T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BiYOLOJI

YUKSEK LiSANS PROGRAMI

AKCIiGER KANSERINDE RPS26P25 PSEUDOGENININ
HUCRE CANLILIGI, APOPTOZ VE HUCRE DONGUSU
UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

GULSAH NUR ULGU

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Dog. Dr. Bakiye GOKER BAGCA

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

TPF-25011 proje numarasi ile desteklenmistir.

AYDIN-2025



KABUL VE ONAY

T.C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Yiiksek Lisans Programi cercevesinde Giilsah Nur ULGU tarafindan hazirlanan
“Akciger Kanserinde RPS26P25 Pseudogeninin Hiicre Canlilig1, Apoptoz ve Hiicre Dongiisii
Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmas1” bashkli tez, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans

Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 28/07/2025

Dog. Dr. Bakiye GOKER BAGCA ~ Aydin Adnan Menderes Universitesi

Dog. Dr. Umut Kerem KOLAC Aydin Adnan Menderes Universitesi
Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ Ege Universitesi
ONAY:

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Smav
Y o6netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saglik
Bilimleri Enstitiisinin ...............cc.ooeeees tarth ve ...l say1l1

oturumunda alman ........................ nolu Yonetim Kurulu karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Siileyman AYPAK

Enstiti Mudiri



TESEKKUR

Tez ¢aligmamin planlanmasindan sonuglandirilmasina kadar gegen siirecte, degerli bilgi
ve teciibeleriyle bana yol gosteren, bilimsel bakis acimi gelistirmemde biiyiik katkilari olan,
her agamada sabur, ilgi, yardim, anlayis ve hosgoriisiinii esirgemeyen danigman hocam Dog.

Dr. Bakiye GOKER BAGCAya en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bana her konuda yardimci olan ve destegini esirgemeyen anabilim dali
hocalarim Prof. Dr. Mehtap KILIC EREN, Prof. Dr. Abdullah YALCIN, Prof. Dr. Gizem
DONMEZ YALCIN, Prof. Dr. Ali OZMEN ve Do¢. Dr. Umut Kerem KOLAC’ a, ayrica
tezimi bilimsel olarak degerlendirmeyi kabul eden Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ’ e

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez siireci boyunca, birlikte omuz omuza ¢alistigim, en yogun ve en stresli anlarda bile
giilmeyi basarabildigimiz, hem moral hem de pratik desteklerini hi¢ esirgemeyen degerli
yiiksek lisans ekip arkadaslarim Badegiil AKYOL ve Mehmet Can KATUKA’ ya tesekkiirii
bir bor¢ bilirim. Yorgun laboratuvar giinlerinde paylastigimiz kahveler, sabahtan aksama
kadar siiren deneyler ve arada kac¢irdigimiz kahkaha molalar1 bu siireci daha katlanilir, hatta

zaman zaman keyifli kild1. Iyi ki bu yolda yalniz yiiriimemisim.

Hayatimin her alaninda oldugu gibi bu zorlu siiregte de sevgisi, sabri ve destegiyle
yanimda olan, beni her kosulda motive eden canim babam Mehmet ULGU, annem Ayse

ULGU’ ye, abim Onur Can ULGU, kardesim Ugur Can ULGU’ ye minnettarim.

Bu zorlu akademik yolculukta yanimda olan, nesemi, moralimi ve enerjimi hep yiiksek
tutan tiim arkadaslarima kalpten tesekkiir ederim. Isimlerinizi tek tek yazamam ¢iinkii o kadar
cok ve degerli kisisiniz ki saymakla bitmez. Sayisiz sohbetlerimiz, bazen kahkahalarla bazen
de derin diisiincelerle dolu anlarimiz, paylastigimiz destek ve anlayis olmadan bu siireci

tamamlamak ¢ok daha zor olurdu. Her birinizin varlig1 bana gii¢ verdi, iyi ki varsiniz.

Bilim yolculugumda bana katki saglayan, destegini ve emegini esirgemeyen tiim kisi ve

kurumlara sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

II


https://akademik.yok.gov.tr/AkademikArama/AkademisyenGorevOgrenimBilgileri?islem=direct &authorId=9F403EC227601B18
https://akademik.yok.gov.tr/AkademikArama/AkademisyenGorevOgrenimBilgileri?islem=direct &authorId=9828706DC7AAD622
https://akademik.yok.gov.tr/AkademikArama/AkademisyenGorevOgrenimBilgileri?islem=direct &authorId=3EEB4AF4DEF3A738
https://akademik.yok.gov.tr/AkademikArama/AkademisyenGorevOgrenimBilgileri?islem=direct &authorId=3EEB4AF4DEF3A738
https://akademik.yok.gov.tr/AkademikArama/AkademisyenGorevOgrenimBilgileri?islem=direct  &authorId=8DEDC736D6163512

ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ....ooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e ess s esssenessanes
TESEKKUR ..ot
ICINDEKILER. ....c...cveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.........ccooooiiiiiieeeeeeeeeeeeeee,
SEKILLER DIZINT.....oooeooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et

TABLOLAR DIZINT ..o e e eee e s e e e s ereaen

ABSTRACT ...ttt sttt ettt ettt et e b e eneenas
1 GIRIS .o,
1.1. Arastirmanin Problem..............ccoooiiiiiiiiiiiic e
1.2, Aragtirmanin SOTUSU........ccueieeeiiurieeeeiiieeeeeiteeeeeeiteeeeereeeeeeereeeeesaaaaeeeeensaeeeaanns
1.3. Arastirmanin HiPOteZi........cccueevuieriieiiieriiieieesiieeie et
1.4. Aragtirmanin Varsaylmlari..........ccocoeceriinieninieninienieeeeneeneee e
1.5. Arastirmanin SInirlilKIari..........cooeiiiiiie e
1.6. AraStirmanin ATNACI.......ccuueiieeiieeeeeeiiieeeeeieeeeeeieeeeeeireeeeeerareeeeeeareeeeananseeeennnnens
2. GENEL BILGILER....c..o ittt
2.1 KANSET ettt ettt st ettt e b s
2.1.1. Kanserin Temel OzelliKIEr.............ccoovevevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
2.1.2. Kanserin KOKENI.....c..oouiriiiiiieiieieriei et
2.1.2.1. Genetik MUtaSYONIATL.........cccuiiriieiieiieeiieeie ettt e sve e seaeens
2.1.2.2. Epigenetik Degisiklikler ve Gen Ifadesi.........c..cccoevrueveicreveieereirieeceeene,

2.1.2.3. Cevresel Faktorler ve Kanser Geli$imi........cc.cceveeeiieeeiieeeiiieeie e

11

111

vil

X11

X111

X1V

I



2.1.2.4. TimoOr Mikrogevresi Ve KansSer.............cooevuvieieiiiiiieceiiiie e

2.1.2.5. Metastaz ve Kanserin Yayllmasi.......coccceeoueeiieniieniienieeieeeeeeee e

2.2. Akciger Kanseri.........
2.2.1. Epidemiyoloji.........
2.2.2. Risk Faktorleri........

2.2.3. Smiflandirma..........

2. 2.4, MOILEKUIET TOMEILETI. ... eeeeeeeeeeeeee e e e e e e eeeeee e e e e e e e eeeeeeas

AT 2 VI 0 111 101 (<) o DO

2.2.5. 1. KHNIK BEIITIIET. ccuutieiiieii ettt ettt et et et e et e e e ea e s senennnes

2.2.5.2. GOrintileme TeKNIKIEIT. . .ccoeveeeeeeeeeee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeaens

2.2.5.3. Biyopsi ve Sitoloj

K TNCEIEMEIET. ...,

2.2.5.4. MoleKUler Tant Y OntEMIETT. .. e e e e e e e eeeeeeeeeeaeaeaeaeaaaeaas

2.2.5.5. Tedavi YONtEMIETI. ...ooove i e

2.2.5.6. Prognoz ve Izlem.

2.3. Pseudogenler.............

2.3.1. Pseudogenlerin Tanimi ve Genel OzelliKIeri............covevervevieeeeiieeieisieeenans

2.3.2. Kanser Biyolojisinde Pseudogenler.............cccocveviieiieniienieniieieecieeee e

2.3.2.1. ceRNA Ag1 ve MikroRNA ReKabeti.......cccoeoveriieciieniiiiieeiieieecieeieeein

2.3.2.2. Epigenetik Mekanizmalar............ccooooeiiiiniiiiiiniiie e

2.3.2.3. Tiimére Ozgii Imza ve Biyobelirteg Potansiyeli.............ccovrvevruerevruernennes

2.3.2.4. Potansiyel Klinik

Uygulamalar ve Gelecek Perspektifler............c.cue.......

2.3.3. Akciger Kanserinde Pseudogenler.............ccoocvveriieiiiinieeniieniieiieeieeee e

2.3.3.1. Tan1 ve Prognozda Pseudogenlerin ROli.........c.cocoueeiiiiiiiiiiniiiieicecee,

2.3.4. RS26P25 PSCUAOZENI.....ccuveeuiiiieiiiiiniieieeteeitete ettt

3. GEREC VE YONTEM

12

12

12

13

13

13

17

18

18

19

19

20

21

22

22

22

23

25

v



3.1. Hiicre Kiiltiirti Calismalari...........cocoooiiiiiiiiiiiiiiec e e
3.1.1. Kullantlan HUCTEIET.........cc.coiiiiiiiiieiee e
3.1.2. Farkli Akciger Hiicre Modellerinin Cogaltilmasi ve Takibi............cccceeuneeeee.
3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi..........c.cccueeriiriiienieeiiienie et
3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi.........coceeuereeriinienieieeiesceeeese e

3.1.5. Hiicrelerin COZUIMESI.........ocoeiuiiiieiiiiee e

3.2. Hiicre Modellerinde RPS26P25 Pseudogeninin Ekspresyon Diizeylerinin
BelITI@NmMESI. . ettt

3.2.1. RNA 1ZOIASYONU. ....covvoveececeeeeieeeeeeeeee e
3.2.2. RNA Miktarmin ve Saflik Degerlerinin Olgiimii............ccoooevevevevieeeireeenne.
3.2.3. Komplementer DNA (CDNA) SeNteZi.......cccveeeviereieeiieniieeiieiieeie e eve e

3.2.4. Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR).........

3.3. Hiicre Modellerinde RPS26P25 Pseudogeninin Susturulmasi ve Validasyonu.
3.4. Sisplatinin Hiicreler Uzerindeki Sitotokstk Etkisinin Belitlenmesi...................
3.5. Fonksiyonel in vitro Calismalar..............cccoeviierieniieenieeieeiecie e
3.5.1. RPS26P25 Pseudogeninin Apoptoz Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi.........

3.5.2. RPS26P25 Pseudogeninin Hiicre Déngiisii Uzerindeki Etkisinin
BelITI@NmMESI. .. et

4. BULGULAR ...ttt ettt et sae s e nseenaeeseenseeneas
4.1. RPS26P25 Geninin EKspresyon DUZEYi........cccvevveeiierieeiienieeieeieeeeeeiee e
4.2. Hiicre Modellerinde RPS26P25 Pseudogeninin Susturulmasi ve Validasyonu.
4.3. SitotoksiSite ANANZIETT.......eeiuiiiiieiiiiiieie e
4.4. Apoptoz Analizleri SONUGIArL..........coocuiiiiiiiiiiiie e

4.5. Hiicre Dongiisti Analizleri Sonuglart............ceeevveviiiiiiniiieiieciieieeieeeeeeeeen

S.TARTISMA . ..ot s

6. SONUC VE ONERILER........c.oiiiiiiiiieeeeeeeee e

25

25

25

26

26

27

27

27

28

28

28

29

30

31

31

32

33

33

33

34

35

42

50

53



KAYNAKLAR...............

BILIMSEL ETiK BEYANI

OZGECMIS....cooevveen.

VI



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

% Yiizde

°C Santigrat

A549 Insan akciger adenokarsinom hiicre hatt:
ALK Anaplastik Lenfoma Kinaz

BRAF B-Raf Proto-Onkogen

cDNA Komplementer DNA

ceRNA Rekabetci Endojen RNA

cm? Santimetrekare

CO: Karbondioksit

Ct Esik dongii

DDR2 Diskoidin Alan1 Reseptor Tirozin Kinaz 2
dk Dakika

DMSO Dimetil Stilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

DNMT DNA Metiltransferaz

EGFR Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
EMT Epitelyal- mezenkimal gegis

ESMO Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi
FGFR1 Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptor 1
FISH Floresan in stu hibridizasyon

FITC Floresin izotiyosiyanat

g Yercekimi ivmesi birimi

VII



GLOBOCAN
HER2
ICso
KEAP1
KHAK
KHDAK
KOAH
KRAS
MAPK
MET
mg
miRNA
ml
mRNA
NF-KB
NGS

nM
PI3K
pS3

PBS

PI
PIK3CA
pmol
PTEN

PTENP1

Kiiresel Kanser Gozlemevi

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Yar1 maksimal inhibisyon konsantrasyonu
Kelch-like ECH-associated protein 1

Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1

Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Mitojen Aktif Protein Kinaz

MET Proto-Onkogen, Hepatosit Biiylime Faktorii Reseptorii
Miligram

mikro RNA

Mililitre

Mesajc1 RNA

Niikleer Faktor Kappa B

Yeni Nesil Dizileme

Nanomolar

Phosphoinositide 3-kinase

Tiimor baskilayict protein 53 (TP53 gen iiriinii)
Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Salin)
Propidium iodide

Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birimi alfa
Pikomol

Phosphatase and Tensin Homolog

PTEN Pseudogene 1

VIII



RB1
ref
RET
ROS1
RPL11
RPLS
rpm
RPS26

RPS26P25

siRNA
SOX2
STAT
TCGA
TGF- a
TNM

TP53

pM

WHO

Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

Rat Sarcoma Oncogene Family

Retinoblastoma 1

Bagil Santrifiij Kuvveti

Rearranged during Transfection

ROS Proto-Oncogene 1, Receptor Tyrosine Kinase
Ribozomal Protein L11

Ribozomal Protein L5

Dakikadaki Devir

Ribozomal Protein S26

Ribosomal protein 26 pesudogen 25

Saniye

Kiigiik Miidahaleci RNA

SRY-Box Transcription Factor 2

Signal Transducer and Activator of Transcription
Kanser Genom Atlas1

Transforming Growth Factor-alpha

Timor, Lenf Nodu, Metastaz

Tiimor protein 53 genini kodlayan tiimor baskilayici gen

Mikro litre
Mikro molar

Diinya Saglik Orgiitii

IX



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

SEKILLER DiZINI

Akciger kanserinin siniflandirmast...........coccoevieiiiiiiiniiieien e
Akciger kanseri sinyal iletim yollari.........cccoooeeiiiiiiiiiiniieeee
Kanser hiicrelerinde sisplatin direncinin baglica mekanizmalart.......................
Sisplatin direnci ve metformin/kordisepin aracili duyarlilik mekanizmasi........
RPS26P25 pseudogeni ile islevsel RPS26 geninin dizilimsel karsilagtirmasi...

A549 ve T2A hiicre hatlarinda sisplatinin sitotoksik etkisini belirlemek

amactyla kullanilan sisplatin konsantrasyonlari............cccceeveeiieneiiienieenieenne.

Apoptoz ve hiicre dongiisii analizlerinde kullanilan deney gruplarini gésteren

CAlISIMNA PLANT...c.etiiiiiiiiiiie ettt et ee
A549 ve T2A hiicre hatlarinda qPCR analizi sonuglart............ccceeeeeeiiennnenne.

a.A549 ve b. T2A hiicrelerinde anti-RPS26P25 uygulamasina bagli susturma

VAlIAASYONU. ...e.evieiiieiieeiie ettt ettt ettt a e e be e st e esbeessseensaessseenseennnas
a. A549 b.T2A hiicrelerinde sisplatinin sitotoksisite grafikleri.........................

A549 hiicrelerinde RPS26P25 * in susturulmasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz
tizerindeki etkisi a. Kontrol b. RPS26P25 siRNA c. Negatif siRNA d.
Sisplatin e. Sisplatin +RPS26P25 SIRNA ......cccooooviiiiieiieieeieeeeceeeee e

A549 hiicrelerinde RPS26P25’in susturulmasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz

iizerindeki etkisinin 6zet gOTUNUMIL........ccceeiiiiiiieiiieiee e
A549 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre oranlari............cceevveevvienienciienneenen.

T2A hiicrelerinde RPS26P25°¢ in susturulmasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz
izerindeki etkisi a. Kontrol b. RPS26P25 siRNA c. Negatif siRNA d.
Sisplatin e. Sisplatin +RPS26P25 sIRNA.......cccoiiiiiiiiieeeeee e

T2A hiicrelerinde RPS26P25’in susturulmasinin hiicre canliligi ve apoptoz

tizerindeki etkisinin 6zet gOrUNUMIL.........coveevierieriiieiieeie et



Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19..

Sekil 20.

T2A hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre oranlari.............ccceeeevieeriiienciieennenns

A549 hiicrelerinde RPS26P25’ in susturulmasinin hiicre dongiisii izerindeki
ettkileri a. kontrol grubu b. RPS26P25 siRNA c. Negatif siRNA d. Sisplatin
e. Sisplatin TRPS26P25 SIRINA.....cc.ooiiieiietee et

A549 hiicrelerinde hiicre dongiisii fazlart degigimi........cccccvevveeviverieerieenneenen.

T2A hiicrelerinde RPS26P25’ in susturulmasinin hiicre dongiisii tizerindeki
etkileri a. kontrol grubu b. RPS26P25 siRNA c. Negatif siRNA d. Sisplatin e.
Sisplatin + RPS26P25 SIRNA.........coooiieiieeiee ettt

T2A hiicrelerinde hiicre dongiisii fazlart degisimi.........coceveevieecienieneniiencenene

XI



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6 .

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

TABLOLAR DIiZiNi

Adenokarsinomda sik gozlenen genetik degisiklikler.............cccceeveeninnee.
Skuamoz hiicreli karsinomda sik gézlenen genetik degisiklikler..................
Tiimor baskilayict gen degigiKliKIeri......cccuvevieriiiiiiiniieiieeieeieece e,

A549 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre orant..........ccceeevvevveeveennrennnnnne.

A549 hiicrelerinde RPS26P25 susturulmasinin apoptoz lizerindeki etkisi

ve Tukey ¢oklu karsilagtirma testi sonuglart...........ccoeceeiieiiiiniiiieniene

T2A hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre orant...........ccccoeeeecvveeecieeecreeenneen.

T2A hiicrelerinde gruplar arasi toplam apoptotik hiicre oranlarinin

Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmesi...........cccccveeeveennenee.

A549 hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasinin hiicre dongiisiine etkisi ve

Tukey c¢oklu karsilagtirma testi SONUGLATT........cccueeviieriiiiiiiiiieeeee e,

T2A hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasinin hiicre dongiisiine etkisi ve

Tukey c¢oklu karsilagtirma testi SONUGIATL.........cceevvieriieriieniieiieeie e,

38

40

41

44

48

XII



OZET

AKCIiGER KANSERINDE RPS26P25 PSEUDOGENININ HUCRE CANLILIGI,
APOPTOZ VE HUCRE DONGUSU UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Ulgii G. N. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2025.

Amag: Bu calismada, RPS26P25 adli pseudogenin akciger kanseri hiicrelerindeki potansiyel

rolii arastirilmig ve terapotik hedef olarak degerlendirilebilirligi incelenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 (A549) ile saglikli
Tip II alveol epitel hiicre hatt1 (T2A) kullanilmistir. Hiicreler MEM besiyerinde kiiltiirlenmis,
canlilik tripan mavisi ile izlenmistir. RPS26P25 ekspresyonu qPCR ile belirlenmis, gen
susturma siRNA ile gerceklestirilmigtir. Susturma sonrast RNA izolasyonu yapilarak qPCR
ile dogrulama yapilmistir. Apoptoz ve hiicre dongiisii akis sitometrisi ile degerlendirilmistir.
Sisplatin ile kombinasyon ¢aligmalar yiiriitiilmiis, veriler GraphPad Prism yazilimi ile analiz

edilmistir.

Bulgular: RPS26P25 pseudogeninin susturulmasi, A549 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre
oraninda %16,07’lik anlamli artisa (p < 0,0001) neden olmus; sisplatinle kombinasyonu
ek %4,65 artig saglamis ancak bu fark anlamli bulunmamistir (p = 0,1016). T2A hiicrelerinde
ise apoptoz %6,69 artmis (p = 0,0101), kombinasyonla %5,32 azalmistir (p = 0,052). Hiicre
dongiisii analizinde, A549 hiicrelerinde GO/G1 fazi1 artmig (p = 0,0137), S faz1 azalmistir.
Sisplatin S fazinda birikmeye yol agmis (p < 0,0001), bu etki gen susturmasiyla degismemistir.
T2A hiicrelerindeki uygulamalar ise G1, S ve G2 fazlarinda anlamli bir degisiklik
olusturmamuistir (p > 0,05).

Sonu¢: RPS26P25 pseudogeninin akciger kanseri hiicrelerinde apoptoz ve kemoterapiye
duyarlilig: etkiledigi gosterilmistir. Bu bulgular, s6z konusu pseudogenin terapotik hedef ve
potansiyel biyobelirte¢ adayr olabilecegini desteklemektedir. Daha ileri in vivo ve klinik

calismalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Akciger Kanseri, Apoptoz, Hiicre Canliligi, Pseudogen, RNA

Interferansi, Sisplatin
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMPACT OF RPS26P25 PSEUDOGENE ON CELL
VIABILITY, APOPTOSIS, AND CELL CYCLE IN LUNG CANCER CELLS

Ulgii G. N. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Medical
Biology Program, Master's Thesis, Aydin, 2025.

Objective: This study aimed to investigate the potential role of the pseudogene RPS26P25 in

lung cancer cells and to evaluate its applicability as a therapeutic target.

Materials and Methods: Human lung adenocarcinoma cell line (A549) and healthy Type II
alveolar epithelial cells were used. Cells were cultured in MEM medium, and viability was
monitored by trypan blue exclusion. RPS26P25 expression was determined by qPCR, and
gene silencing was performed using siRNA. Following transfection, RNA isolation and qPCR
were used to verify silencing efficiency. Apoptosis and cell cycle analyses were conducted via
flow cytometry. Combination treatments with cisplatin were also performed. Data were

analyzed using GraphPad Prism software.

Results: The silencing of the RPS26P25 pseudogene resulted in a significant increase of
16.07% in the total apoptotic cell rate in A549 cells (p < 0.0001); its combination with
cisplatin provided an additional 4.65% increase, but this difference was not found to be
statistically significant (p = 0.1016). In T2A cells, apoptosis increased by 6.69% (p = 0.0101),
while the combination led to a 5.32% decrease (p = 0.052). In cell cycle analysis, an increase
in the GO/G1 phase was observed in A549 cells (p = 0.0137), accompanied by a decrease in
the S phase. Cisplatin caused accumulation in the S phase (p < 0.0001), and this effect was
not altered by gene silencing. In T2A cells, none of the treatments induced significant changes

in the G1, S, or G2 phases (p > 0.05).

Conclusion: RPS26P25 was shown to influence apoptosis and chemosensitivity in lung
cancer cells. These findings suggest that this pseudogene may serve as a therapeutic target and
a potential biomarker in lung cancer. Further in vivo and clinical studies are needed to

elucidate its role in cellular signaling pathways and confirm its translational relevance.

Keywords:Apoptosis, Cell Viability, Cisplatin, Lung Cancer, Pseudogene, RNA Interference
X1V



1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Problemi

Akciger kanseri, tiim diinyada en sik goriilen ve en fazla 6liime yol acan maligniteler
arasinda yer almaktadir. Hastalarin biiyiik bir kismi ileri evrede tani1 almakta ve mevcut tedavi
secenekleriyle smirli yanit alinabilmektedir. Ozellikle kemoterapiye karsi gelisen direng
mekanizmalari, tedavi etkinligini azaltmakta ve hastaligin seyrini olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu nedenle, akciger kanserinin altinda yatan molekiiler siireglerin daha iyi

anlasilmasi, yeni biyobelirteglerin ve tedavi hedeflerinin belirlenmesini gerekli kilmaktadir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Calismanin sorusu “RPS26P25 pseudogeninin, akciger adenokarsinomuna ait A549 hiicre
hattinda hiicre canlilifi, apoptoz, hiicre dongiisii ve sisplatine karsi duyarliligi tizerindeki
etkileri nelerdir ve bu etkiler saglikli Tip II Alveol (T2A) hiicre hattinda da benzer sekilde

gozlemlenmekte midir? ” seklinde belirlenmistir.

1.3. Arastirmanin Hipotezi

Bu c¢alismada, akciger adenokarsinomuna ait A549 hiicre hattinda, secilen bir pseudogen
transkriptinin biyolojik etkileri degerlendirilmistir. S6z konusu pseudogenin, hiicre canliligi,
apoptoz, hiicre dongiisii ve sisplatine kars1 duyarlilik iizerindeki potansiyel etkileri in vitro
hiicre kiiltiirii modelleri kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica ayni deneysel protokoller,
saglikli T2A hiicre hattinda da uygulanarak, elde edilen bulgularin kansere 06zgii olup

olmadig1 degerlendirilmistir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Arastirmada kullanilan hiicre hatlarinin, akciger kanseri ve saglikli alveol dokusunu in

vitro ortamda temsil ettigi varsayilmaktadir.



1.5. Arastirmanin Simirhhiklar:

Yalnizca bir kanser ve bir saglikli hiicre hatti kullanilmasi, elde edilen sonuglarin
genellenebilirligini sinirlamaktadir. Ayrica ¢alisma sadece in vitro modelle sinirl olup, in vivo
kosullarda degerlendirme yapilmamistir. Deneysel zaman araliklarinin sinirli olmasi da bagka

bir sinirlilig1 olusturmaktadir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci, daha once arastirllmamis olan RPS26P25 pseudogenin akciger
kanseri hiicre biyolojisindeki diizenleyici roliiniin ortaya konmasi ve bu molekiiliin gelecekte
potansiyel bir biyobelirte¢ veya terapotik hedef olarak degerlendirilebilmesi i¢in 6n veriler

sunulmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, genomik stabilitenin bozulmasi ve hiicresel proliferasyonun kontrolsiiz bir sekilde
artmas1 sonucu ortaya cikan, multifaktoriyel ve heterojen yapida seyreden bir hastalik
grubudur. Kanser i¢in giincellenmis bir tanim, kanser hiicre popiilasyonlarinin baglatilmasi ve
ilerlemesi tizerinde etkili olan dogal se¢ilim kuvvetini icermelidir. Bissell ve Hines'e (2023)
gore, giincel tanimda kanser; dogal sec¢ilim yoluyla evrimsel siireglere tabi olan transforme
hiicrelerin sebep oldugu, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile karakterize edilen bir hastalik

olarak tanimlanmaktadir. (Bissell ve Hines, 2023).

Diinya Saglhk Orgiitii'niin (WHO) 2024 yil1 verilerine gore, diinya genelinde yaklasik 20
milyon yeni kanser vakasi teshis edilmis ve 9,7 milyon kisi kansere bagli nedenlerle yasamini
yitirmistir. Bu veriler, kanserin kiiresel Olgekte ikinci en yaygin 6liim nedeni oldugunu

gostermektedir (World Health Organization; 1 Subat 2024).

2.1.1. Kanserin Temel Ozellikleri

Karsinogenez siireci, somatik mutasyonlarin birikimi, epigenetik yeniden programlamalar,
sinyal iletim yollarindaki diizensizlikler ve tiimor mikrogevresindeki dinamik etkilesimler ile

sekillenmektedir (Siegel ve digerleri., 2023).

Kanser, yalnizca genetik mutasyonlara dayali bir hastalik degil, ayn1 zamanda epigenetik,
metabolik ve mikrobiyal etkilesimlerle sekillenen ¢ok katmanli bir biyolojik siirectir. Hanahan
(2022), klasik sekiz kanser oOzelligine ek olarak tiimor hiicrelerinin kazanabilecegi yeni
islevsel boyutlar1 tanimlamis ve bdylece kanserin molekiiler patogenezine dair anlayisimizi

derinlestirmistir. Kanser hiicrelerinin temel 6zellikleri asagida 6zetlenmistir:

Siirekli proliferatif sinyaller iiretme: Kanser hiicreleri, ¢evresel sinyallere bagimli
olmadan siirekli olarak boliinme sinyalleri iiretir. Bu, tiimdrlerin biiylimesini ve
progresyonunu siirdiiren temel mekanizmalardan biridir. Siirekli proliferasyon, hiicrelerin

genetik ve epigenetik degisimlere ugrayarak kontrolsiiz sekilde ¢ogalmalarina neden olur.



Biiyiime baskilayici sinyallerden kagma: Kanser hiicreleri, normalde hiicre biiylimesini
durduran veya kontrol eden biiylime baskilayici sinyalleri yok sayar. Bu, 6zellikle 7P53 gibi
timor baskilayic1 genlerin inaktivasyonu ile gergeklesir ve hiicrelerin ¢ogalmasini

surdiirmesine olanak tanir.

Apoptozdan kacinma: Kanser hiicreleri, programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozdan
kagma yetenegi kazanir. Bu 0Ozellik, hiicrelerin hasar veya stres altinda bile hayatta
kalmalarini saglar, boylece kanser hiicreleri hayatta kalma ve ¢ogalma siireclerini devam

ettirir.

Replikatif oliimsiizliik: Kanser hiicreleri, sinirsiz bir sekilde boliinebilme kapasitesine
sahip olurlar. Normal hiicrelerde DNA kopyalanmas1 sirasinda telomer kisalmasi goriiliirken,
kanser hiicreleri telomeraz enzimi gibi mekanizmalarla telomerlerini yeniden uzatarak sinirsiz

boliinme yetenegi kazanir.

Anjiyogenezi indiikleme: Tiimérler, biiyiimek icin yeni kan damarlarina ihtiya¢ duyar.
Kanser hiicreleri, ¢evresindeki damarlari biiyiitmek icin anjiyogenez sinyallerini aktive eder.

Bu mekanizma, tiimoérlerin biiylimesini destekler ve metastaz icin yeni yollar acar.

Invazyon ve metastaz yetenegi: Kanser hiicreleri, gevrelerine invazyon yaparak kanserin
bulundugu organin disinda yayilabilirler. Bu 6zellik, kanserin daha ileri evrelere gegisini

saglar ve organlar arasinda yeni kanser odaklarinin olugsmasina neden olur.

Enerji metabolizmasinda yeniden programlama: Kanser hiicreleri, enerji liretimini
geleneksel oksidatif fosforilasyon yerine glikoliz yoluyla gergeklestirmeye yonelir. Bu,
Warburg etkisi olarak bilinir ve kanser hiicrelerinin hizli boliinme i¢in daha fazla enerjiye

sahip olmalarini saglar.

Bagisiklik sisteminden kag¢inma: Kanser hiicreleri, bagisiklik sisteminin saldirilarindan
ka¢mak icin c¢esitli stratejiler gelistirmistir. Bu mekanizmalar, tiimor hiicrelerinin bagisiklik
hiicreleri tarafindan taninmasini engeller, boylece bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmeden

varliklarini surdirebilirler.

Fenotipik plastisite: Kanser hiicreleri, fenotipik 06zelliklerini degistirerek ¢evresel
faktorlere adapte olabilme yetenegine sahiptir. Bu, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) gibi
stireglerle hiicrelerin metastaz potansiyelini arttirmalarin1 saglar ve tedaviye karsi direng

gelistirmelerine olanak tanir.



Epigenetik yeniden programlama: Kanser hiicreleri, genetik mutasyonlar olmaksizin,
DNA ve histon modifikasyonlar1 araciligiyla gen ekspresyonunu degistirebilir. Bu epigenetik

degisiklikler, hiicrelerin tiimoral Ozellikler kazanmasini saglar ve kanserin prognozunu

etkileyebilir (Hanahan 2022).

2.1.2. Kanserin Kokeni

Kanserin kdkenine dair bir¢ok farkli goriis bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalar,
kanserin yalnizca rastgele mutasyonlar sonucu ortaya cikan bir hastalik olmadigini, aksine
hiicre ici ve dis1 faktorlerin karmasik etkilesimlerinin sonucu olarak sekillendigini
gostermektedir. Bu bakis agisina gore, kanserin gelisimi yalnizca genetik hatalarla
aciklanamayacak kadar dinamik ve ¢ok yonliidiir. Jassim, Rahrmann, Simons ve Tumbar
(2023),  kanserin molekiiler biyolojisini daha derinlemesine anlamamiza ve tedavi

stratejilerini buna gére optimize etmemize olanak sagladigini belirtmektedir.

2.1.2.1. Genetik Mutasyonlar

Kanserin temelinde, hiicrelerin genetik materyalinde meydana gelen kalic1 degisiklikler
yer alir. Bu degisiklikler, proto-onkogenlerin onkogenlere doniisiimii ve timor baskilayici
genlerin inaktivasyonu gibi mekanizmalarla hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasina neden
olur. Ozellikle, hiicre dongiisiinii diizenleyen genlerdeki mutasyonlar, kanser gelisiminin
erken evrelerinde 6nemli bir rol oynar. Bu mutasyonlar, hiicrelerin DNA replikasyonu
sirasinda hatali cogalmasmna ve genomik instabiliteye yol acar. Ayrica, DNA onarim
mekanizmalarinin bozulmasi, kanser hiicrelerinin genetik hasarlari onaramamasina ve bu

nedenle tiimdr olusumunun hizlanmasina neden olabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011;

Chaffer ve Weinberg, 2011).

2.1.2.2. Epigenetik Degisiklikler ve Gen Ifadesi

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen
ekspresyonunun diizenlenmesidir. Kanser hiicrelerinde, histon modifikasyonlar1 ve DNA
metilasyonundaki degisiklikler, timor baskilayici genlerin susturulmasina ve onkogenlerin
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aktive olmasma yol agar. Ornegin, Histon H4' iin asetilasyonu ve metilasyonu gibi
modifikasyonlar, kanser hiicrelerinde farklilik gdsterir ve bu degisiklikler tlimor progresyonu
ile iligkilidir. Ayrica, Histon H2A.Z' nin yiiksek ekspresyonu, kanser hiicrelerinde genetik

instabiliteyi artirarak tiimor olusumunu tesvik eder (Joyce ve Pollard, 2009).

2.1.2.3. Cevresel Faktorler ve Kanser Gelisimi

Cevresel etmenler, kanserin olusumunda Onemli bir rol oynar. Sigara, radyasyon,
kimyasal maddeler ve enfeksiyonlar gibi faktorler, hiicrelerde genetik hasara yol acarak
kanser riskini artirir. Ornegin, sigara igmek, akciger kanseri basta olmak {izere birgok kanser
tirliniin  gelisiminde Onemli bir risk faktoriidiir. Ayrica, hava kirliligi ve endiistriyel
kimyasallara maruz kalmak da kanser riskini arttiran cevresel faktorler arasinda yer alir

(Lewandowska ve digerleri., 2018).

2.1.2.4. Timor Mikrocevresi ve Kanser

Tiimor mikrogevresi (TME), kanser hiicrelerini cevreleyen hiicreler, bag dokusu ve
damarlar gibi bilesenleri igerir. TME, kanser hiicrelerinin biiylimesini, yayilmasini ve
tedaviye yanitini etkileyen dinamik bir ortamdir. TME' deki hiicreler, kanser hiicrelerinin
invazyonunu ve metastazint tesvik edebilir. Ayrica, TME' nin bagisiklik hiicreleri,
fibroblastlar ve kan damarlar1 gibi bilesenleri, tiimoriin gelisiminde ve tedaviye yanitinda

onemli rol oynar (Verhelst ve digerleri., 2022).

2.1.2.5. Metastaz ve Kanserin Yayillmasi

Metastaz, kanser hiicrelerinin ana tiimorden ayrilarak viicudun diger bolgelerine yayilmasi
stirecidir. Bu siireg, kanserin 6liimciil hale gelmesinin baglica nedenlerinden biridir. Metastaz,
kanser hiicrelerinin invazyon, intravazyon, dolagim ve yeni bir mikrogevrede biiylime
asamalarint igerir. TME, bu asamalarin her birinde 6nemli bir rol oynar ve metastatik

yayilmay1 tesvik edebilir (Chaffer ve Weinberg, 2011).



2.2. Akciger Kanseri

Akcigerler, torasik bosluk igerisinde sag ve sol olmak iizere konumlanmis, yasam i¢in
elzem olan organlardir. Sag akciger lig, sol akciger ise iki lobdan olusur. Temel islevleri
arasinda, alveoler diizeyde oksijenin kana alinmasi ve metabolik atik olan karbondioksitin
atilmasi yer alir. Trakeadan ayrilan bronglar, bronsiollere ve sonrasinda alveollere dallanarak
gaz degisiminin gerceklesmesini saglar. Bu siireg¢, ventilasyon, difiizyon ve perflizyon
mekanizmalarmin koordineli c¢alismasiyla yiriitiiliir. Alveoller, tek katli yass1 epitel
hiicreleriyle ¢evrili olup, yiizey gerilimini azaltan surfaktan salgisi sayesinde acik kalir (Duma

ve digerleri., 2019).

Akciger kanseri, akcigerin epitel dokusundan koken alan ve genellikle bronsiyal
hiicrelerde baslayan malign neoplazmalardir. Kanser hiicreleri, normal hiicre proliferasyon
mekanizmalarindan bagimsiz sekilde c¢ogalarak cevre dokulara invazyon gosterebilir ve
metastaz yapabilir. Hastalik, c¢ogunlukla ileri evrelerde semptom verdiginden tani
konuldugunda siklikla sistemik yayilim gostermistir. Molekiiler diizeyde; tiimor supresor
genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu bu patolojik siireci yonlendirir (Herbst ve

digerleri., 2018).

Bu baglamda, akciger kanseri, gerek prevalans gerekse prognostik seyri agisindan en
agresif solid timorler arasinda yer almakta ve halen erken taniya yonelik biyobelirteg

eksikligi nedeniyle klinik yonetimde zorluklar yaratmaktadir (Siegel ve digerleri., 2023).

2.2.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri, diinya genelinde hem insidans hem de mortalite agisindan 6n siralarda
yer almaktadir. 2020 yilinda GLOBOCAN (Global Cancer Observatory — Kiiresel Kanser
Gozlemevi) verilerine gore yaklasik 2,2 milyon yeni vaka ve 1,8 milyon kansere baglh 6lim
bildirilmistir (Sung ve digerleri., 2021). Erkeklerde daha sik goriilmekle birlikte, kadinlarda
da insidans oranlarinda artis gézlemlenmektedir. Gelismekte olan iilkelerde 6zellikle sigara
tiikketimindeki artis, hastaligin goriilme oranlarini etkilemektedir. Akciger kanseri, 2,5 milyon
yeni vaka ile en sik teshis edilen kanser tiirii olup, 1,8 milyon oliim ile kanser kaynakli

Oliimlerin baslica nedenidir. Bu veriler, akciger kanserinin erken tani ve etkili tedavi



stratejilerine olan ihtiyacin 6nemini vurgulamaktadir (World Health Organization; 1 Subat

2024).

2.2.2. Risk Faktorleri

Akciger kanserinin etiyolojisinde en belirgin risk faktori, sigara ve diger tiitiin iirlinlerinin
kullantmidir. Sigara dumani igerisinde yer alan polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
nitrozaminler ve agir metaller gibi karsinojen bilesikler, hiicresel diizeyde DNA hasari
olusturarak tiimor gelisimini tetikler. Bununla birlikte, radon gazi maruziyeti, asbest ve diger
endistriyel ajanlara (6rnegin, silika, arsenik, krom) mesleki maruziyet, hava kirliligi, aile
oykiisli ve bazi genetik varyasyonlar (6rnegin, 7P53 ve EGFR mutasyonlar1) da hastaligin

gelisiminde rol oynamaktadir (Duma ve digerleri., 2019).

2.2.3. Smiflandirma

Akciger kanserleri histopatolojik olarak ii¢ ana gruba ayrilir (Sekil 1):

Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri: Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %15'ini olusturur.
Hizli ¢ogalma ve erken metastaz yapma egilimi ile karakterizedir. Genellikle santral
yerlesimli olup sigara kullanimi ile giiclii iliskilidir. Tedaviye baslangigta iyi yanit verse de
niiks oran1 ytiksektir. Standart tedavi kemoterapi ve radyoterapi kombinasyonudur (Herbst ve

digerleri., 2018).

Kiiciik Hiicreli Disi Akciger Kanseri: Akciger kanserlerinin %85' ini kapsar ve
adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olmak {izere {i¢ ana alt

tipe ayrilir:

Adenokarsinom: En sik goriilen alt tiptir, 6zellikle kadinlar ve sigara icmeyenlerde daha
yaygindir. EGFR (Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii), ALK (Anaplastik Lenfoma Kinaz),
ROSI (ROS Proto-Oncogene 1) gibi hedeflenebilir molekiiler degisiklikler sik goriiliir.

Skuaméz Hiicreli Karsinom: Genellikle santral brongslarda lokalizedir, sigara kullanimi1

ile yakindan iliskilidir.



Biiyiik Hiicreli Karsinom: Nadir goriilen, hizli bliylime gosteren alt tiptir (Hanna ve

digerleri., 2020).

AKCIGER
KANSERI

KUCUK HUCRELI
AKCIGER
KANSERI

KUGUK HOCRELIL

DISI AKCIGER
KANSERI

- SKUAMOZ
ADENOKARSINOM HUCRELI
KARSINOM

Sekil 1. Akciger kanserinin siniflandirmasi

BUYUK HUCRELI
KARSINOM

2.2.4. Molekiiler Temelleri

Akciger kanseri, genetik ve epigenetik diizeyde c¢ok cesitli molekiiler degisikliklerin
birikimiyle karakterize edilen kompleks bir malignitedir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
bu hastaligin en yaygin formunu olusturmakta olup, 6zellikle adenokarsinom ve skuamoz
hiicreli karsinom alt tipleri iizerinde molekiiler hedefleme stratejileri gelismektedir.
Adenokarsinomda siklikla rastlanan EGFR mutasyonlari, tirozin kinaz inhibitorleri (7K7'ler)
ile tedaviye duyarlilik gostermektedir. EGFR mutasyonlarinin yani sira KRAS (Kirsten rat
sarcoma viral onkogen homologu), ALK, ROSI (ROS Proto-Onkogen 1), RET, HER? (hlsan
Biiyiime Faktor Reseptorii 2) ve MET (Hepatosit Biiyiime Faktorii Reseptorii) gibi proto-
onkogenlerde goriilen mutasyonlar veya gen yeniden diizenlenmeleri, tliimor hiicrelerinin
proliferasyon, apoptozdan kacinma ve anjiyogenez gibi temel kanser ozellikleri ile iligkili
sinyal yollarin1 aktive etmektedir (Cooper ve digerleri, 2013; Sekil 2). Skuamoéz hiicreli
karsinom alt tipinde ise genetik degisiklik spektrumu farklilik gostermekte olup, 6zellikle
PIK3CA mutasyonlar1 (Tablo 1) FGFRI amplifikasyonlar1 ve DDR2 degisiklikleri 6n plana
cikmaktadir (Tablo 2). Bu molekiiler alt gruplarin belirlenmesi, 6zellikle hedefe yonelik

tedavi planlamalarinda belirleyici olmakta ve klinik sonuglart dogrudan etkilemektedir. Ote
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yandan, tiimor baskilayici genlerde (6rnegin TP53, RBI, CDKN2A, LKBI1/STK11) gozlenen
fonksiyon kayiplari, hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmasina ve tiimér ilerlemesine neden
olmaktadir. Ozellikle TP53 mutasyonlari, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri olgularmimn

yaklasik yarisinda saptanmakta ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir (Cooper ve digerleri.,

2013) (Tablo 3).

Bu molekiiler degisimlerin bircogu, terapotik olarak hedeflenebilir biyobelirtecler haline
gelmis ve kisisellestirilmis tip yaklasiminin temelini olusturmustur. Ancak tedavi sirasinda
kazanilmis diren¢ mekanizmalari, 6rnegin EGFR T790M gibi ikincil mutasyonlar, tedavi
etkinligini smirlayarak yeni jenerasyon inhibitorlerin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Bu
nedenle, akciger kanserinin molekiiler temellerine dair bilgiler, sadece patogenez anlaminda
degil, ayn1 zamanda prognostik ve prediktif parametrelerin belirlenmesinde de kritik bir rol

oynamaktadir (Cooper ve digerleri., 2013).

Hiicre dis1

: B Tirozin
l KT]Z / @
AKT ,
STAT sinyal
‘/— yolunun aktivasyonu MAPK
Apoptozdan kagis
Gen transkripsiyonu , Proliferasyon

/ Hiicre dOngusunun ilerlemesi yt}lagl

Proliferasyon / ‘ \ Apoptoza karst direng

Invazyon ¥
Anjiyogenez Metastaz

Sekil 2. Akciger kanseri sinyal iletim yollar
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Tablo 1. Adenokarsinomda sik gozlenen genetik degisiklikler

Gen Degisiklik Tiirii Klinik Onemi / Hedeflenebilirlik
TKI tedavisine duyarl;; en sik ekzon 19
EGFR Aktivasyon mutasyonlari
delesyonu ve L858R mutasyonu
Tedaviye direng; yeni nesil KRAS-GI12C
KRAS Nokt: t 1 e T .
o%la mutasyontatt inhibitorleri gelistirilmektedir
ALK inhibitorleri (kristotinib, alectinib) ile
ALK EML4-ALK fiizyonu hedeflenebilir
ROS! inhibitorleri  (crizotinib) ile tedavi
ROS1 Gen fii
e Hayont edilebilir
RET Gen fiizyonu RET inhibitorleri (selpercatinib) kullanilabilir
Gen amplifikasyonu veya | Trastuzumab ve TKI’ler ile hedeflenebilir
HER?2 (ERBB2) ) )
insersiyon
Gen amplifikasyonu ve ekzon 14 | MET inhibitorlerine yanit gosterebilir
MET
skipping mutasyonu
BRAF inhibitorleri (dabrafenib) ile tedavi
BRAF V600E mutasyonu

secenegi olabilir

Tablo 2. Skuamoz hiicreli karsinomda sik gozlenen genetik degisiklikler

Gen Degisiklik Tiirii Klinik Onemi / Yorum

FGFRI1 Gen amplifikasyonu %20’ye varan oranlarda; FGFR inhibitorleri potansiyel tedavi
secenegi

PIK3CA Mutasyon PI3K/Akt yolunun aktivasyonu; hedeflenebilirligi aragtirilmaktadir

DDR?2 Mutasyon Dasatinib’e duyarli olabilecegi gosterilmistir

S0X2 Gen amplifikasyonu Hiicre farklilasmasinda gorevli; biyobelirteg potansiyeli tagir

TP63 Asirt eksprese edilir Hiicre proliferasyonu ile iligkilidir; tanisal belirteg olarak 6nemlidir
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Tablo 3. Tiimdr baskilayici gen degisiklikleri

Gen Degisiklik Tiirii Aciklama

TP53 Inaktivasyon mutasyonu Hiicre dongiisiiniin bozulmasina yol agar

RBI Fonksiyon kaybi Hiicre dongiisii kontroliiniin kayb ile iligkilidir
CDKN2A4 Silinme veya metilasyon Hiicre dongiisii regililasyonunun bozulmasi
STKI11 (LKBI) Inaktivasyon Hiicre metabolizmasini ve polaritesini etkiler
KEAPI Mutasyon Nrf2 yolu iizerinden antioksidan yanit bozulur

2.2.5. Tam1 Yontemleri

2.2.5.1. Klinik Belirtiler

Akciger kanseri, ¢cogu zaman ileri evrelere kadar belirti vermeyebilir. Ancak zamanla
ortaya ¢ikan inatg¢r Oksiiriik, kanli balgam, gdgiis agrisi, nefes darlig1 ve agiklanamayan kilo
kayb1 gibi semptomlar hastaligin habercisi olabilir. Merkezde bulunan tiimorler bronslarda
tikanmaya neden olurken, akcigerin dis kisimlarindaki tiimérler ise genellikle akciger zarinda

tahrise yol acar (Herbst ve digerleri., 2018).

2.2.5.2. Goriintiilleme Teknikleri

Akciger kanserinin goriintiileme ile degerlendirilmesi son yillarda hem teknik hem de
analitik acidan ilerleme kaydetmistir. LDCT (Diisiik Doz Bilgisayarli Tomografi), 6zellikle
riskli gruplarda tarama amaciyla kullamilarak erken taniya olanak saglamakta ve Oliim
oranlarint azaltmaktadir (Téarnoki ve digerleri., 2024). PET-CT (Pozitron Emisyon
Tomografisi-Bilgisayarli Tomografi), metabolik aktivitelerin ve olasi yayilimlarin
belirlenmesinde Onemlidir. MR (Manyetik Rezonans) ise 06zellikle beyin metastazlarinin
tespitinde, bilgisayarli tomografiye kiyasla daha net goriintiiler sunmaktadir (Travis ve
digerleri., 2015). Yeni gelisen yontemlerden biri olan radyomik analiz, goriintiiler {izerinden
sayisal veriler elde ederek timor yapisini anlamaya ¢alismaktadir. Radyogenomik ise bu

verileri genetik bilgilerle birlestirerek tiimor alt tiplerini invaziv olmayan yollarla tanimlamay1
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hedeflemektedir (Tarnoki ve digerleri., 2024). Ayrica yapay zeka tabanli sistemler, nodiil
tespiti ve degerlendirilmesinde uzmanlara destek saglamaktadir (Baidya Kayal ve digerleri.,

2023).

2.2.5.3. Biyopsi ve Sitolojik incelemeler

Tanmin dogrulanabilmesi i¢in patolojik Ornekleme sarttir. Bu amagla bronkoskopi
esliginde yapilan transbronsiyal biyopsiler, BT veya ultrason rehberliginde yapilan igne
aspirasyonlart gibi minimal invaziv yontemler yaygin olarak tercih edilmektedir. Sitolojik
orneklemelerde ise balgam, bronkoalveoler lavaj ya da plevral sividan elde edilen hiicreler,

morfolojik taniy1 desteklemektedir (Silvestri ve digerleri., 2013).

2.2.5.4. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Molekiiler diizeyde yapilan testler, akciger kanseri tedavisinin kisisellestirilmesini
miimkiin kilmistir. Ozellikle EGFR, ALK, ROSI, BRAF, MET ve RET gibi genlerdeki
mutasyonlarin saptanmasi, hedefe yonelik tedavi se¢ciminde belirleyici rol oynamaktadir. Yeni
nesil dizileme (NGS), floresan in situ hibridizasyon (FISH), RT-PCR (Ters Transkripsiyon
Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve immiinohistokimya (IHC) gibi teknikler, tanisal siiregte
molekiiler diizeyde kapsamli analizler yapilmasina olanak tanir (Lindeman ve digerleri.,

2018).

2.2.5.5. Tedavi Yontemleri

Cerrahi Miidahale: Akciger kanserinin erken evrelerinde cerrahi miidahale, tedavi
seceneklerinin en etkili olanlarindan biridir. Ancak, tiimor baskilayict genlerdeki (6rnegin,
TP53 ve RBI) mutasyonlar, cerrahi tedavi sonrasinda timor niiksii riskini artirabilir. Bu
nedenle, cerrahi miidahale planlamasinda molekiiler profilleme 6nemli bir yer tutmaktadir.
Molekiiler analizler, tiimorlerin biyolojik 6zelliklerini anlamak ve tedaviye daha etkili bir

yaklagim gelistirmek icin kritik rol oynamaktadir (Lee ve digerleri., 2024).

Kemoterapi: Kemoterapi, ozellikle ileri evre akciger kanseri tedavisinde yaygin bir

tedavi segenegi olarak kullanilir. Kanser tedavisinde en sik kullanilan kemoterapi ajanlari,
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hiicre boliinmesini durdurmakta ya da DNA’ ya zarar verme yoluyla tiimdr biiylimesini
engellemektedir. Bu ajanlar kisaca sunlardir; Siklofosfamid, DNA alkilleme 6zelligi ile ¢esitli
kanser tiirlerinde tercih edilir. Doksorubisin, DNA baz ciftleri arasina girerek (interkalasyon)
genetik yapiy1 bozar. Paklitaksel ve dosetaksel, mikrotiibiil olusumunu engelleyerek mitozu
durdurur. 5-Fluorourasil (5-FU) ve metotreksat, DNA sentezini baskilayarak etki gosterir.

Vinkristin ise mitotik ig ipliklerini bozarak hiicre bdliinmesini engeller (Lee ve digerleri.,

2024).

Sisplatin: Sisplatin, DNA’nin niikleotit dizileri arasinda kovalent baglar olusturarak
DNA’nin ¢ift sarmal yapisini bozar ve hiicre boliinmesini engeller. Bu DNA ¢apraz baglari,
hiicre dongiisiinii durdurarak apoptoz mekanizmasini aktive eder (Kelland, 2007). Sisplatin,
basta kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olmak {izere bir¢ok solid tiimoriin tedavisinde yaygin
olarak tercih edilen kemoterapi ajanlarindan biridir. Tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
azaltmasi ve timor kitlesini kiigtiltmedeki etkinligi nedeniyle standart tedavi protokollerinde
onemli yer tutar (Dasari ve Tchounwou, 2014; Huang ve digerleri., 2021). Bununla birlikte
sisplatinin kullanimi énemli yan etkilerle sinirhidir. En yaygin ve ciddi komplikasyonlardan
biri nefrotoksisite olup, bobrek dokusunda hasar olusturarak bobrek fonksiyonlarin
bozulmasina yol agabilir (Pabla ve Dong, 2008). Ayrica isitme kaybi, periferik noropati,
bulanti, kusma ve kemik iligi baskilanmas1 diger 6nemli yan etkiler arasinda yer alir (PerSe,
2021). Bu toksisiteler tedavi basarisini olumsuz etkileyebileceginden, sistemik tedavilerin

yerine hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi 6nemlidir.

Bunlarla birlikte, genetik ve epigenetik degisiklikler kemoterapiye karsi direng
gelismesine yol acabilir. Sisplatin, etkili bir kemoterapdtik ajan olmasina ragmen, bir¢ok
tiimor tipinde zamanla gelisen direng, tedavi basarisini sinirlayan 6nemli bir sorundur. Bu
direncin gelisiminde ¢esitli hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin rol oynadigi
bildirilmektedir. Oncelikle, DNA hasar onarim mekanizmalarmin artisi, sisplatinin sitotoksik
etkisinin ortadan kalkmasina yol a¢maktadir. Bu baglamda, o6zellikle NER (niikleotid
eksizyon tamiri) yolakta gorev alan ERCCI ve XPA gibi genlerin asirt ekspresyonu,
DNA’daki platin adductlarinin etkin sekilde onarilmasini saglayarak hiicreyi apoptozdan

korumaktadir.

Ayrica, sisplatinin hiicre i¢ine girisinin azalmasi veya hiicre disina etkin sekilde atilmasi

da direngte belirleyici rol oynamaktadir. Hiicre membraninda yer alan C7R/ adli bakir
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tastyicisinin azalmasi, sisplatinin hiicreye alimini sinirlandirirken; ATP7A4, ATP7B ve MRP2
gibi tasiyict proteinlerin artisi, ilacin hiicre disina atilimimi kolaylastirmaktadir. Apoptoz
mekanizmalarinin baskilanmasi, sisplatin direncinin bir diger 6nemli bilesenidir. BCL2 ve
MCLI gibi anti-apoptotik genlerin artigi, hiicre 6limiinii engellerken; 7P53 gibi tiimor
baskilayici1 genlerdeki islev kaybi, apoptoza yanitin azalmasina neden olmaktadir. Buna ek
olarak, direncli hiicrelerde otofoji aktivitesinin artmasi, sitotoksik strese karsi koruyucu bir
yanit olusturarak sisplatinin etkisini azaltabilmektedir. Beclin-1 ve ATG5 gibi otofajiyle
iligkili genlerdeki artis, bu siireci desteklemektedir (Sekil 3; Lee ve digerleri., 2024)
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Sekil 3. Kanser hiicrelerinde sisplatin direncinin baslica mekanizmalar1 (Lee ve digerleri.,

2024).

Son olarak, PI3K/AKT/mTOR ve MAPK gibi sinyal iletim yollarinin aktivasyonu, hiicre
proliferasyonu ve hayatta kalimi tesvik ederek sisplatine karst gelisen direncin
sirdliriilmesinde etkili olmaktadir. Bu durum, tedavi etkinligini smirlayarak hastaligin
ilerlemesine sebep olabilmektedir. Tedavi planlamasinda genetik ve epigenetik faktorlerin

dikkate alinmasi, tedaviye direng gelisimini azaltabilmektedir. Ote yandan, bazi ajanlar kanser

15



hiicrelerini sisplatine yeniden duyarli hale getirebilmektedir. Ornegin, metformin ve
kordisepin, SOD2 ve ANXA4 ekspresyonunu etkileyerek AKT ve AMPK yolaklar: tizerinden
mTOR sinyallemesini inhibe eder, boylece direngli hiicrelerde sisplatinin etkisini artirmaktadir

(Sekil 4; Lee ve digerleri., 2024).

Sekil 4. Sisplatin direnci ve metformin/kordisepin aracili duyarlilik mekanizmasi (Lee ve

digerleri., 2024)

Radyoterapi: Radyoterapi, cerrahi miidahale icin uygun olmayan hastalarda ya da
adjuvan tedavi olarak kullanilabilir. Ancak, tiimor baskilayici genlerdeki kayiplar (6rnegin,
FHIT ve pl6™k*) ve DNA onarim mekanizmalarindaki bozukluklar, radyoterapiye karsi

diren¢ gelismesine neden olabilmektedir (Lee ve digerleri., 2024).

Hedefe Yonelik Tedaviler: Hedefe yonelik tedaviler, belirli genetik mutasyonlara sahip
tiimorlerde etkili olabilir. Ancak, tiimor baskilayicit genlerdeki mutasyonlar ve epigenetik
degisiklikler, hedefe yonelik tedavilere karsi direng gelisimine katkida bulunabilir. Bu
nedenle, tedavi se¢iminde tiimdriin molekiiler profili dikkate alinarak daha kisisellestirilmis

tedavi planlar olusturulmalidir (Lee ve digerleri., 2024).
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Immiinoterapi: Immiinoterapiler, dzellikle immiin kontrol noktas: inhibitorleri, akciger
kanseri tedavisinde umut verici yeni yaklagimlar arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte,
timor baskilayict genlerdeki degisiklikler, tiimor mikrogevresini ve bagisiklik yanitini
etkileyerek immiinoterapilere karsi diren¢ gelisimine neden olabilir. Bu durum, tedavi

etkinligini sinirlayarak hastaligin ilerlemesine neden olabilmektedir (Lee ve digerleri., 2024).

Kisiye Ozgii Tedavi Yaklasimlar: Kisiye o6zgii tedavi yaklasimlari, hastalarin
tiimorlerinin genetik ve molekiiler 6zelliklerine dayali tedavi planlamasini igerir. Timor
baskilayic1 genlerdeki mutasyonlar, epigenetik degisiklikler ve miRNA profilleri, tedavi
seciminde Onemli belirtecler olabilmektedir. Bu kisisellestirilmis tedavi stratejileri, tedavi

etkinligini artirarak hastalarin prognozlarini iyilestirebilmektedir (Lee ve digerleri., 2024).

2.2.6. Prognoz ve izlem

Evreleme Sistemleri: Akciger kanserinin evrelemesinde en yaygin kullanilan
sistemlerden biri, IASLC (Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Birligi) tarafindan belirlenen

TNM (Timor, Lenf Nodu, Metastaz) siniflamasidir (Lee ve digerleri 2024).

Sagkalim Oranlarn ve Etkileyen Faktorler: Akciger kanseri hastalarmin sagkalim
oranlari, hastaligin evresi ve tedaviye yanit durumuna bagli olarak biiyiik farkliliklar
gosterebilmektedir. Erken evrelerde yapilan cerrahi miidahalelerle sagkalim oranlari belirgin
sekilde yiiksektir, ancak hastalik ileri evrelere ilerledik¢e bu oranlar diislis gostermektedir.
Modern tedavi yaklasimlari, 6zellikle kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde sagkalim
oranlarini artirmada 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Bu tiir gelismeler, tedavi yontemlerinin

etkinligini artirmis ve hastalarin yasam siirelerini uzatmistir (Smith ve digerleri., 2024).

Tedaviye Yamt ve Takip: Tedavi siirecine verilen yanitlarin izlenmesi, tedavi basarisinin
belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Akciger kanseri tedavisinde hastalarin diizenli
olarak izlenmesi, tedavi siirecinin etkinligini degerlendirmek ve erken dénemde olas1 niiksleri
tespit etmek agisindan onemlidir. Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (NCCN) ve Avrupa Klinik
Onkoloji Dernegi (ESMO) gibi onkoloji organizasyonlari, tedavi sonrasi hastalarin takibini
Onerilen ¢ok disiplinli bir yaklasim cergevesinde yapmayi tavsiye etmektedir. Ayrica,

immiinoterapilere karst verilen yanitlarin degerlendirilmesinde iRECIST gibi yeni izleme
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yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler, tedavi siireclerinin etkinligini daha dogru bir

sekilde izlemeye olanak tanimaktadir (Jungblut ve digerleri., 2024).

2.3. Pseudogenler

2.3.1. Pseudogenlerin Tanimi ve Genel Ozellikleri

Pseudogenler, evrimsel siirecler icerisinde protein kodlayan genlerin islevini yitirmis
kopyalaridir. Bu kopyalar, cesitli molekiiler bozulmalara maruz kalarak artik fonksiyonel
proteinler iiretme yetenegine sahip degildir. Bu bozulmalar; ¢ergeve kaymalar1 (frameshift),
erken stop kodonlar1 (nonsense mutasyonlar), promotdr bolgelerin kaybi ve intron—ekzon
yapisindaki diizensizlikler nedeniyle ortaya cikabilir (Pink ve digerleri., 2011). Ilk
kesfedildiklerinde islevsiz genetik kalintilar olarak degerlendirilmis olsalar da, genom ve
transkriptom teknolojilerinin ilerlemesiyle birlikte, pseudogenlerin bir kisminin transkribe
edilebildigi ve hatta diizenleyici roller iistlenebilecegi anlagilmistir (Balakirev ve Ayala, 2003;

Jietal., 2015).
Yapisal olarak pseudogenler dort ana gruba ayrilir:

Islenmemis (non-processed) pseudogenler: Gen duplikasyonlar1 sonucu ortaya cikar ve
Ozglin genin intronlarini, promotdr bolgelerini ve diger diizenleyici elementlerini biiyiik

Olctide korurlar.

Islenmis (processed) pseudogenler: mRNA’ nin ters transkripsiyonu sonucu olusurlar.
Intron igermezler, promotdr bolgeye sahip degillerdir ve siklikla 3' poli-A kuyruguna

sahiptirler.

Tekil (unitary) pseudogenler: Bu grup, herhangi bir gen duplikasyonu olmaksizin,

orjinal genin mutasyonlarla islevini kaybetmesiyle olusur (Zheng ve digerleri., 2007).

Polimorfik pseudogenler: Islev kaybma ugramis gen kopyalarinimn, popiilasyon icinde

farkli allelik formlarla bulunabilen tiirtidiir. (Qian ve digerleri, 2020)

Son yillarda yapilan pseudogenomik ¢alismalarda, insan genomunda yaklasik 15.000’den
fazla pseudogen tespit edilmistir (Frankish ve digerleri., 2021). Nakamura-Garcia & Espinal-

Enriquez (2023), bu pseudogenlerin %30'dan fazlasinin transkribte edildigini ve bazilarinin
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mikroRNA etkilesimlerinde 6nemli rol oynadigini gostermistir. Hatta, ribozomal profil
calismalariyla bazi pseudogenlerin kisa peptitler kodlayabildigi de 6ne siiriilmiistiir, bu da
onlan islevsiz genetik kalintilar olmaktan c¢ikarip biyolojik agidan aktif unsurlar haline

getirmektedir (Ji ve digerleri., 2015).

2.3.2. Kanser Biyolojisinde Pseudogenler

Kanser. genetik yapidaki degisimlerin ve epigenetik mekanizmalarin birlikte ve asamali
olarak isledigi karmasik bir hastaliktir. Son yillarda yapilan calismlar, pseudogenlerin
yalnizca inaktif gen kalintilar1 olmadigini; ayni zamanda bazi durumlarda diizenleyici
RNA'lar ya da kisa peptitler araciligiyla kanserin molekiiler yapisindaki islevsel roller
iistlenebilecegini gostermektedir. Bu molekiillerin etkileri, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, damar
olusumu ve timor yayilimi gibi temel biyolojik siiregleri ¢esitli yollarla diizenleyebilmektedir

(Tay ve digerleri., 2014; Nakamura-Garcia ve Espinal-Enriquez, 2023).

2.3.2.1. ceRNA Ag1 ve MikroRNA Rekabeti

Pseudogenlerin en dikkat ¢ekici rollerinden biri, onkogenler ve tiimor baskilayici genlerle
olan etkilesimleri iizerinden gergeklestirdikleri post-transkripsiyonel regiilasyondur. Bu
etkilesim genellikle ceRNA ag1 (Rekabetci Endojen RNA) yoluyla gerceklesir. Pseudogen
transkriptleri, hedef genle benzer 3' UTR bolgelerine sahip olduklarindan, ilgili miRNA’lara
baglanarak bu miRNA' larin islevlerini bloke eder. Bu mekanizma sayesinde, gercek genin

translasyon diizeyinin artmasina veya azalmasina neden olabilirler (Tay ve digerleri., 2014).

PTEN-PTENP1 Etkilesimi: PTEN (Protein Tirozin Fosfotaz ve Tensin Homologu),
hiicre biiylimesini ve hayatta kalmasini diizenleyen 6nemli bir tiimér baskilayic1 gendir.
PTENPI (Fosfataz ve Tensin Homolog Pseudogen 1) ise bu genin islevsel olmayan bir
pseudogenidir ancak 3’UTR bolgesi yiiksek oranda homologdur. PTENPI transkripti, PTEN’1
hedef alan miRNA’lar1 baglayarak PTEN mRNA’smnin translasyonunu korur. Bu durum,
ozellikle prostat, meme ve karaciger kanserlerinde tiimor baskilayict sinyallerin

stirdiliriilmesinde hayati rol oynar (Poliseno ve digerleri., 2010).
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KRAS-KRASP1 Etkilesimi: KRAS proto-onkogeni, RAS/MAPK (Rat Sarcoma Onkojen
Ailesi/ Mitojen-Aktif Protein Kinaz) yolunun 6nemli bir bilesenidir. KRASP1, KRAS' a benzer
3’UTR dizileri sayesinde onu hedef alan miRNA’larla yarisir. KRASP1’in artan ekspresyonu,
KRAS 1 baskilanmasini engelleyerek hiicre proliferasyonunu tetikleyebilir. Bu etki kolorektal

ve pankreatik karsinomlarda daha belirgin hale gelir (Xu, Wang, ve Li, 2021).

HMGA1P6/HMGA1P7-HMGA1 Etkilesimi: HMGAI, kromatin  yeniden
diizenlenmesinde gorevli ve bir¢cok kanserde asir1 ekspresyon gosteren bir onkojenik faktordiir.
HMGAIP6 ve HMGAIP7 adli pseudogenler, aynt miRNA hedefleme bolgelerine sahip
olmalar1 nedeniyle HMGA I’in baskilanmasini engelleyerek invazyon ve metastaz siireglerine

katki saglar (Esposito ve digerleri., 2014).

2.3.2.2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ekspresyonunun
degistirilmesini saglayan mekanizmalar1 ifade eder. Bu mekanizmalar baslica DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve niikleozom yeniden diizenlenmeleri gibi siire¢leri

kapsar (Jaenisch ve Bird, 2003).

Kanserde epigenetik diizenleme, gen ekspresyonunun anormal bi¢imlerde yeniden
yapilandirilmasia neden olur. Ozellikle tiimor baskilayici genlerde goriilen promotdr bolge
hipermetilasyonu, bu genlerin transkripsiyonel olarak susturulmasina yol agabilir. Ornegin
pl6INK4a, BRCAI ve MLHI gibi genlerde yaygin olarak metilasyon aracili inaktivasyon
goriilmektedir (Esteller, 2007).

Nakamura-Garcia & Espinal-Enriquez (2023), bazi pseudogenlerin DNA metilasyon
durumuna gore ekspresyon kazandigini ve bunun karsilikli olarak gercek genlerin
ekspresyonunu da etkileyebilecegini gostermistir. Ozellikle hipometilasyona ugramis
pseudogen bolgeleri, kanserli dokularda asir1 ekspresyon gostererek transkriptomda
dengesizlik yaratabilir. Bu tiir degisimler, 6zellikle immiin yanait, hiicre dongiisii ve metabolik

yolaklar iizerinde etkili olabilecektir (Nakamura-Garcia ve Espinal-Enriquez, 2023).

Bununla birlikte, pseudogen ekspresyonu da epigenetik faktorler tarafindan kontrol
edilmektedir. Nakamura-Garcia ve Espinal-Enriquez (2023), bazi kanser tiirlerinde
hipometilasyona ugramis pseudogen bolgelerinin asirt ekspresyon gdsterdigini ve bu durumun
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transkriptom iizerinde dengesizlik yarattigim bildirmistir. Ozellikle hipometile pseudogen
transkriptleri, miRNA rekabeti yoluyla onkogen veya timér baskilayict genlerin
ekspresyonunu dolayli yoldan etkileyebilir. Ornegin; PTENPI’in promotdr bdlgesinde
meydana gelen metilasyon degisimleri, hem kendi ekspresyon diizeyini hem de PTEN
tizerindeki regiilasyonu etkileyebilmektedir (Poliseno ve digerleri., 2010). KRASPI
pseudogeni, DNA metilasyonu yoluyla susturuldugunda, KRAS proto-onkogeninin miRNA
araciligtyla baskilanmasinda bozulmalar meydana gelmektedir (Zheng ve digerleri., 2022).
Ayrica, histon modifikasyonlar1 da pseudogen ekspresyonunu diizenleyen baska onemli
faktorlerdir. Epigenetik diizenlemelerin bu sekilde hem fonksiyonel genler hem de
kodlamayan RNA’lar iizerindeki ¢ift yonlii etkisi, kanserin molekiiler heterojenitesini

artirmaktadir (Neganova ve digerleri., 2022).

2.3.2.3. Tiimére Ozgii Imza ve Biyobelirte¢ Potansiyeli

Birgok biiyiik 6l¢ekli calismada, 6zellikle TCGA” da (The Cancer Genome Atlas) kanser
tirlerine 6zgili olarak farklilasan pseudogen ekspresyon profilleri tanimlanmistir. Nakamura-
Garcia ve Espinal-Enriquez (2023), tiimor tiplerine 06zgii 400'den fazla fonksiyonel
pseudogeni tanimlamis ve bu genlerin hem tiimor alt tiplerinin siniflandirilmasinda hem de

prognoz tahmininde kullanilabilecegini bildirmistir.

Ornegin, over kanseri hastalarinda yapilan bir c¢alismada, RPLIOP6, FAR2P4 ve
ARL4APS5 gibi pseudogenleri iceren 10 genlik bir imza, hastalarin genel sagkalim siireleriyle
anlamli bir sekilde iliskilendirilmistir (Zhou ve digerleri., 2021). Benzer sekilde,
hepatoselliiler karsinom hastalarinda pseudogen ¢iftlerine dayali bir prognostik model
gelistirilmis ve bu modelin hastalarin sagkalim siirelerini tahmin etmede etkili oldugu

gosterilmistir (Du ve Gao, 2020).

Ozellikle, bazi pseudogenlerin transkriptleri, tiimér hiicrelerinde asir1 ekspresyon
gostererek hiicre proliferasyonu, invazyon ve metastaz gibi siiregleri tesvik edebilmektedir.
Ornegin, DUXAP10 pseudogeninin gastrik kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyonu, hiicre
proliferasyonunu ve invazyonunu artirarak tiimor progresyonuna katkida bulunmustur (Li ve
digerleri., 2018). Ornegin, akciger skuamoz hiicreli karsinom hastalarinda yapilan bir
calismada, belirli pseudogenlerin ekspresyon diizeyleri ile immiinoterapilere yanit arasinda

pozitif bir korelasyon bulunmustur (Zhao ve digerleri., 2023)
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2.3.2.4. Potansiyel Klinik Uygulamalar ve Gelecek Perspektifler

Pseudogenlerin artan 6nemiyle birlikte, bu molekiiller yalnizca biyobelirte¢ olarak degil,
aynt zamanda terapotik hedef olarak da degerlendirilmeye baslanmistir. Antisens RNA
teknolojileri ve miRNA inhibitorleri araciligiyla belirli pseudogen transkriptlerinin

baskilanmasi, potansiyel olarak tiimor biiylimesini azaltabilir.

Bu tip etkilesimlerin sonucu olarak; tiimor baskilayici yollar aktive edilebilir ya da
baskilanabilir, hiicre dongiisii diizenleyici genlerin ekspresyonu degisebilir ve apoptoz,
anjiyogenez ve metastaz gibi siireglerde regiilasyon bozulabilir. Dolayisiyla pseudogenler,
dogrudan protein iiretmeseler bile, transkriptom diizeyinde genetik aglar1 yeniden

yapilandiran 6nemli oyuncular haline gelmistir.

2.3.3. Akciger Kanserinde Pseudogenler

Giincel arastirmalar, bazi pseudogenlerin akciger kanseri ile iliskili biyolojik siireglerde
aktif rol alabilecegini ve bu molekiillerin tani, prognoz ya da tedavi siireglerinde etkili
olabilecek biyobelirtegler ve terapotik hedefler olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir

(Dan ve digerleri., 2025).

2.3.3.1. Tam ve Prognozda Pseudogenlerin Rolii

Pseudogenlerin belirli dokulara 6zgii ekspresyon paternleri, 6zellikle akciger kanseri gibi
solid tiimdrlerde tan1 amagh biyobelirtec olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Ozellikle
OR7E47P adli pseudogenin, akciger adenokarsinomundaki yiiksek ekspresyonu, tiimor
mikrocevresinde immiin yanit1 diizenleyerek metastatik siireci kolaylastirdigi ve hastaligin
kotii  prognozuyla iligkili oldugu saptanmistir (Zhou ve digerleri., 2023). Bu tiir
pseudogenlerin RT-qPCR gibi hassas tekniklerle tespiti, erken tani ve hastalik takibinde fayda
saglayabilecek yeni nesil molekiiler belirteclerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Zhou

ve digerleri., 2021).
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Akciger kanseri baglaminda, PTENPI adli pseudogenin miRNA siingeri olarak gorev
yaparak timor baskilayict PTEN geninin regiilasyonunu etkiledigi gosterilmistir. PTENPI’in
ekspresyonundaki azalma, PTEN seviyelerini diisiirmekte ve hiicresel proliferasyonu artirarak
timor progresyonuna katki saglamaktadir (Poliseno ve digerleri., 2010). Ayrica,
pseudogenlerin DNA metilasyonu gibi epigenetik yollarla susturulmasi, DNMT (DNA
Metiltransferaz) inhibitorleri gibi epigenetik ilaglarla birlikte kullanildiginda kemoterapiye
duyarliligt artirma potansiyeline sahiptir (Zhou ve digerleri., 2021). Bu nedenle,
pseudogenlerin  farmakolojik olarak hedeflenebilir epigenetik modiilatérler olarak
degerlendirilmesi, ozellikle tedaviye direngli akciger kanseri alt tiplerinde yeni terapdtik

yaklagimlara kapi aralayabilecektir.

Tim bu bulgular, pseudogenlerin sadece molekiiler biyolojide degil, klinik onkoloji
pratiginde de kullanilabilecek yeni nesil biyobelirtegler ve hedef molekiiller oldugunu
gostermektedir. Akciger kanseri gibi oliimciil tiimorlerde, bu molekiillerin tanisal panellere
eklenmesi ve hasta Ozelinde tedavi stratejilerinin belirlenmesi, kisisellestirilmis tibbin

gelisimine katki saglayacaktir (Dan ve digerleri., 2025; Zhou ve digerleri., 2021).

2.3.4. RS26P25 Pseudogeni

RPS26P25, ribosomal protein S26 pseudogen 25, insan genomunda bulunan ve protein
kodlamayan ancak transkripsiyona ugrayabilen bir islenmis (processed) pseudogen olarak
tanimlanmaktadir (National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2025). Bu gen,
kromozom 4’iin uzun kolunda (4q26) yer almakta ve yaklasik 444 baz ¢iftinden olugsmaktadir
(GeneCards, 2025).

Ribozomal protein genlerinin pseudogenleri, translasyon, hiicre ¢ogalmasi ve tiimor
gelisimi gibi biyolojik siireglerde regiilasyon potansiyeline sahiptir. Ensembl verilerine gore
bu pseudogen, ribosomal protein S26 (RPS26) genine yiiksek sekans benzerligi
gostermektedir ve intron icermez, bu da retrotranspoze bir kdkenden geldigini gosterir

(Ensembl, 2024) (Sekil 5)

Bu tezde, RPS26P25 geninin yapisi, ekspresyon profili ve oOzellikle akciger kanseri

baglamindaki potansiyel rolii incelenmistir.
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Sekil 5. RPS26P25 pseudogeni ile islevsel RPS26 geninin dizilimsel karsilastirmasi

(GeneCards, 2025)

24



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
3.1.1. Kullamilan Hiicreler

Calismanin in vitro modelleri olarak A549 (ATCC; CCL-185) ve Insan Tip II Alveol
Primer Hiicre Kiiltiirii (T2A; Celprogen; Kat No0:36076) ticari hiicre hatlar1 kullanilmistir.
A549 ve T2A hiicre modellerinin 6zellikleri soyledir; A549 hiicre modeli epitel hiicre olup,
58 yasinda, erkek ve karsinom hastaligina sahip bir hastadan alinmistir. T2A hiicre modeli

epitel kokenli olup, farkli ve saglikli donérlerden alinan, akciger- alveol hiicre modelidir.

3.1.2. Farkh Akciger Hiicre Modellerinin Cogaltilmasi ve Takibi

A549 ve T2A hiicreleri, in vitro ortamda biiyltiilmistiir. Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in, ticari
olarak temin edilen ve gerekli besin maddelerini igeren besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri,
MEM (Minimum Essential Medium) olarak bilinen temel bir ortamin yani sira, hiicre
biiyiimesi icin elzem olan L-Glutamin, enfeksiyonlar1 Onlemek amaciyla penisilin-
streptomisin ve FBS (Fetal Sigir Serum) icermektedir. Hiicreler, adherent yapilaria uygun
olarak, filtreli kapaklara sahip 75 cm?' lik 6zel flasklarda kiiltiire edilmistir. Biiyiime i¢in, %95
nem ve %5 CO; igeren bir inkiibatérde (NUAIRE), sabit 37°C sicaklikta tutulmuslardir.
Hiicrelerin canliligi ve c¢ogalma durumu, diizenli olarak inverted mikroskop (Olympus-
CKX41) ile gozlemlenmis ve canlilik testleri i¢in tripan mavisi kullanilmigtir. Tiim islemler,
steril kosullar altinda, laminar akis kabininde (NUVE) gerg¢eklestirilmistir. Bu sayede,
kontaminasyon riski en aza indirilmistir. Deneylerde, standart bir hiicre popiilasyonu
saglamak amaciyla, besinci pasajdaki hiicreler kullanilmistir. Kullanilmayan hiicreler, -80°C'
de dondurularak saklanmig ve ihtiya¢ duyuldugunda tekrar ¢oziilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.
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3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin biiyiime siirecleri, ¢ogalma hizlar1 ve kiiltiir kab1 ylizeyinin doluluk orani
dikkate alinarak yakindan takip edilmistir. Kiiltiir kabi ylizeyinin yaklasik %80-90" 1
hiicrelerle kaplandiginda, hiicreler yeni kaplara pasajlanmistir. Besiyeri diizenli olarak iki
giinde bir degistirilmistir. Hiicrelerin yeni kaplara aktarilmasi veya besiyerinin yenilenmesi
islemleri su adimlar igermektedir: ilk olarak, hiicrelerin iizerindeki besiyeri dikkatlice
bosaltilmis ve hiicreler serum icermeyen besiyeri ile 2 kez yikanmistir. Ardindan, hiicrelerin
kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrilmasi i¢in iizerlerine 600 pl tripsin enzimi eklenmis ve hiicreler
inkiibatorde 5 dk bekletilmigtir. Tripsin etkisini durdurmak igin, tripsin hacminin iki kati
kadar serum iceren besiyeri eklenmis ve karisim santrifiij tiiplerine aktarilmigtir. Tiipler, 1200
rpm’de 5 dk santrifiijlenmigtir. Santrifiij isleminden sonra, siipernatant dikkatlice
uzaklastirilmig ve tiipiin dibinde biriken hiicreler (pellet) serum igeren besiyeri ile yeniden
stispanse edilmistir. Hazirlanan hiicre silispansiyonu, uygun kiiltiir kaplarina aktarilmis ve

inkiibatore kaldirilmistir.

3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Uygun sartlar altinda g¢ogaltilan hiicreler, gelecekteki deneylerde kullanmak {izere
saklanmak amaciyla dondurulmustur. Bu iglem, hiicrelerin canliliini1 koruyarak uzun siireli
muhafazasini saglamaktadir. Dondurulacak hiicreler icin izlenen prosediir su sekildedir: Ilk
olarak, kiiltiir kabindaki besiyeri dikkatlice uzaklastirilmis ve hiicreler serum igermeyen bir
besiyeri ile iki kez yikanmistir. Ardindan, hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in tizerlerine 600
ul tripsin enzimi eklenmis ve hiicreler inkiibatorde 5 dk siireyle bekletilmistir. Tripsinin
etkisini sonlandirmak i¢in, tripsin hacminin iki kat1 kadar serum iceren besiyeri eklenmistir ve
karisim santrifiyj tliplerine aktarilmistir. Tiipler, 1200 rpm hizinda 5 dk boyunca santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Santrifiij isleminden sonra, siipernatant 6zenle uzaklastirilmis ve
tiipiin dibinde toplanan hiicreler (pellet) yeniden silispanse edilmistir. Hazirlanan hiicre
slispansiyonuna, hacimce 1:9 oraninda DMSO (Dimetil Siilfoksit) ve FBS iceren dondurma
karistmindan 1000 pl eklenerek cryo tiiplere aktarilmistir. Cryo tiipler, -80°C' ye

yerlestirilerek hiicrelerin dondurulmasi saglanmastir.
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3.1.5. Hiicrelerin Coziilmesi

-80°C’de saklanan hiicreler, deneylerde kullanilmadan 6nce kademeli olarak ¢oziilmiistiir.
[k olarak, -20°C aktarilan cryo tiiplerdeki hiicreler, serum icermeyen besiyeri eklenerek
dikkatlice pipet yardimiyla silispanse edilmistir. Serumsuz besiyeri ile hazirlanan hiicre
stispansiyonu, 15 mililitrelik santrifiij tiiplerine aktarilmig ve 1200 rpm hizinda 5 dk boyunca
2 kez santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ikinci santrifiij isleminden sonra, siipernatant
dikkatlice uzaklastirilmig ve tliplin dibinde biriken hiicreler serum iceren taze besiyeri ile
yeniden siispanse edilmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonu, uygun Kkiiltiir kaplarina

aktarilmistir.

3.2. Hiicre Modellerinde RPS26P25 Pseudogeninin Ekspresyon Diizeylerinin

Belirlenmesi

3.2.1. RNA izolasyonu

A549 ve T2A hiicrelerinden RNA izolasyonu ig¢in, hiicrelerin kiiltiir kaplarinin yiizeyinin
yaklasik %80-90' 11 kapladigi zaman bir dizi islem uygulanmustir. ilk olarak, Kkiiltiir
kaplarindaki besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler serum icermeyen besiyeri ile yikanmustir.
Daha sonra, hiicrelerin pargalanmasi ve RNA'nin serbest birakilmasi i¢in hiicrelerin tizerine 1
ml RiboEx (GeneAll) ¢ozeltisi eklenmis, hiicre lizat1 pipet yardimiyla iyice karistirilmis ve
oda sicakliginda 5 dk siireyle bekletilmistir. Ardindan, karisim 4°C’ de, 12000 g (rcf) hizinda
10 dk santrifiij islemine tabi tutulmus ve siipernatant yeni tiiplere aktarilmistir. Siipernatanta
0,2 ml kloroform eklenmis, 15 s vortekslenmis ve 2 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Bu
asamadan sonra, tiipler 4°C’de, 12000 g (rcf) hizinda 15 dk santrifiij islemine tabi tutulmus ve
olusan ili¢ fazdan {lstteki seffaf faz yeni tiiplere aktarilmistir. Daha sonra, tiiplere 0,5 ml
izopropanol eklenmis ve yavasga karistirilmistir. Karigim oda sicakliginda 10 dk siireyle
bekletilmistir. Ardindan, tiipler 4°C’de, 12000 g (rcf) hizinda 10 dk santrifiij islemine tabi
tutulmus ve siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra, RNA c¢okeltisinin iizerine 1
ml %75°1ik etanol eklenmistir. 4°C’de, 7500 g (rcf) hizinda 5 dk santrifiij islemine tabi
tutulmus ve ardindan etanol, ¢okeltiye zarar vermeden uzaklagtirllmigtir. Son olarak, RNA

cokeltisine 50 pl RNaz igermeyen H>O eklenmis ve 56°C° de 10 dk siireyle bekletilerek
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¢dziilmiistiir. Izolasyon tamamlandiktan sonra tiipler, daha sonra kullanilmak iizere -80°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2. RNA Miktarinin ve Saflik Degerlerinin Ol¢iimii

A549 ve T2A hiicrelerinden elde edilen RNA orneklerinin nitelik ve niceligi,
spektrofotometre (Nabi) cihaz1 kullanilarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6lgiilen 11k
emilim degerleri ile belirlenmistir. RNA 6rneklerinin ¢aligsmalarda kullanilabilir olmasi igin,
260/280 nm oraninin 1.80 ile 2.0 arasinda olmasi gerekmektedir. Uygun kalite ve saflik
degerlerine sahip olan 6rneklerden, komplementer DNA (cDNA) sentezi igin gerekli miktarlar

ayrilmis, geri kalan RNA o6rnekleri ise -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA izolasyonu sonucunda elde edilen, istenen saflikta olan RNA 6rnekleri WizScriptm™
cDNA Sentez Kiti (High Capacity, Wizbio) kullanilarak cDNA sentezi islemine tabi
tutulmustur. Her bir 6rnek icin, 10X Reaksiyon tamponundan 2 pl, 20X dNTP mix 1 pl,
Random hekzamer 2 pul, WizScript™ Ters Transkriptaz 1 pl, RNaz Inhibitérii 0,5 pl ve total
hacim 10 pl olacak sekilde RNaz icermeyen sudan 3,5 pl deney tiiplerine aktarilmistir.
Hazirlanan reaksiyon karisimi, nazikge pipetleme ile homojen hale getirilmistir ve ters
transkripsiyon islemine kadar buz iizerinde bekletilmistir. Reaksiyon karisimini igeren tiipler
termal dongii cihazina alinip 25°C'de 10 dk, 37°C' de 120 dk ve 85°C' de 5 dk inkiibasyon
yapilmistir. Ters transkripsiyon islemi tamamlandiktan sonra, elde edilen cDNA -20°C' de bir

sonraki asamada kullanilmak tizere saklanmuistir.

3.2.4. Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ile saglikli hiicre hattt (T2A) arasindaki RPS26P25
pseudogeninin gen ifadesindeki potansiyel farkliliklar1i ortaya koymak amaciyla, qPCR
(Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi uygulanmistir. Bu amacla, daha once
sentezlenmis cDNA 6rnekleri kullanilmigtir. Her bir hiicre hattina ait cDNA 6rneginden 1ul, 5

ul SYBR Green enzim ana karigimi, 10 uM konsantrasyonlu RPS26P25 pseudogenine 6zgi
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5’-CGAGCGTCTTCGATGCCTAT-3> primer dizili ileri (forward; F) ve 5°-
AGCACCCGCAGGTCTAAATC-3’ primer dizili geri (reverse; R) primerlerden 1'er pl ve 2
ul distile su eklenerek 10 pl’lik reaksiyon karigimlart hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisimlar,
gercek zamanli kantitatif PCR cihazinda (BIO-RAD, CFX Connect Real-Time PCR Detection
System) kantitatif ters transkriptaz PCR (qRT-PCR) islemine tabi tutulmustur. RPS26P25
pseudogenine ait primerlerin yani sira, referans gen (housekeeping gen) U6 genine ait
primerler, ileri (forward; F) 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’ ve geri (reverse; R) 5°-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’ olarak kullanilmistir. Her hiicre hatt1 i¢in elde edilen Ct
degerleri normalize edilerek kanser hiicrelerinde RPS26P25 pseudogeninin saglikli hiicrelere
gore ifade diizeyi 224 formiilii ile hesaplanmustir. Her deney, li¢ tekrarla gergeklestirilmistir.
Tekrarlarin Ct degerlerine Student's t-testi uygulanarak p degerleri elde edilmistir. Kat
degisiminin 2,00" den biiyiik ve p degerinin 0,05' ten kiigiik oldugu sonuglar, anlamli kabul

edilmigtir.

3.3. Hiicre Modellerinde RPS26P25 Pseudogeninin Susturulmasi ve Validasyonu

Bu c¢alismada, A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hattinda RPS26P25
pseudogeninin susturulmasma yonelik deneysel siire¢ planlanmig ve uygulanmistir.
Hiicreler, %10 FBS ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) iceren MEM besiyeri ile 37°C
sicaklikta, %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicreler %70-80 konfluense

ulastiginda deneysel islemler gergeklestirilmistir.

Transfeksiyon iglemi i¢in hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 5 x 10° hiicre/1,5 ml Opti-MEM
besiyeri yogunlugunda ekilmis ve %60-70 konfluense ulastiklarinda isleme alinmistir. Her
kuyu i¢in son konsantrasyonu 30 pmol olacak sekilde siRNA ve 9 pl Lipofectamine
RNAIMAX (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Katalog No: 13778030), 150 ul Opti-
MEM i¢inde ayr1 ayr1 ¢oziilmiis ve ardindan 1:1 oraninda karistirilarak 5 dk inkiibe edilmistir.
Hazirlanan 300 pl’ lik karisim hiicrelerin iizerine eklenmis ve hiicreler 48 saat boyunca
inkiibatérde tutulmustur. Islem yapilmamis hiicreler negatif kontrol grubu olarak

kullanilmisgtir.

RPS26P25 genine 0Ozglii siRNA dizilerinin tasarimi, siDirect version 2.0

(http://sidirect2.rnai.jp/) ¢evrimig¢i aract kullanilarak gergeklestirilmistir. Susturmanin

basarisin1 degerlendirmek amaciyla islem uygulanan ve uygulanmayan gruplardan RNA
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izolasyonu yapilmis ve gen ekspresyon diizeyleri, 3.2.4° de detaylandirildig: sekilde qPCR

yontemi ile analiz edilmistir.

3.4. Sisplatinin Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Akciger kanseri hiicre hatti (A549) ve saglikli hiicre hattt (T2A) iizerinde sisplatinin
sitotoksik etkisini degerlendirmek amaciyla, ICso (yar1 maksimal inhibisyon konsantrasyonu)
degerleri belirlenmistir. Bu amagla, her iki hiicre hatti da 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina uygun besiyeri igerisinde, kuyucuk basima 3,2x103 hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicreler, 37°C sicaklikta, %95 nem ve %5 CO: igeren bir inkiibatérde 24 saat siireyle
cogalmaya birakilmistir. Sisplatin (Kocak Farma) stok ¢ozeltisinden (1,67 mM) seyreltmeler
yapilarak 100 uM, 50 uM, 25 uM, 5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarinda ¢alisma cozeltileri
hazirlanmistir (Sekil 6). Hazirlanan sisplatin ¢ozeltileri, hiicrelere 24, 48 ve 72 saat siireyle
100 pl hacminde uygulanmistir. Ilag uygulanmayan hiicreler kontrol grubu olarak
kullanilmigtir. Her inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicre canliligin1 6lgmek amaciyla MTT
testi uygulanmistir. MTT soliisyonu (5 mg/ml) PBS igerisinde hazirlanmis ve 1:10 oraninda
besiyeri ile seyreltilmistir. Kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 100 ul
MTT c¢ozeltisi eklenmistir. Plaka, 37°C' de inkiibe edildikten sonra, ¢dzelti uzaklastirilmis ve
kuyucuklara 100 ul DMSO eklenerek MTT formazan kristalleri ¢oziilmiistiir. 570 nm ve 630
nm dalga boylarinda absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler Graphpad Prism
yazilimi ile analiz edilmistir. Sisplatinin her hiicre hatti ve inkiibasyon siiresi i¢in ICso

degerleri hesaplanmastir.

100pM | 100pM | 100pM | 100pM | 100pM | 100pM
50pM | 50pM | 50pM | 50pM | 50pM | 50 uM
25puM | 25pM | 25pM | 25pM | 25uM | 25puM
10pM | 10 pM 10 p 10 pM 10 uM 10 uM
1uM 1uM 1 uM 1uM 1uM 1uM
Kontrol | Konirol | Kortrol | Konfrol | Kontrol | Kontrol

24 saat | 24saal | 24saat | 48saat | 48saat | 48saal | 72saat | 72saat | 72 saat

I | @(m| Mmoo | @m| >

Sekil 6. A549 ve T2A hiicre hatlarinda sisplatinin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla

kullanilan sisplatin konsantrasyonlari
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3.5. Fonksiyonel in vitro Cahismalar

RPS26P25 pseudogeninin apoptoz ve hiicre dongiisli lizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaciyla hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre/ kuyucuk yogunlugunda ekilmistir.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in 24 saatlik inkiibasyon periyodunun ardindan her deney i¢in

3 tekrarl1 olacak sekilde deney gruplari olusturulmustur.

3.5.1. RPS26P25 Pseudogeninin Apoptoz Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Apoptoz diizeyinin belirlenmesinde Annexin V-FITC ve PI (propidium iodide) igeren ¢ift
boyama yontemi uygulanmistir (Elabscience, Katalog No: E-CK-A211). Kontrol (serumlu
besiyeri), Opti-MEM kontrol (Opti-MEM igeren besiyeri), pseudogen siRNA, negatif kontrol
siRNA, sisplatin ve sisplatinin ICso konsantrasyonunu igeren gruplar1 olmak iizere toplam 6

grupta deney gergeklestirilmistir (Sekil 7).

N N

[ Optimem | [ Pseudogen J
\  Kontrol ) \' sIRNA

D

Sisplatin
4
Pseudogen
SIRNA

Sekil 7. Apoptoz ve hiicre dongiisii analizlerinde kullanilan deney gruplarini gosteren ¢alisma

planm

Transfeksiyondan sonraki 48. saatte hiicreler toplanmis ve iki kez PBS ile yikanmustir.
Ardindan hiicreler 500 pl baglanma tamponu igerisinde siispanse edilmis; her tiipe 5 pl
Annexin V-FITC ve 5 pul PI ¢6zeltisi eklenmigstir. Karanlik ortamda oda sicakliginda 10-15 dk
inkiibe edilen hiicreler, boyama islemi tamamlandiktan sonra akis sitometrisi ile analiz
edilmistir. Analiz sonucunda, boyanma 6zelliklerine gore hiicrelerin canli, erken apoptoz, geg

apoptoz ve nekrotik alt popiilasyonlara dagilimi degerlendirilmistir. Tiim islemler iiretici
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firmanin 6nerdigi protokol esas alinarak gerceklestirilmistir ve akim sitometrisi (NovoCyte
Agilent) ile analiz edilmistir. Her 6rnek i¢in 20.000 hiicre okumasi yapilmistir. Elde edilen

sonuclar dogrultusunda erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 degerlendirilmistir.

Deneyler 1ii¢ biyolojik tekrar seklinde yiiriitiilmiis ve veriler istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir. p <

0,05 olan sonuclar anlamli kabul edilmistir.

3.5.2. RPS26P25 Pseudogeninin Hiicre Dongiisii Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Hiicre dongiisii analizi i¢in PI (propidium iodide) igeren boyama yontemi uygulanmistir
(Elabscience, Katalog No: E-CK-A351). Kontrol (serumlu besiyeri), Opti-MEM kontrol
(Opti-MEM igeren besiyeri), pseudogen siRNA, negatif kontrol siRNA, sisplatin ve sisplatin
+ pseudogen siRNA gruplari olmak tizere toplam 6 grupta deney gergeklestirilmistir (Sekil 5).
Transfeksiyondan sonraki 48. saatte hiicreler toplanmis, hiicreler %70 etanol ile sabitlendikten
sonra RNaz A ile inkiibe edilmis ve PI ile boyanmistir. Bu islem sonrasinda akim sitometri

(NovoCyte Agilent) kullanilarak GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki hiicre oranlari belirlenmistir.

Deneyler 1ii¢ biyolojik tekrar seklinde yiiriitiilmiis ve veriler istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir. p <

0,05 olan sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RPS26P25 Geninin Ekspresyon Diizeyi

A549 hiicre hattinda RPS26P25 geninin ekspresyon diizeyinin saglikli T2A epitel
hiicrelerine kiyasla 11,21 kat (p= 0,0245) arttig1 tespit edilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. A549 ve T2A hiicre hatlarinda qPCR analizi sonuglari

4.2. Hiicre Modellerinde RPS26P25 Pseudogeninin Susturulmasi ve Validasyonu

Hedef gen olan RPS26P25 geninin biyolojik islevlerini incelemek amaciyla, bu
pseudogene 6zgli siRNA dizileri araciligiyla gen susturma uygulamasi gerceklestirilmistir.
A549 hiicrelerinde RPS26P25°1 hedefleyen siRNA uygulanmasi sonucunda, uygulama
yapilmayan kontrol grubuna kiyasla hedef genin ifadesinde 3,02 kat azalma tespit edilmistir
(p<0,0001; Sekil 9a). T2A hiicrelerinde RPS26P25°1 hedefleyen siRNA uygulanmasi
sonucunda, uygulama yapilmayan kontrol grubuna kiyasla hedef genin ifadesinde 31,56 kat

azalma tespit edilmistir (p<0,0001; Sekil 9b).
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Sekil 9. a.A549 ve b. T2A hiicrelerinde anti-RPS26P25 uygulamasina bagl susturma

validasyonu

4.3. Sitotoksisite Analizleri

RPS26P25 geninin kemoterapi yanitt lizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
sisplatin ile sitotoksisite analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan doz analizleri sonucunda,
A549 hiicre hattinda sisplatinin ICso degeri 48. saat i¢in 19,69 uM olarak belirlenmistir (p <
0,05; R? = 0,908; Sekil 10a). Ayn1 kosullarda yapilan analizde, saglikli T2A hiicrelerinde ICso
degeri 35,57 uM olarak hesaplanmustir (p < 0,05; R>= 0,917;Sekil 10b).
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Sekil 10. a. 4549 b.Tip-II alveol hiicrelerinde sisplatinin sitotoksisite grafikleri

4.4. Apoptoz Analizleri Sonuclari

RPS26P25 pseudogeninin susturulmasinin A549 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisi
arastirilmistir. Bu uygulamanin, akciger kanserinde kullanilan kemoterapdtiklerden biri olan
sisplatinin etkisiyle karsilagtirilmasi amaciyla, sisplatin uygulama gruplar1 olusturulmustur.
Annexin 'V  analizine gore kontrol, Neg-siRNA, RPS26P25+siRNA, sisplatin,
sisplatintRPS26P25 siRNA hiicrelerinde canlilik orani
sirastyla,  %93,06, %85,63, %75,23, %54,36 ve %52,40° tir. Erken apoptoz oranlari
sirastyla  9%0,77,  %4,43, %5,44, %6,60 ve %6,90° dir. Geg¢ apoptoz oranlari
sirastyla %3,96, %5,98, %15,35, %33,23 ve %37,57’ dir.
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Toplam apoptotik hiicre oranlar1 sirasiyla, %4,73, %10,41, %20,79, %39,83, %44,47" dir.
Nekroz oranlari sirasiyla, %2,21, %3,96, %3,98, %5,82 ve %3,12° dir (Sekil 11 ve Sekil 12).

AS549 hiicrelerinde yapilan apoptoz analizlerinde, RPS26P25 pseudogeninin susturulmast

sonucunda apoptotik hiicre yilizdesi kontrol grubuna kiyasla %16,07 oraninda artis
gostermistir (p <0,0001). Sisplatin ile birlikte RPS26P25 siRNA uygulanmasi ise, yalnizca

sisplatin uygulanan hiicrelere kiyasla apoptotik hiicre oranin1 %4,65 oraninda artirmistir;

ancak bu artig anlamli bulunmamistir (p = 0,1016) (Tablo 4 ve Tablo 5) (Sekil 13).
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Sekil 11. A549 hiicrelerinde RPS26P25 * in susturulmasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz

iizerindeki etkisi a. Kontrol b. RPS26P25 siRNA c. Negatif siRNA d. Sisplatin e. Sisplatin

+RPS26P25 siRNA
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Sekil 12. A549 hiicrelerinde RPS26P25’in susturulmasinin hiicre canliligi ve apoptoz

tizerindeki etkisinin 6zet goriinimii
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Sekil 13. A549 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre oranlar1
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Tablo 4. A549 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre orani

Deney Gruplan Toplam Apoptotik Hiicre Oram (%) | Std sapma (n=3)
Kontrol 4,72 0,37
Neg-siRNA 10,40 0,55
RPS26P25 + siRNA 20,79 0,71
Sisplatin 39,82 2,28
Sisplatin+ RPS26P25 siRNA 44,47 4,02

Tablo 5. A549 hiicrelerinde RPS26P25 susturulmasinin apoptoz iizerindeki etkisi ve Tukey

¢oklu karsilagtirma testi sonuclari

Tukey’in Coklu Karsilastirmalar Testi Anlamhlik Derecesi | Diizeltilmis p Degeri
Kontrol vs. Neg siRNA * 0,0338
Kontrol vs. RPS26P25 HkAk <0,0001
Kontrol vs. Sisplatin HoAkE <0,0001
Kontrol vs. Sisplatin+anti-RPS26P25 HokEE <0,0001
Neg siRNA vs. RPS26P25 ok 0,0002
Neg siRNA vs. Sisplatin HoAAE <0,0001
Neg siRNA vs. Sisplatintanti-RPS26P25 HoAkE <0,0001
RPS26P25 vs. Sisplatin HoAkE <0,0001
RPS26P25 vs. Sisplatintanti-RPS26P25 HHEE <0,0001
Sisplatin vs. Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,1016

(ns= Anlamlilik yok)
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RPS26P25 susturulmasimin T2A hiicreleri tlizerindeki apoptotik etkisi arastirilmistir. Bu
uygulamanin, akciger kanserinde kullanilan kemoterapétiklerden biri olan sisplatinin etkisiyle
karsilagtirilmas1 amaciyla, sisplatin uygulama gruplart olusturulmustur. Annexin V analizine
gore kontrol, Neg-siRNA, RPS26P25+siRNA, sisplatin ve sisplatintRPS26P25 siRNA
hiicrelerinde canlilik oranlar1 sirasiyla %99,00, %97,35, %92,42, %89,44 ve %93,55’tir.
Erken apoptoz oranlar1 sirasiyla %0,35, %1,60, %6,12, %7,94 ve %2,57°dir. Geg¢ apoptoz
oranlar1 sirasiyla %0,28, %0,71, %1,19, %1,26 ve %1,31°dir. Toplam apoptotik hiicre oranlar1
sirastyla %0,63,  %2,31,  %7,31, %9,20 ve  %3,88’dir. Nekroz  oranlari
sirastyla %0,38, %0,34, %0,28, %1,37 ve %2,57 dir ( Sekil 14 ve Sekil 15).

T2A hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasi kontrol grubuna goére apoptotik hiicre
oranini %6,69 artirmis ve bu artis anlamli bulunmustur (p = 0,0101). Negatif kontrol siRNA
(Neg-siRNA) uygulamasi ise apoptotik hiicre oraninda anlamli bir degisiklik yaratmamistir (p
= 0,8762). Sisplatin tedavisi apoptotik hiicre oranint anlamli sekilde artirirken (p = 0,0009),
sisplatin ile birlikte RPS26P25 uygulamasi, sisplatin tek basina uygulanan gruba gore %5,32
azalma gdostermesine ragmen bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p = 0,052)

(Tablo 6 ve Tablo 7) (Sekil 16).
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Sekil 14. T2A hiicrelerinde RPS26P25° in susturulmasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz
tizerindeki etkisi a. Kontrol b. RPS26P25+siRNA c. Negatif-siRNA d. Sisplatin e.

SisplatintRPS26P25 siRNA
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Tablo 6 . T2A hiicrelerinde

toplam apoptotik hiicre orani

Deney Gruplan Toplam Apoptotik Hiicre Oram (%) Std sapma (n=3)
Kontrol 0,62 0,17
Neg-siRNA 2,31 1,69
RPS26P25+siRNA 7,31 1,87
Sisplatin 9,20 4,99
SisplatintRPS26P25 siRNA 3,88 0,84
T2A
"“"“HREEEE M Nekrotik

Sekil 15. T2A hiicrelerinde RPS26P25’ in susturulmasinin hiicre canlilig1 ve apoptoz

tizerindeki etkisinin 6zet goriiniimii
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Sekil 16.. T2A hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre oranlar

Tablo 7. T2A hiicrelerinde gruplar aras1 toplam apoptotik hiicre oranlarinin Tukey’in ¢oklu

karsilastirma testi ile degerlendirilmesi

Tukey’ in Coklu Karsilastirmalar Testi Anlamhlik Derecesi Diizeltilmis p Degeri
Kontrol vs. Neg siRNA ns 0,8762
Kontrol vs. RPS26P25 * 0,0101
Kontrol vs. Sisplatin k) 0,0009
Kontrol vs. Sisplatin+anti-RPS26P25 ns 0,3889
Neg siRNA vs. RPS26P25 ns 0,0743
Neg siRNA vs. Sisplatin *k 0,0079
Neg siRNA vs. Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,9016
RPS26P25 vs. Sisplatin ns 0,8262
RPS26P25 vs. Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,3406
Sisplatin vs. Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,0520

(ns= Anlamlilik yok)
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4.5. Hiicre Dongiisii Analizleri Sonug¢lar:

RPS26P25' in susturulmasiin A549 akciger kanseri hiicreleri tizerindeki hiicre dongiisii
lizerine etkisi arastirilmistir.  Bu  uygulamanin, akciger kanserinde kullanilan
kemoterapoétiklerden biri olan sisplatinin etkisiyle karsilastirilmasi amaciyla, sisplatin
uygulama gruplar1 olusturulmustur. Hiicre donglisii analizine gore kontrol, Neg-siRNA,
RPS26P25+siRNA, Sisplatin, SisplatintRPS26P25 siRNA hiicrelerinde G1, S ve G2
fazlarindaki  hiicre  ylizdeleri  belirlenmistir.  Hiicre  ylizdeleri  smrasiyla Gl
fazinda %74,07, %73,60, %83,29 %150,29, %53,28"dir. S
fazinda, %17,07, %17,01, %10,38, %32,61, %32,19’dur. G2
fazinda, %38,86, %9,33, %6,34, %17,10, %14,53 diir (Sekil 17 ve Sekil 18).
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Sekil 17. A549 hiicrelerinde RPS26P25’ in susturulmasinin hiicre dongiisii iizerindeki ettkileri
a. Kontrol b. RPS26P25+siRNA c. Negatif -siRNA d. Sisplatin e. Sisplatin+ RPS26P25
siRNA
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Sekil 18. A549 hiicrelerinde hiicre dongiisii fazlar1 degisimi

A549 hiicrelerinde yapilan hiicre dongiisii analizine gore, RPS26P25  in susturulmasinin
Gl faz1 iizerine etkisi incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla anti-RPS26P25 uygulanan
grupta G1 fazindaki hiicre birikimi %9,22” lik anlamli bir artig belirlenmistir (p = 0,0137).
Kontrole gbre sadece sisplatin uygulanan grupta %23,28 (p < 0.0001), sisplatin ile birlikte
RPS26P25 susturulmasimin yapildigi grupta %20,79° luk (p < 0.0001), G1 fazinda anlamli
azalig tespit edilmistir. Bunun yani sira, sisplatin uygulanan grup ve sisplatintRPS26P25

susturulan grup arasinda da G1 fazindaki %2,99° luk artis anlamli bulunmamistir (p= 0,9554)
(Tablo 8).

S fazi degerlendirmelerinde; kontrol grubuna gére RPS26P25 susturma grubunda %6,69
azalma belirlenmis olmakla birlikte bu fark anlamli degildir (p= 0,1789). Kontrol grubuna

gore sisplatin (p < 0.0001) ve sisplatintRPS26P25 susturma gruplarinda (p < 0.0001) S
fazindaki hiicre birikimi yaklasik %15 artmastir.

G2 faz1 sonuglarina gore, yalnizca sisplatin grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
kaydedilmistir (p = 0,0384). Ayrica, anti-RPS26P25 uygulamasi1 yapilan hiicrelerin hem
sisplatin grubuyla (p = 0,0020), hem de sisplatin+tRPS26P25 susturma grubuyla (p = 0,0403)
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karsilastirilmasinda anlamli diizeyde farklilik belirlenmistir. Diger karsilagtirmalar ise

anlamlilik diizeyine ulagmamustir.

Tablo 8. A549 hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasinin hiicre dongiisiine etkisi ve Tukey

coklu karsilagtirma testi sonuclari

Tukey’in Coklu Karsilastirmalar Testi Anlamhilik Derecesi Diizeltilmis p Degeri
G1:Kontrol vs. G1:Neg siRNA ns >0,9999
G1:Kontrol vs. Gl:anti-RPS26P25 * 0,0137
G1:Kontrol vs. G1:Sisplatin HAAE <0,0001
G1:Kontrol vs. G1:Sisplatintanti-RPS26P25 oAk <0,0001
G1:Neg siRNA vs. Gl:anti-RPS26P25 ok 0,0028
G1:Neg siRNA vs. G1:Sisplatin ol <0,0001
G1:Neg siRNA vs. G1:Sisplatintanti-RPS26P25 ol <0,0001
Gl:anti-RPS26P25 vs. G1:Sisplatin ol <0,0001
Gl:anti-RPS26P25 vs. G1:Sisplatintanti-RPS26P25 kol <0,0001
G1:Sisplatin vs. G1:Sisplatin+anti-RPS26P25 ns 0,9554
S:Kontrol vs. S:Neg siRNA ns >0,9999
S:Kontrol vs. S:anti-RPS26P25 ns 0,1789

(ns= Anlamlilik yok)
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Tablo 8. A549 hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasinin hiicre dongiisiine etkisi ve Tukey

coklu karsilastirma testi sonuglar1 (devam)

S:Kontrol vs. S:Sisplatin HAAK <0,0001
S:Kontrol vs. S:Sisplatintanti-RPS26P25 ol <0,0001
S:Neg siRNA vs. S:anti-RPS26P25 ns 0,1881
S:Neg siRNA vs. S:Sisplatin ol <0,0001
S:Neg siRNA vs. S:Sisplatin+anti-RPS26P25 HAAE <0,0001
S:anti-RPS26P25 vs. S:Sisplatin HAAK <0,0001
S:anti-RPS26P25 vs. S:Sisplatintanti-RPS26P25 HAAK <0,0001
S:Sisplatin vs. S:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999
G2:Kontrol vs. G2:Neg siRNA ns >0,9999
G2:Kontrol vs. G2:anti-RPS26P25 ns 0,9965
G2:Kontrol vs. G2:Sisplatin * 0,0384
G2:Kontrol vs. G2:Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,3998
G2:Neg siRNA vs. G2:anti-RPS26P25 ns 0,9832
G2:Neg siRNA vs. G2:Sisplatin ns 0,0631
G2:Neg siRNA vs. G2:Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,5336
G2:anti-RPS26P25 vs. G2:Sisplatin ok 0,0020
G2:anti-RPS26P25 vs. G2:Sisplatint+anti-RPS26P25 * 0,0403
G2:Sisplatin vs. G2:Sisplatin+anti-RPS26P25 ns 0,9958

(ns= Anlamlilik yok)
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RPS26P25’ in susturulmasinin T2A hiicreleri iizerindeki hiicre dongiisii tizerine etkisi
arastirilmistir. Bu uygulamanin, akciger kanserinde kullanilan kemoterapétiklerden biri olan

sisplatinin etkisiyle karsilagtirilmasi amacuyla, sisplatin uygulama gruplari olusturulmustur.

Hiicre dongiisii analizine gore kontrol, Neg-siRNA, RPS26P25+siRNA, Sisplatin,
SisplatintRPS26P25 siRNA hiicrelerinde G1, S ve G2 fazlarindaki hiicre yiizdeleri
belirlenmigtir. Hiicre ylizdeleri sirasiyla G1 fazinda %59,03, %59,74, %49,32, %51,19
ve %62,24°tir. S fazinda %29,80, %29,50, %30,23, 9%39,60 ve %32,21°dir. G2
fazinda %11,16, %10,76, %20,46, %9,21 ve %5,56’dir (Sekil 19 ve Sekil 20).
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Sekil 19. T2A hiicrelerinde RPS26P25’ in susturulmasinin hiicre dongiisii tizerindeki etkileri
a. Kontrol b. RPS26P25+siRNA c. Negatif- siRNA d. Sisplatin e. SisplatintRPS26P25
siRNA
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Sekil 20. T2A hiicrelerinde hiicre dongiisii fazlar1 degisimi

T2A hiicre hattinda yapilan hiicre dongiisii analizlerinde, G1, S ve G2 fazlarina yonelik
uygulanan farkli tedavi gruplari karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir (p > 0.05) (Tablo 9). Elde edilen sonuglar, RPS26P25 geninin susturulmasinin
tek basina ya da sisplatin ile birlikte uygulanmasinin hiicre dongiisiiniin bu fazlar1 lizerinde

belirgin bir etkisi olmadigini géstermektedir.
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Tablo 9. T2A hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasinin hiicre dongiisiine etkisi ve Tukey ¢oklu

karsilastirma testi sonuglar1!

Tukey’in Coklu Karsilagtirmalar Testi Anlamlilik Derecesi Diizeltilmis p Degeri
G1:Kontrol vs. G1:Neg siRNA ns >0,9999
G1:Kontrol vs. Gl:anti-RPS26P25 ns 0,9952
G1:Kontrol vs. G1:Sisplatin ns 0,9685
G1:Kontrol vs. G1:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999
G1:Neg siRNA vs. Gl:anti-RPS26P25 ns 0,9944
G1:Neg siRNA vs. G1:Sisplatin ns 0,9647
G1:Neg siRNA vs. G1:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999
Gl:anti-RPS26P25 vs. G1:Sisplatin ns >0,9999
Gl:anti-RPS26P25 vs. Gl:Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,9907
Gl:Sisplatin vs. G1:Sisplatin+anti-RPS26P25 ns 0,9576
S:Kontrol vs. S:Neg siRNA ns >0,9999
S:Kontrol vs. S:anti-RPS26P25 ns >0,9999
S:Kontrol vs. S:Sisplatin ns 0,9397
S:Kontrol vs. S:Sisplatint+anti-RPS26P25 ns >0,9999
S:Neg siRNA vs. S:anti-RPS26P25 ns >0,9999
S:Neg siRNA vs. S:Sisplatin ns 0,9253
S:Neg siRNA vs. S:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999

(ns= Anlamlilik yok)
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Tablo 9. T2A hiicrelerinde RPS26P25 uygulamasinin hiicre dongiisiine etkisi ve Tukey ¢oklu

karsilastirma testi sonuglar1 (devam)

S:anti-RPS26P25 vs. S:Sisplatin ns 0,9562
S:anti-RPS26P25 vs. S:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999
S:Sisplatin vs. S:Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,9980
G2:Kontrol vs. G2:Neg siRNA ns >0,9999
G2:Kontrol vs. G2:anti-RPS26P25 ns 0,9589
G2:Kontrol vs. G2:Sisplatin ns >0,9999
G2:Kontrol vs. G2:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999
G2:Neg siRNA vs. G2:anti-RPS26P25 ns 0,9440
G2:Neg siRNA vs. G2:Sisplatin ns >0,9999
G2:Neg siRNA vs. G2:Sisplatintanti-RPS26P25 ns >0,9999
G2:anti-RPS26P25 vs. G2:Sisplatin ns 0,8539
G2:anti-RPS26P25 vs. G2:Sisplatintanti-RPS26P25 ns 0,8253
G2:Sisplatin vs. G2:Sisplatin+anti-RPS26P25 ns >0,9999

(ns= Anlamlilik yok)

49



5. TARTISMA

Literatiirde RPS26P25 pseudogenine 6zgii dogrudan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak,
ribozomal protein genleri ve 6zellikle pseudogenler, son yillarda kanser biyolojisinde kritik
diizenleyici elemanlar olarak one g¢ikmaktadir. Ornegin, ribozomal proteinlerin yalmzca
ribozom biyosentezi ile sinirlt kalmadigi; ayn1 zamanda p53 ve NF-xB (Nikleer Faktor Kappa
B) gibi tiimorle iligkili sinyal yollarini da etkiledigi gosterilmistir (Zhao ve digerleri., 2024;
Costa ve digerleri., 2024). RPL5 ve RPLI1 gibi ribozomal proteinlerin MDM2-p53 (Hiicre
dongiisii ve apoptoz kontroliinde gorevli protein kompleksi) aksi iizerinden p353
stabilizasyonunu artirarak timor baskilayict bir etki gosterdigi, son donemde yapilan

calismalarla desteklenmektedir (Zhao ve digerleri., 2024).

Ribozom biyogenezini hedefleyen yeni nesil molekiiller de antikanser terapilerde umut
verici bulunmustur. Ozellikle CX-5461, RNA polimeraz I’i inhibe ederek niikleolar stres
yaratmakta ve bu yolla hiicre dongiisiinii durdurarak apoptozu indiiklemektedir (Li ve
digerleri., 2025). Bu ajan, hem preklinik hem de bazi klinik modellerde timor gelisimini

anlamli 6l¢iide baskilamistir (Miao ve digerleri., 2025).

Pseudogenler 6zelinde ise, bazi yeni ¢aligmalar bu genlerin ceRNA mekanizmasi ile
miRNA’ lar1 siingerleyerek hedef genlerin ekspresyonunu diizenledigini ortaya koymustur.
Omegin, HSPBIPI pseudogeninin renal hiicreli karsinomda miR-296-5p/HMGAI aks1

tizerinden hiicre proliferasyonu ve metastazi artirdigi gosterilmistir (Zhou ve digerleri., 2025).

Bu baglamda, calismamizda RPS26P25° in siRNA ile baskilanmasi sonrasinda hiicre
canliliginda azalma, apoptoz oraninda ise artig belirlenmistir. Bu durum, bu pseudogenin
hiicre yagam dongiisiinde regiilator rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, sisplatin
ile kombine uygulamada apoptoz oranindaki artiy, RPS26P25° in kemoterapi duyarlilig
tizerinde etkili olabilecegini ve A549 hiicrelerinin sisplatine karsi daha duyarli oldugunu
ortaya koymustur. Bu sonuglar, RPS26P25’ in susturulmasinin sisplatin duyarlilig1 tizerinde
siirli diizeyde bir etki olusturdugunu, ancak tek basina hiicre canlilig1 ve apoptoz iizerinde
belirgin bir diizenleyici role sahip olabilecegini gdostermektedir. Bu veriler, RPS26P25’ in

akciger kanseri biyolojisinde terapotik hedef veya biyobelirteg olabilecegini gostermektedir.
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Bu durum, genin susturulmasinin normal hiicreler iizerinde de belirli diizeyde etki
olusturdugunu, ancak bu etkinin tiimor hiicrelerine kiyasla daha siirli  oldugunu

gostermektedir.

Solunum hastaliklarinin tedavisinde siRNA teknolojisi, genetik diizeyde hedefe yonelik
tedavi imkani1 sundugu i¢in dikkat ¢ekmektedir. siRNA’lar, belirli bir mRNA’y1 hedef alarak
gen ifadesini susturmakta ve bu sayede hastalifin ilerlemesine neden olan proteinlerin
iiretimini engellemektedir. Yulin Fan’a (2022) gore, inhale siRNA formiilasyonlar1 dogrudan
akcigerlere uygulanabilirlikleri sayesinde lokal etkiyi artirirken sistemik toksisiteyi azaltma

potansiyeline sahiptir.

Bu oOzellikleri ile siRNA bazli tedaviler, astim, KOAH (Kronik Obstriiktif Akciger
Hastalig1) , akciger enfeksiyonlar1 ve hatta akciger kanseri gibi bircok solunum yolu hastaligi

icin umut vaat etmektedir.

Bu sonuglar, giincel literatiirle de desteklenmektedir. 2020 sonrasi yapilan g¢aligmalar,
ribozomal proteinlerin ve pseudogenlerin kanser biyolojisinde diizenleyici rollere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Ornegin Lindstrdm ve digerleri (2025), RPL5 ve RPLII gibi
ribozomal proteinlerin p353 stabilizasyonu yoluyla tiimor baskilayict etki gosterdigini
bildirmistir. CX-5461 adli RNA Polimeraz I inhibitoriinii kullanan Li ve digerleri (2025),
niikleolar stres olusturarak apoptozu indiiklemis ve ribozom biyogenezi iizerinden antikanser
etki gostermistir. Gelfo ve digerleri (2024) ise dokuya 6zgili ribozom yapilarinin, kanser
tiiriine gore farkl islevler ustlendigini ortaya koymustur. Miao ve digerleri (2025), ribozom
hedefli terapilerin yeni nesil tedavi stratejileri arasinda yer aldigini vurgulamaktadir. Taritsa
ve digerleri (2025), bazi pseudogenlerin ceRNA mekanizmasi araciligiyla miRNA’lar
stingerleyerek p53 regiilasyonuna katki sagladigini ifade etmistir. Wu ve digerleri (2022) ise,
bazi pseudogenlerin malign transformasyonun erken evrelerinde ceRNA olarak gorev
alabilecegini gostermistir. Akciger adenokarsinomu hastalarina ait biiyiilk veri setleriyle
calisan Xin ve digerleri (2022), LINC00460 gibi ceRNA elemanlarinin tani ve prognoz
acisindan deger tasidigini one siirmiistiir. EGFR-TKI direngli kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri
hiicrelerinde ceRNA aglarinin etkisini inceleyen Frankish ve digerleri (2021), ribozom
biyogenezi ve RNA isleme yollarinin da bu siiregte aktive oldugunu gostermistir. Ayrica
Zhang ve digerleri (2023), PTENPI pseudogeninin miR-21" 1 siingerleyerek PTEN

ekspresyonunu artirdigini ve apoptozu tesvik ettigini bildirmistir.
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Pseudogenler, 6zellikle ceRNA olarak gorev yaparak miRNA' lar1 baglayabilir ve bdylece
fonksiyonel genlerin ekspresyonunu etkileyebilir. RPS26P25’ in transkripte ugramasi, bu tip
bir mekanizmaya dahil olabilecegini diisiindiirmektedir (Tay ve digerleri., 2014). Ayrica,
potansiyel transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri, bu genin regiilasyonda aktif

olabilecegine isaret etmektedir.

Bazi ¢alismalarda ribosomal protein pseudogenlerinin tiimor baskilayic1 veya onkogen
olarak gorev yapabilecegi One siiriilmektedir (Poliseno ve digerleri., 2010). RPS26P25,
genomik olarak sessiz kalmayan ve belirli kosullarda transkripsiyona ugrayabilen bir
pseudogendir. Ribosomal protein ailesine ait olmast ve bu genin biyobelirte¢ potansiyelini
ortaya koymaktadir. Ancak, kesin fonksiyonlarini ortaya koymak icin daha fazla fonksiyonel

ve klinik arastirma gerekmektedir.

RPS26P25 hakkinda mevcut bilimsel yayin sayist olduk¢a simirlidir. Literatiirde yer alan
veriler genetik veritabanlarindan elde edilen anotasyonlara dayanmaktadir. Bu pseudogenin
fonksiyonel etkileri ve hastalik siireclerindeki rolii hakkinda daha fazla deneysel calismaya

ithtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda daha once calisilmamis olan RPS26P25 adli pesudogenin akciger
kanseri hiicreleri iizerindeki biyolojik etkileri arastirtlmistir. Yapilan in vitro deneyler
sonucunda, RPS26P25 pseudogeninin A549 hiicre hattinda hiicre canliligini anlamh diizeyde

azalttig1 ve apoptozu tetikledigi belirlenmistir.

Ayrica, RPS26P25° in kemoterapétik ajan olan sisplatin ile etkilesimi de arastirilmis;
RPS26P25° in susturulmasinin, sisplatinin sitotoksik etkisini artirdifi gdzlemlenmistir.
Ozellikle ICso degerleride elde edilen anlamli degisiklikler, RPS26P25’ in kemoterapi yanitini
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu etkilesim, RPS26P25’ in tedaviye duyarlilif1 artirma
potansiyeli bakimindan dikkat ¢ekici olmaktadir.

RPS26P25° in saglikl akciger hiicreleri olan T2A hiicre hattinda belirlenen etkilerinin
A549° a gore daha diisiik seviyede olmasi ise bu genin hedeflenmesinin kanser hiicrelerine
0zgli ve secici bir tedavi stratejisi sunabilecegini gostermektedir. Bu sonuglara gore,
RPS26P25’ in hem terapdtik hedef olarak degerlendirebilecek bir pseudogen hem de tanisal
amagla kullanilabilecek bir biyobelirte¢ aday1 olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Elde edilen bulgular, RPS26P25 pseudogeninin akciger kanseri hiicrelerinde apoptoz ve
kemoterapiye duyarlilik gibi temel hiicreler siiregleri etkiledigini ortaya koysa da, bu etkilerin
altinda yatan molekiiler yollar heniiz tam olarak anlagilmamis ve arastirilmamistir. Bu durum,
RPS26P25° in hiicre i¢i sinyal yolaklar1 iizerindeki diizenleyici etkilerinin ve potansiyel
etkilesim aglarinin daha detayl1 arastirilmasi ve incelenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Ozellikle RPS26P25” in apoptotik proteinler, hiicre déngiisii diizenleyicileri veya DNA hasar1

yaniti ile olan iligkileri gelecekte yapilacak calismalarin temel yap1 taglarini olugturmalidir.

Gelecek calismalarda RPS26P25° in in vivo modellerdeki etkilerinin degerlendirilmesi,
klinik ¢alisma ve Orneklerle degerlendirilmesi ve tedavisel olarak arastirilmasi, elde edilen

sonuclarin translasyonel tip agisindan degerini artiracaktir.
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