da HIF1A-AS2’nin HIFIA
tizerindeki pozitif yonde diizenleyici etkisi, HIF1A’nin postranskripsiyonel olarak
susmasina yol agan miR-153-3p’nin siingeri olarak goérev yapmasi ile agiklanmistir.
HIF1A-AS2’nin HIF1A iizerinde inhibe edici bir etkisinin oldugu belirtilmis olsa da,
bunun aksini gosteren ¢alismalara ek olarak tez ¢alismasindan da elde ettigimiz
sonug, HIF1A-AS2’nin HIF1A {izerindeki etkisinin miRNA gibi faktorlerin devreye
girmesi ile pozitif yonde olabilecegini gostermektedir (Uchida ve ark. 2004; Chen ve

ark. 2017; Li ve ark. 2017; Guo ve ark. 2019).

KHDAK hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada HIF1A’nin susturulmasinin
hipoksiye bagli olarak gelisen EMT ve ilag direncini engelledigi belirtilmistir
(Kogita ve ark. 2014). Li ve ark. (2015)’larinin yaptig1 ¢calismada da meme kanseri
hiicrelerinde HIF1A’nin susturulmasiin kanser hiicrelerinin ilaca duyarhiligim
artirdigl, migrasyon ve invazyon kapasitelerini azalttigi gosterilmistir. Bu sonuglar
g6z Oniine alindiginda, HIF1AS2’nin susturulmasina bagl olarak HIFIA mRNA ve
protein seviyesinde goézlenen azalmanin H69 hiicrelerinde ila¢ duyarliliginin
artmasmma, H69AR hiicrelerinde ise ilag direncinin azalmasina katki sagladigi
diisiiniilmektedir. JPZR ve western blot analizinden elde edilen diger bir sonuca
gore; hipoksik ortamimn HIFIA mRNA ve protein seviyeleri tizerine etkisi, HIF1A-
AS2’nin susturulmasi durumunda baskilanmistir. Bu nedenle, H69 hiicrelerinde
hipoksiye bagli olarak gelisen ila¢ duyarliligindaki azalmanin, HIF1A-AS2’nin
susturulmast sonucunda HIF1A ekspresyonundaki azalma ile iligkili olarak

engellendigi diisliniilmektedir.

HIF1A-AS2’nin HIFIA mRNA’s1 ile iliskisi IncCRNA-mRNA etkilesimin bir
ornegidir. Mineo ve ark. (2016) ise IncRNA-protein etkilesimini gosterir nitelikte
olarak HIF1A-AS2’nin, IGF2BP2 ve DHX9 proteinleri ile direkt olarak iligkili
oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar, HIF1A-AS2’nin IGF2BP2 ve DHX9
proteinleri ile etkilesiminin HMGA1 mRNA ekspresyonunu artirdigin1 géstermistir.
HMGAT1 geni, DNA’nin kii¢iik olugundaki A-T’ce zengin bolgelere baglanabilen ve
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boylece hiicre dongiisii, embriyolojik gelisim, apoptoz gibi biyolojik siirecleri
diizenlemesi ile mimari Ozellikte oldugu belirtilen bir transkripsiyon faktorii
kodlamaktadir (Fu ve ark. 2018). Karsinogenez siireci ile de iligkilendirilen
HMGAT’in akciger kanseri (Hillion ve ark. 2009), meme kanseri (Chiappetta ve ark.
2010), kolorektal kanser (Williams ve ark. 2015), glioblastoma (Colamaio ve ark.
2016) gibi kanserlerde ekspresyonunun yiiksek oldugu belirtilmektedir. Ayrica;
kanserde ila¢ direnci ile iliskilendirilen HMGAT1’in susturulmasinin, kanser
hiicrelerinde ilag duyarliligint artirdigi gosterilmistir (Kim ve ark. 2016; Wang ve
ark. 2017). HIF1A-AS2’nin mesane kanseri hiicrelerinde ila¢ direnci iizerine
etkisinin arastirildig1 calismada da HIF1A-AS2 ile HMGA1 ekspresyonu arasinda
pozitif bir iligkinin oldugu, bu hiicrelerde HIFIA-AS2 ya da HMGAI1’in
susturulmasinin ila¢ duyarliligini artirarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Chen
ve ark. 2019). Bu tez ¢alismasinda da HIF1A-AS2’nin susturulmasinin normoksik ve
hipoksik ortamda IGF2BP2, DHX9 ve HMGAT1 gen ekspresyonlar1 iizerine etkisi
gqPZR analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore; H69 ve H69AR
hiicrelerinde HIF1A-AS’nin susturulmasi, normoksik ve hipoksik ortamda kontrol
gruplarina kiyasla DHX9 ve HMGAI1 gen ekspresyonlarini anlamli sekilde
azaltmistir. H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile hem normoksik
hem hipoksik ortamda IGF2BP2 gen ekspresyonun da anlamli olarak azaldig: tespit
edilmistir. Ayrica, iki hiicre hattinda da hipoksiye bagli olarak gozlenen ilgili
genlerin ekspresyonlarindaki artisin HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile engellendigi
gorilmiistiir. Bu sonuglar géz Oniine alindiginda, HIF1A-AS2’nin susturulmasimin
normoksik ve hipoksik ortamda ila¢ duyarliligin1 artiric1 etkisinin HMGAL ile iligkili

olabilecegi de diisiiniilmektedir.

Yukarida bahsi gecen genlere ek olarak, H69 hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin
susturulmasi kontrol gruplarina gore, normoksik ve hipoksik ortamda MVP, TOP2A
ve TOP2B genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli azalmaya neden olmustur.
H69AR hiicrelerinde ise HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile kontrol gruplarma gore
normoksik ortamda MVP, MYC ve UGCG genlerinin, hipoksik ortamda ise MYC,
TOP2A, TOP2B, TP53 ve UGCG genlerinin ekspresyon seviyeleri anlamh sekilde
azalmistir. Ayrica, hipoksik ortam H69 hiicrelerinde MVP, MYC, TOP2A ve
TOP2B genlerinin, H69AR hiicrelerinde ise GSK3A, MYC, TOP2A, TOP2B, TP53

ve UGCG genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli artisa neden olmustur.
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MVP geni; nukleositoplazmik tasimada gorevli bir riboniikleoprotein
partikiiliiniin ana bilesenini olan, akciger diren¢ proteini (LRP) olarak da
isimlendirilen proteini kodlamaktadir (Bai ve ark. 2019). Bu proteinin ilag direnci ile
iliskisi;  riboniikleoprotein  partikiiliiniin  platin  tiirevli ilaglart  niikleustan
sitoplazmaya tasimasi, sonrasinda ise ilaclarin ABC tasiyicilar1 araciligiyla hiicre
disina atilmasi ile agiklanmaktadir (Janikova ve ark. 2016). MVP ekspresyonundaki
artis ila¢ direncinin yanm1 sira kanserde metastaz ve EMT siireci ile de
iligkilendirilmektedir (Lee ve ark. 2017; Xiao ve ark. 2019). DNA sarmalinin
gevsetilmesinde rol oynayarak replikasyon ve transkripsiyonu kolaylastiran
topoizomeraz enzim ailesinin bir {iyesi olan TOP2B, doksorubisin ve etoposid gibi
KHAK tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ajanlarin da hedefini olusturmaktadir
(Heestand ve ark. 2017). TOP2B’nin artan ekspresyonu over kanseri ve karaciger
kanseri hastalarinda diistik sag kalim orani ile iligkilendirilmistir (Bai ve ark. 2016;
Liu ve ark. 2018). DNA’nin topolojik yapisini diizenleyen topoizomeraz enzim
ailesinin bir diger liyesini kodlayan TOP2A gen ekspresyonunun da akciger kanseri
dokularinda yiiksek oldugu belirtilmis; susturulmasinin akciger kanseri hiicrelerinde
hiicre proliferasyonu, migrasyon ve invazyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Kou ve
ark. 2020). KHAK hastalar1 ile yapilan bir ¢alismada da yliksek TOP2B ekspresyonu
ilaca daha diisiik cevap, yliksek TOP2A ekspresyonu da kotii sagkalim ile iliskili
bulunmustur (Dingemans ve ark. 1999). KHAK ve KDAK da dahil olmak {iizere
cogu kanser tilirinde yiliksek oranda ifade edildigi bilinen ve onkogen olarak
tanimlanan MYC geni, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, apoptoz gibi biyolojik
stireglerde gorev alan c-myc transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir (Kim ve ark.
2006; Lu ve ark. 2016; Dragoj ve ark. 2019). Kanserde hiicre proliferasyonu, hiicre
sag kalimi, genomik instabilite, metastaz ve anjiyogenez ile iligskilendirilen MYC’in
inhibisyonunun kanser hiicrelerinde ila¢ direncini azaltabilecegi ve tedavi etkinligini
artirabilecegi diisiiniilmektedir (Wolfer ve Ramaswamy 2011; Pan ve ark. 2014; Li
ve ark. 2017). UGCG; tiim glikosfingolipitlerin Onciisii olan glikosilseramidin
tiretiminde gorevli sfingolipid metabolizmasinda 6nemli bir enzimi kodlamaktadir
(Wegner ve ark. 2018). KML hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada ¢oklu ilag direncinin
yilksek UGCG ekspresyonu ile iligkili oldugu, UGCG inhibisyonunun kanser
hiicrelerini kemoterapdtik ajanlara karsi daha duyarli hale getirdigi gosterilmistir
(Salustiano ve ark. 2020). Wegner ve ark. (2018) UGCG ekspresyonundaki artisla

iliskili olarak seramid miktarindaki artisin meme kanseri hiicrelerinde Akt
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aktivasyonu araciligiyla hiicre proliferasyonunu ve doksorubisin direncini
indiikledigini gostermistir.

Sonug olarak, H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi,
normoksik ve hipoksik ortamda hiicrelerin doksorubisin duyarliligini artiran ¢ok
sayida genin ekspresyon seviyesini etkilemistir. Bununla birlikte hipoksik ortam, ilag
duyarhiginda azalmaya sebep olabilecek ¢ok sayida genin ekspresyonunu artirmistir.
HIF1A-AS2’nin susturuldugu durumda normoksik ortama gore hipoksik ortamda da
benzer genlerin ekspresyonlarinda degisim gdzlenmesi, hipoksinin etkisini
dogrulamaktadir. Bununla birlikte HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile hipoksinin bu

genler lizerindeki etkisinin baskilandig goriilmektedir.

Tez calismasinda HIF1A-AS2’nin normoksik ve hipoksik kosullarda KHAK
hiicrelerinde kemoterapdtik direngteki olasi etkisi otofaji ile iliskili olarak ele
alimmistir. Bu amagcla, HIF1A-AS2 ifadesi susturulmus normoksik ve hipoksik
ortamdaki hiicreler ile doksorubisin varliginda ve yoklugunda otofaji analizi
gerceklestirilmistir. Ayrica, otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri qPZR

analizi ile degerlendirilmistir.

Otofaji analizi sonuglarina gore; HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile normoksik
ve hipoksik ortamda ¢ogaltilan H69 ve H69AR hiicrelerinde, 10 uM doksorubisin
varliginda ve yoklugunda otofaji, kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde
azalmistir. Ayrica hipoksik ortam, H69 hiicrelerinde doksorubisin varliginda ve
yoklugunda otofajinin artmasina neden olmustur. H69AR hiicrelerinde ise hipoksik
ortam doksorubisin yoklugunda otofajiyi artirsa da, doksorubisin varliginda otofaji
miktarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir.

qPZR analizi sonuglarmma gore; HIF1A-AS2’nin susturulmasi, H69 ve
H69AR hiicrelerinde normoksik ve hipoksik ortamda kontrol gruplar ile
karsilagtirildiginda otofajinin baslama, uzama, olgunlagsma, fiizyon ve bozunma
basamaklarinda gorevli proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonlarinda anlaml
azalmaya neden olmustur (Parzych ve Klionsky 2014). Ayrica, hipoksik ortamin her
iki hiicre hattinda da otofaji ile iligkili genlerin ekspresyonlarini anlamli sekilde
artirdig tespit edilmistir. Bununla birlikte, hipoksinin bu genlerin ekspresyonlari

tizerine etkisinin HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile engelledigi belirlenmistir.
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Otofajinin kanserde tartismali bir rolii oldugu diisiiniilse de, ilag direncinde
etkili olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica, otofajinin ¢esitli ajanlar aracilifiyla
diizenlenmesi kanserde yeni bir tedavi stratejisi olarak karsimiza g¢ikmaktadir
(Towers ve Thorburn 2016; Li ve ark. 2019). Akciger kanseri hiicre hatlar ile
yapilan bir calismada, H69 hiicrelerinin de igerisinde bulundugu néroendokrin
karaktere sahip hiicrelerde otofaji belirteci LC3’1in yiiksek oranda eksprese edildigi
ve bu hiicrelerde otofajinin hiicre proliferasyonu ve sag kalimda rol oynadigi
belirtilmistir. Ayni ¢alismada néroendokrin karakterdeki akciger kanseri hiicrelerinin
otofaji inhibitorlerine daha duyarl oldugu da ortaya konmustur (Hong ve ark. 2013).
Benzer sekilde Rupniewska ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢calismada da KHAK
hiicrelerininin otofaji inhibitorlerine karst daha duyarli oldugu, bu hiicrelerde otofaji
inhibisyonunun yeni bir tedavi stratejisi olarak denenmesi gerektigi belirtilmistir.
Akciger kanseri hiicreleri ile gerceklestirilen baska bir g¢alismada da otofaji
inhibisyonunun hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve kanser hiicrelerini sisplatine daha

duyarl hale getirdigi gosterilmistir (Kaminskyy ve ark. 2012).

Tez calismasinda HIF1A-AS2’nin susturulmasinin normoksik ve hipoksik
ortamda, doksorubisin varliginda otofaji iizerine etkisi; otofagozom olusumu icin
gerekli olan PI3KC3 kompeksinin ana bileseni Beclin-1 protein seviyesinin western
blot yontemi ile analiz edilmesiyle de degerlendirilmistir (Sun ve ark. 2009). Buna
gore; HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile H69 ve H69AR hiicrelerinde normoksik ve
hipoksik ortamda Beclin-1 protein seviyesi azalmistir. Ayrica, her iki hiicre hattinda
hipoksiye bagli olarak Beclin-1 protein seviyesinde artis meydana gelmistir. Bununla
birlikte, HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile hipoksinin Beclin-1 protein seviyesi
tizerindeki artiric1 etkisi baskilanmistir. Cesitli kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismalar
Beclin-1’1in apoptoz, hiicre proliferasyonu ve ilag direnci ile de iliskili oldugu ortaya
koymustur. Ornegin, kolorektal kanseri hiicrelerinde BECN1’in susturulmasiin
otofaji ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, apoptozu ise indiikledigi
gosterilmistir (Liu ve ark. 2017). Chen ve ark. (2020) tarafindan gastrointestinal
stromal tiimor hiicrelerinde BECN1’in susturulmasinin hiicreleri imatinibe daha
duyarli hale getirdigi belirtilmistir. {laca direngli KHAK hiicrelerinde de BECN1’in
siRNA ile susturulmasmin ila¢ duyarliligimni artirdigi gosterilmistir (Yang ve ark.

2017). Bu bilgiler 1s181inda H69 ve H69AR hiicrelerinde otofajinin koruyucu bir rolii
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oldugu, HIF1A-AS2’nin susturulmasi ile normoksik ve hipoksik ortamda otofajinin

azalmasinin bu hiicrelerde ila¢ duyarliligini artirdig diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanserde tanimlanmis temel mekanizmalarin disinda ¢ok sayida faktoriin ilag

direncinde etkili olabilecegi belirtilmektedir. Bu tez ¢alismasinda da, HIF1A-AS2

IncRNA’nin KHAK hiicrelerinde ilag¢ direnci iizerine olasi etkisi otofaji lizerinden

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.1.’de sematize edilmis olup, bu

sonuglara gore;

>

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi, normoksik ve
hipoksik ortamda doksorubisinin ICsy degerlerinde kontrol gruplarina kiyasla
anlamli azalmaya neden olmustur.

HIF1A-AS2’nin susturulmasi normoksik ve hipoksik ortamda H69 ve
H69AR hiicrelerinde doksorubisine bagli apoptozu artirmistir.

Hipoksik ortam H69 hiicrelerinin doksorubisin duyarlilifinda azalmaya
neden olurken, H69AR hiicrelerinde doksorubisine verilen cevap iizerine
etkisi bulunmamustir.

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi normoksik ve
hipoksik ortamda ila¢ duyarlilifini artirabilecek c¢ok sayida genin
ekspresyonunu degistirmistir. Ayrica, H69AR hiicrelerinde direng ile iliskili
MRPI1 protein seviyesinin HIFIA-AS2’nin susturulmasi ile normoksik ve
hipoksik ortamda azaldig: tespit edilmistir.

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi normoksik ve
hipoksik ortamda doksorubisin yoklugunda ve varliginda otofaji miktarinda
azalmaya neden olmustur.

H69 ve H69AR hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasi normoksik ve
hipoksik ortamda otofajiyi inhibe edecek sekilde cok sayida genin
ekspresyonunu degistirmistir. Her iki hiicre hattinda da HIF1A-AS2’nin
susturulmasi ile normoksik ve hipoksik ortamda otofaji ile iliskili Beclin-1
protein seviyesi azalmaistir.

Hipoksik ortam, H69 ve H69AR hiicrelerinde ilag direnci ve otofaji ile iligkili
cok sayida genin ekspresyonunda artisa yol agmustir. Sitotoksisite ve apoptoz
analizi sonuglar1 ise hipoksinin, hali hazirda direngli olan H69AR
hiicrelerinde ila¢ direncini daha da artirict bir etkisinin olmadigini
gostermistir. Bununla birlikte, gen ekspresyon seviyelerinde degisimin

gozlendigi ilag direnci ile iligkili genlerin hiicre invazyonu ve migrasyonunda
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da rol oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle H69AR hiicrelerinde hipoksinin,
invazyonu artirici bir etkisinin olabilecegi diisliniilmektedir. Bu gorisi
dogrulamaya yonelik olarak ek invazyon ve migrasyon analizleri
gerceklestirilebilir.  H69  hiicrelerinde ise hipoksi, ilag duyarhiliini
azaltmistir. HIF1A-AS2’nin  susturulmasi ile hipoksinin bu etkisi
baskilanmustir.

» KHAK hiicrelerinde HIF1A-AS2, HIF1A ekspresyonunu pozitif yonde

diizenlemektedir.

HIF1A-AS2 siRNA
M

Hipoksi l Hipoksi
I
Dl 1 (wt om
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'T‘Ilag: duyarlilig1
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ARNT TApoptoz
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GSTP1

XPA
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Otofaji Otofaji Doksorubisia ()

Sekil 6.1. Tez ¢alismasindan elde edilen sonuglarin sematize hali.

Elde edilen sonuglara gore; normoksik ve hipoksik ortamda, H69 ve H69AR
hiicrelerinde HIF1A-AS2’nin  susturulmasinin en Onemli etkisi HIF-1a’nin
baskilanmasi ve otofajinin inhibe edilmesidir. Literatiire gére, KHAK hipoksik bir
timor olarak degerlendirilmekte ve bu tiimdrde otofaji inhibisyonunun tedavi
etkinligini artiracag: belirtilmektedir. Sitotoksisite, apoptoz ve otofaji analizlerinden
elde ettigimiz  sonucglar  birlikte  degerlendirildiginde, = HIF1A-AS2’nin
susturulmasimnin  bir sonucu olarak otofajinin inhibe olmasinin, hiicrelerin
doksorubisin duyarliligmmi artirdigr goriilmektedir. Molekiiler analizler ile de
desteklenen bu sonu¢, KHAK hiicrelerinde ilag duyarlilifinin hipoksi-HIF1A-AS2-
otofaji ekseninde diizenlendigi gostermektedir. Bununla birlikte mekanizmanin tam
olarak  aydinlatilmasi, 6zellikle shRNA  kullanarak  HIF1A-AS2-miRNA
etkilesiminin aragtirilacagi daha kapsamli molekiiler analizler ve in vivo modeller ile

gerceklestirilebilecek daha ileri ¢aligmalar ile miimkiin olacaktir.
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