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ÖZET 

 

İki Farklı Gene (VEGF-A ve VEGFR-2) Özgü shRNA İçeren Vektör Tasarımı ve 

Bunun Meme Kanserinde Gen Susturma Etkinliğinin Araştırılması 

Amaç: Meme tümörünün büyümesi ve metastazı anjiyogeneze bağlıdır. Kanser 

tedavisinde tek bir anjiyogenik faktörün baskılanması, anjiyogenezin inhibisyonunda 

yetersiz kalabilir. Aynı anda birden fazla geni hedefleyen birkaç shRNA’yı kodlayan 

vektörlerin tasarımı, RNAi teknolojisi açısından önemli bir stratejidir. Birkaç shRNA’yı 

hedefleyen vektör tek bir mRNA içerisinde bulunan birçok bölgeyi hedefleyebildiği gibi 

farklı genlere hedeflenerek de daha etkin bir protein ifade baskılanması oluşturulabilir. 

Bu çalışmada, anjiogenezde önemli rol oynayan VEGF-A ve VEGFR-2 genlerine 

hedeflenen shRNA’ları içeren tek bir RNAi-temelli vektör modifikasyonu ile hücrelerde 

RNAi etkisinin artırılması ve meme kanserinde terapötik etkinliğinin iyileştirilmesi 

amaçlandı.  

Materyal ve Metot: Çalışmamızda VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik shRNA dizileri 

tasarlandı ve her iki shRNA dizisi vektöre tek ve iki basamakta klonlandı ve kontrol 

çalışmaları yapıldı. Ayrıca, tek bir vektöre her iki dizinin birlikte ve her bir dinini 

vektöre ayrı ayrı klonlanmasında aynı metod kullanıldı. Tekli ve ikili olarak klonlanan 

plazmidlerin gen susturma etkinlikleri meme kanser hücreleri olan MCF-7 ve MDA-

MB-231 hücrelerinde protein seviyesinde ELISA yöntemi ile incelendi. 

Bulgular: Anjiogenezde önemli rol oynayan VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik 

dizilerin susturma vektörlerine klonlanması ile meme kanser hücrelerinde VEGF-A ve 

VEGFR-2 protein ekspresyonları önemli ölçüde baskılanmıştır. Çalışmamızda ikili 

klonlama yapılan vektörlerin tekli klonlama yapılan vektörlere göre meme kanseri 

hücrelerinde gen susturma etkinliği daha yüksek bulundu.  

Sonuç: Bu tez çalışması ile RNAi teknolojisi kullanılarak birden fazla anjiogenik 

faktörün ya da protein ve ilişkili reseptörünün birlikte susturulması ile meme kanserinin 

tedavisinde ümit verici sonuçlar elde edilebileceği önerilebilir.  

Anahtar Kelimeler: shRNA, vektör temelli RNAi, VEGFA, VEGFR2, anjiogenez, 

meme kanseri 
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ABSTRACT 

 

The Investigation of Gene Silencing Efficiency in Breast Cancer and Vector 

Design Containing shRNA Specific to Two Different Genes  

(VEGF-A and VEGFR-2) 

 

Aim: The growth and metastasis of breast tumor is dependent to angiogenesis. 

Suppression of a single angiogenic factor can be insufficient to inhibit angiogenesis. 

The design of vectors encoding several shRNAs is an important strategy for RNAi 

technology. The vector that targets different genes to produce more efficient protein 

expression suppression. In this study, a single RNAi-based vector modification 

containing targeted shRNAs to VEGF-A and VEGFR-2 genes, which play an important 

role in angiogenesis, aimed to increase the RNAi effect in cells and to improve 

therapeutic efficacy in breast cancer. 

Material and Method: In our study, VEGF-A and VEGFR-2 specific shRNA 

sequences were designed and both shRNA sequences were cloned into the vector in one 

and two steps and control studies were performed. In addition, to clonning of both 

sequences into one vector and of each sequence separately into the vector was used 

same method. The gene silencing activities of single and dual cloned plasmids were 

examined by ELISA method in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. 

Results: In our study, gene silencing efficiency was found to be higher in vectors with 

dual cloning than vectors with single cloning. The protein expression in breast cancer 

cells was significantly suppressed by the use of silencing vectors cloning VEGF-A and 

VEGFR-2 specific sequences that play an active role in angiogenesis. 

Conclusion: As a conclusion, it can be suggested that RNAi technology can be obtain 

promising results in treatment of breast cancer by together silence of different 

angiogenic factors and their associated receptors. 

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

cancer 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

DMEM  : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

FGF   : Fibroblast Büyüme Faktörü  

OD  : Optik Dansite  

OD260  : 260 nm dalga boyundaki optik dansite değeri  

OD280  : 280 nm dalga boyundaki optik dansite değeri 

PBS   : Phosphate Buffer Saline (Fosfat sodyum klorür tamponu) 

PDGF  : Platelet-Türevli Büyüme Faktörü  

pDNA  : Plazmid DNA 

RISC   : RNA ile indüklenen susturma kompleksi 

RNAi   : RNA interference 

shRNA  : Short hairpin RNA (Kısa saç tokası RNA) 

siRNA   : Small interfering RNA (Küçük interferans RNA) 

TE   : Tris/EDTA 

VEGF  : Vasküler endotelyal büyüme faktörü 

VEGFR-2  : Vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü 2 
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1. GİRİŞ 

 

Tümör bölgesine doğru kan damarlarının yönelmesi, tümörün büyümesi ve 

metastazı ile doğrudan ilişkilidir. Kan damarları ile taşınan kan, oksijen, büyüme 

faktörleri, besinler, metabolitler, hormonlar, endotelyal türevli büyüme faktörleri ve 

sitokinlerin taşınmasında etkili olduğu gibi aynı zamanda tümörde proinvaziv ve 

proteolitik aktiviteler açısından da etkindir. Hipoksi cevabı, parakrin stimülasyonu, 

kanama ya da inflamasyon gibi reaktif süreçler tümör anjiogenezinin başlamasına 

katkıda bulunur (1).  

Meme tümörünün büyümesi ve metastazı anjiyogeneze bağlıdır. Tek bir 

anjiyogenik faktör anjiyogenezin inhibisyonunda yetersiz kalabilir. Bu nedenle, 

anjiyogenez inhibitörlerinin dengeli kombinasyonuna ihtiyaç vardır. Ayrıca mevcut 

anti-anjiyogenik tedaviler uzun sürelidir ve ilacın sürekli uygulanması gereklidir (2). 

Büyüme faktörlerinden özellikle Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF), 

Platelet-Türevli Büyüme Faktörü (PDGF) ve Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF) 

anjiyogenezde önemli rol oynarlar. Bunlar arasında VEGF insan kanserlerinde önemli 

bir pro-anjiogenik büyüme faktörüdür, mezenkimal, stromal ve özellikle tümör hücreleri 

tarafından sekrete edilir. Anjiogenez ve invazyona katkıda bulunur ve vasküler 

permeabiliteyi artırır. VEGF’nin yüksek düzeyde ekspresyonu birçok solid tümörde 

kötü prognozun göstergesidir. Özellikle metastatik lezyonları olan,  yüksek seviyede 

VEGF’ye sahip hastalarda survival zamanı azalır (3). VEGF primer olarak reseptörü 

olan VEGFR-2 aracılığıyla sinyalleri hücreye iletir. VEGFR-2 endotelyal hücreler, 

endotelyal hücre öncülleri (prekürsörleri) ve tümör hücreleri gibi birçok hücre 

tarafından eksprese edilen bir tirozin kinaz reseptörüdür.  

Endotelyal hücreler, tümör hücrelerine göre genetik olarak çok daha stabil 

hücrelerdir, tümör hücrelerinden daha az ilaç direnci geliştirirler. Bu nedenle tümör 

hücrelerini hedefleyen yaklaşımlardan ziyade endotelyal hücreleri hedefleyen antikanser 

terapötik ajanların geliştirilmesi daha etkin bir strateji olarak düşünülebilir (4). 

Kanserde anti-angiogenik stratejilerle tedavi ümit vericidir. Son yıllarda birçok anti-

anjiogenik ilacın klinikte kullanımı onaylanmıştır. Küçük kimyasal moleküllerle ya 

tümörü besleyen yeni kan damarlarının oluşumu (TNP-470, endostatin, angiostatin) 

önlenmeye çalışılır ya da var olan kan damarlarında hasar yapan ilaçlar (combrestatin) 
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kullanılır (5). Ayrıca tirozin kinaz inhibitörleri (sunitinib, pazopanib, vandetanib, 

axitinib, regorafenib, cabozantinib ve lenvatinib) VEGF reseptörlerini hedefleyen 

FDA’den onay alan bir grup ilaçtır (6). Bu anti-anjiogenik ilaçların etki mekanizması ya 

doğrudan endotelyal reseptörleri hedefleyerek ya da dolaylı olarak anjiogenik sitokinleri 

hedefleyerek olur. Anti-angiogenik ajanların avantajlarına rağmen bazı kısıtlamaları da 

vardır. Çoğu anjiogenik inhibitör sistemik olarak verildiklerinde hedeflenen tümör 

damarlarına ulaşamaz, zayıf biyodağılım ve zayıf farmakokinetik profil oluşur, yan 

etkiler gelişir ve tedavi etkinliği oldukça azdır. Sık tekrarlayan verilmeler ise toksisite 

problemini ortaya çıkarır. Ayrıca ilaca direnç gelişir (5, 7). Anti-anjiogenik tedavide 

farklı bir strateji olarak monoklonal antikorlar da kullanılmaktadır. Bevacizumab 

(Avastin) kolorektal kanserde VEGF proteinlerini hedefleyen FDA’den onay alan bir 

monoklonal antikordur. VEGFR-2’ye hedeflenen ramucirumab, VEGF ligandının 

bağlanmasını bloklayan solid tümörlerin tedavisinde kullanılan bir monoklonal 

antikordur. Bir diğer FDA’den onay alan VEGF-A, VEGF-B ve plasental büyüme 

faktörüne (PGF) hedeflenen aflibercept ise rekombinant bir füzyon proteinidir (1). Anti-

anjiogenik tedavide farklı bir streteji olarak gen tedavisi uygulamaları yapılmaktadır. 

Bir aptamer ilacı olan pegaptanib, VEGF’ye yüksek affinite ile bağlanan yaşla ilişkili 

makular dejenerasyon hastalığının tedavisinde kullanılan bir RNA aptameridir (8).  

RNA interferans (RNA engellemesi) (RNAi)’nin keşfi ile hücre içerisindeki 

proteinlerin ifadelerinin seçici olarak inhibe edilebilmesi sağlanmıştır. Diziye özgü bu 

süreçte post-transkripsiyonel gen susturması, baskılanacak gene homolog çift iplikli 

RNA’ların (dsRNA) hücreye girmesi ile indüklenir. Dicer enziminin aktivitesi ile kısa 

dsRNA moleküllerine ayrılarak 21 bp uzunluğunda small interfering RNA’lar (siRNA) 

oluşur. Dicer enzimi ile oluşan siRNA çift iplikleri (dupleksleri), 5’ fosfat ve 3’hidroksil 

grubu taşıyan, 3’ uçlarında 2 nükleotidlik çıkıntı (overhang) içeren iki tane 21 nükleotid 

uzunluğunda moleküllerdir. siRNA’lar, RNA ile indüklenen susturma kompleksi 

(RISC) olarak bilinen ribonükleoprotein kompleksini oluşturmak için sitoplazmada 

bulunan proteinler ile etkileşir. Rehber olarak siRNA’nın antisens ipliğinin 

kullanılmasıyla, RISC ile birleşir ve spesifik olarak bağlandığı mRNA’yı keser. Kesilen 

mRNA daha sonra spesifik olmayan RNazlar ile parçalanır (9, 10). 

RNAi, hücrelere sentetik kısa dsRNA dupleksleri, sentetik siRNA ve siRNA ya 

da short hairpin RNA’ları (shRNA) eksprese eden plazmid vektörlerin taşınması ile 

başarılır. siRNA’ların endojen ekspresyonu, fonksiyonel siRNA’lar ya da onların 
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öncüllerinin transkripsiyonunu sağlayan farklı Pol III promotor ekspresyon kasetleri 

kullanılarak sağlanır (11). shRNA gen ekspresyonunun inhibisyonu için önemli bir 

araçtır. Bu tekniğin sınırlamalarından biri tek bir genin hedeflenmesidir. Son 

zamanlarda, genlerin etkin olarak susturulması için tek bir vektörde çoklu siRNA ya da 

shRNA’ların klonlanması önerilmektedir. Bu RNAi ekspresyon vektörleri, birkaç geni 

aynı anda baskılayabilir (12). Oluşturulan vektörler, genler arasındaki ilişkileri ve gen 

kaybının hücre fonksiyonuna etkilerini değerlendirmek için de kullanılabilir. Bazı 

mRNA’ların etkin susturulmasını başarmak zordur, birkaç shRNA vektörü, susturma 

etkinliğini artırmak için tek bir mRNA içerisinde birçok bölgeyi hedeflemekte kullanılır 

(13). 

shRNA vektörleri ya birçok geni hedeflemek ya da bir gen içerisindeki birçok 

bölgeyi hedeflemek için kullanılmaktadır. Birden fazla shRNA’nın klonlandığı vektör 

bir ya da daha fazla genin hedeflenen susturulmasını sağlar. Memeli hücrelerinde 

RNAi’ın başarılı bir şekilde indüklenmesinde birçok araştırmacı U6, H1 ya da 7SK gibi 

RNA polimeraz III promotorları ile sürdürülen vektör-temelli siRNA ya da shRNA 

ekspresyonunu geliştirmişlerdir (14). Günümüzde RNAi temelli vektörler, birçok 

shRNA kasetinin tekrarlanan insersiyonunu kolaylaştırmak için spesifik olarak 

tasarlanmaktadır. Ayrıca farklı promotorlu diğer vektörleri modifiye etmek için de 

kullanılmaktadır (H1, U6 ve 7SK). Birbiri ile uyumlu farklı vektörlerden bu promotor-

shRNA kasetlerinin restriksiyon enzim bölgelerini yaparak, farklı promotorlu multipl 

kasetlerin etkin kombinasyonu da başarılabilmektedir (15).   

Bu çalışmada, angiogenezise karşı etkin olan RNAi temelli gen tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesi için, bu yolakta etkili olan protein ve ilişkili reseptörünün 

aynı anda eksprese olması ve meme kanserinde etkin gen susturmasının sağlanması 

amaçlanmıştır.  Şimdiye kadar VEGF-A ya da VEGFR-2 shRNA’larının ayrı ayrı 

klonlandığı ve kanser tedavisindeki etkinliğinin araştırıldığı çalışmalar olmakla birlikte, 

her ikisinin birlikte klonlanarak tek bir vektör üzerinden gen susturma etkinliğinin 

araştırıldığı herhangi bir literatüre rastlanmamıştır. Çalışmamızda, anjiogenezde önemli 

rol oynayan VEGF-A ve ilgili reseptörü VEGFR-2 shRNA’larının aynı plazmid vektöre 

klonlanması ve birlikte ekspresyonunun sağlanması ile gen susturma etkinliğinin 

artırılması ve bunun meme kanserinde tedavi etkinliğinin artırılması amaçlanmıştır.   
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Meme Kanseri 

Gelişen tanı ve tedavi yöntemlerine rağmen, meme kanseri günümüzde önemli 

bir halk sağlığı problemidir. Bu kanser türü hem gelişmiş hem de gelişmekte olan 

ülkelerin kadınlarında en sık görülen kanser tipidir ve mortalite sıralamasında akciğer 

kanserinin ardından ikinci sırada yer almaktadır (16). Meme kanseri insidansı 1970’lere 

kıyasla artış göstermiştir ve bu artışa neden olarak artan ortalama yaşam süresi, değişen 

üreme alışkanlıları (daha geç yaşta anne olmak ve daha az sayıda çocuk doğurmak), 

obezite, menapoz sonrası hormon replasman tedavi ve yaygın mamografi tarama testleri 

sonucunda artan tanı sayısı gösterilmektedir (17). Meme kanseri erkeklerde nadiren 

görülürken (1/150), kadınlarda ise hem gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkelerde en 

sık görülen kanser tipidir.  

Meme kanseri, memenin lobüller ya da glandular süt kanallarının epitelyal 

hücrelerinden köken alan bir tümördür. Tümörün bazal membranı geçerek büyümesine 

göre, non-invaziv (in situ karsinom) ya da invaziv olarak adlandırılır. İnvaziv 

karsinomlar, değişen hücrelerin vücudun farklı organlarına metastaz yapma ve çevre 

bağ dokuya yayılması ile gelişir. Meme kanserinin metastaz yaptığı başlıca bölgeler 

kemik, beyin, karaciğer ve akciğerdir. Meme karsinomlarının üçte ikisi duktal 

karsinoma olarak adlandırılan duktusların epitelyal hücrelerinden kaynaklanır ve üçte 

biri de lobüler karsinomadır ve lobüllerden kaynaklanır. Daha az yaygın histolojik 

gruplarda, inflamatuar, meduller, apokrin, musinoz ve tubuler karsinomalar olarak 

tanımlanır (18.  

Meme kanseri heterojen bir hastalık olup moleküler ve klinik özellikleri 

farklılıklar gösterir. Meme kanserinin sınıflandırılması tanı ve tedaviye yardımcı bilgi 

sağlar. Farklı histolojik, genetik ve biyomoleküler özelliklerine göre sınıflandırılır. 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 20 farklı histopatolojik alt tip sınıflandırmıştır. Meme 

kanseri, tümörün boyutu, lenf nodu varlığı ve metastaz durumuna göre (Tumor Node 

Metastasis, TNM) sınıflandırılır. Histopatolojik derecelendirmede, tübül oluşumu, 

nükleer polimorfizm ve mitotik sayıya göre hem farklılaşma derecesi hem de proliferatif 

aktivitesi belirlenir. Histopatolojik değerlendirmelere ek olarak, meme kanseri 

moleküler biyomarkerlarına göre immunohistokimyasal olarak da karakterize edilir; 
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östrojen reseptor alfa (ERα), progesteron reseptör (PR) ve insan epidermal büyüme 

faktör reseptörü 2 (HER2). Bu değerlendirmeye göre meme kanseri 3 fenotipe 

sınıflandırılır; ER/PR-pozitif, ER/PR-negatif/HER2-pozitif ve ER/PR-negatif/HER2-

negatif (PR negatif ya da üçlü negatif olarak da adlandırılır). Tüm meme kanserlerinin 

yaklaşık olarak %85’i ER/PR-pozitif’tir ve bunlara hormon tedavisi 

uygulanabilmektedir. Meme kanserlerinin %20’si ER/PR-negatif/HER2-pozitif’tir. Bu 

tip meme kanserlerinin tedavisinde HER-2’yi hedefleyen monoklonal antikorlar 

kullanılabilmektedir. Bu nedenle bu biyomarkerlar sistemik tedavi açısından büyük 

öneme sahiptirler (19, 20).  

Östrojen, meme bezlerinin morfogenezinde ve hormon bağımlı meme 

kanserlerinin büyümesinde etkilidir. Menopoz öncesi kadınlarda ovaryumda, menapoz 

sonrası kadınlarda adipoz dokuda sentezlenir. Östrojen hormonu hücrede 2 reseptöre 

bağlanarak aktivite gösterir; östrojen reseptör alfa (ERα) ve östrojen reseptör beta 

(ERβ). ERα, meme kanseri için önemli bir biyomarkerdır ve meme kanseri hastalarının 

%75’inde eksprese olur. Östrojenin onkojenik etkisi ise ERα aracılığı ile hücre 

proliferasyonu, hücre canlılığı ve anjiogenezin tetiklenmesinde görev alan genlerin aşırı 

ekspresyonu ile olur. Bununla birlikte ERα’nın metastaza etkisi yoktur, bu nedenle ERα 

pozitif meme kanserleri, ERα negatif meme kanserlerinden daha iyi bir prognoza 

sahiptirler (21).  

Progesteron reseptörü (PR), östrojen ile regüle edilen bir gendir ve ekspresyonu 

ERα aktivitesine bağlıdır. PR, östrojen reseptörü gibi bir steroid nükleer reseptördür ve 

hücre adezyonu, hücre büyümesi, steroid ve yağ asidi metabolizması ile ilişkili genlerin 

ekspresyonunu düzenler. PR pozitif ve ERα-negatif tümörler daha nadir görülür, tüm 

meme kanserlerinin %1-3’ünü oluşturur. ERα-pozitif hastalarda, PR’nin negatif olması 

tümörün daha proliferatif ve agresif olduğunu, daha zayıf prognoza sahip olduğunu ve 

tekrarlanabilir olduğunu gösterir (22).  

HER2 diğer adıyla ERBB2 epidermal büyüme reseptörü (EGFR) 4 üyeden 

oluşur (HER1/EGFR, HER2, HER3 ve HER4). HER2 hücre membranında lokalizedir 

ve tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. HER2 aktivitesi EGFR ailesinin diğer üyeleri ile 

dimer yapması ile aktifleşir, fosforilasyon ve hücre içi sinyal yolaklarının aktivasyonu 

ile (mitojen-aktive protein kinazlar (MAPK), fosfoinositid 3 kinaz (PI3K)/Akt) hücre 

proliferasyonu, hücre survivalı, invazyon ve anjiogenezisi aktive ederler. HER2, meme 
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kanserlerinin yaklaşık %15-20’sinde aşırı eksprese olur, HER2 pozitif kanserlerin 

%30’unda ERα ekspresyonu vardır. HER2 overekpsresyonu meme kanserinin kötü 

prognozu ile ilişkilidir (23).  

Meme kanserinde bu biyomarkerların dışında prognoz açısından hücre 

proliferasyonu için Ki67 ekspresyonunun belirlenmesi tedavinin etkinliği açısından 

önemlidir. Siklin D1, siklin E, ER-β, sirküle tümör hücreleri, müsin-benzeri karsinoma 

ile ilişkili antijen ve kanser antijenleri de meme kanseri prognozunu yansıtırlar.  

Meme kanserinin klinik olarak sınıflandırılmasında ise 4 alt tipe ayrılmıştır; 

lüminal A, lüminal B, HER2-pozitif lüminal olmayan ve bazal 3’lü negatif (ER-, PR-, 

HER2-). Bu dört alt tip proliferasyon, hormon reseptörü, insan epidermal büyüme 

faktörü reseptörü 2 (HER-2) pozitifliği, bazal ve epitel gen ekspresyonuna göre 

birbirinden ayrılmaktadır. Bu alt tipler arasında en iyi prognoz lüminal A’ dayken, en 

kötü prognoz ise bazal-benzeri üçlü negatif meme kanserindedir (24, 25). 

Perou ve ark. (26) insan meme tümörlerini gen ekspresyon farklılıklarına göre 

karakterize etmişlerdir. Meme kanserinin moleküler profiline göre; ER+/luminal-

benzeri, bazal-benzeri, HER2+ ve normal meme benzeri tümörler. Luminal alt tip, 

luminal A ve luminal B olarak ikiye ayrılır. Bu alttiplerin farklı klinik özelliklerine 

bakıldığında; HER2+ ve bazal-kötü, luminal B-orta ve  luminal A-en iyi klinik duruma 

sahiptir.  

Son zamanlarda yeni bir moleküler alt tip tanımlanmıştır; düşük-klaudin 

(claudin-low) alt tipi. Bu alt tip sıkı bağlantılar ve hücre-hücre adezyonuna (3,4,7 

claudinler, okludin ve E-kaderin) katılan genlerin düşük ekspresyonu ile ilişkilidir. 

Düşük-klaudin alt tipine sahip tümörler üçlü negatif tümörlerdir, fakat epitelyal-

mezenkimal geçiş (EMT) markerları ve immün cevap genleri açısından zengindirler. 

Bunlar kanser kök hücre benzeri özellikler gösterirler. Klinik açıdan bu tümörler bazal 

ve luminal alttipler arasında orta prognoza sahiptirler (27).  
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Tablo 2.1. Meme tümörlerinin moleküler sınıflandırılması ve immunohistokimya 

belirteçleri arasındaki bağlantı.  

 Luminal A Luminal B HER2+ Bazal-

benzeri/üçlü 

negatif 

ER + + - - 

PR +/- +/- - - 

HER2 - + + - 

Ki67 düşük orta yüksek yüksek 

 

Tablo 2.2. Meme kanserinin önemli moleküler alt tipleri (28). 

Moleküler Alt Tipler 

 Luminal A Luminal B Her2/neu Bazal benzeri 

Gen 

ekspresyon 

paterni 

Luminal 

sitokeratinlerin (düşük 

MW) ekspresyonu, 

hormon reseptörleri ve 

ilgili genlerin yüksek 

seviyede ekspresyonu 

Luminal sitokeratinlerin 

(düşük MW) 

ekspresyonu , hormon 

reseptörleri ve ilgili 

genlerin orta-düşük 

seviyede ekspresyonu 

Her2/neu’nun 

yüksek düzeyde 

ekspresyonu,  

ER ve ilgili 

genlerin düşük 

ekspresyonu 

Bazal epitelyal 

genler ve bazal 

sitokeratinlerin 

yüksek seviyede 

ekspresyonu, ER ve 

ilgili genlerin düşük 

ekspresyonu, 

Her2/neu’nun düşük 

ekspresyonu 

Klinik ve 

biyolojik 

özellikler 

İnvaziv meme 

lanserinin %50’si,  

ER/PR pozitif, 

Her2/neu negatif 

İnvaziv meme lanserinin 

%20’si, 

 ER/PR pozitif, Her2/neu 

ekspresyonu değişken, 

Luminal A’dan daha 

yüksek proliferasyon 

Luminal A’dan daha 

yüksek histolojik derece 

İnvaziv meme 

lanserinin %15’i, 

ER/PR negatif, 

Her2/neu pozitif, 

yüksek 

proliferasyon, 

difüz TP53 

mutasyonu, yüksek 

histolojik derece 

ve nodal pozitiflik 

İnvaziv meme 

lanserinin %15’i, 

ER/PR/HER2 neu 

negatif (üçlü 

negatif), yüksek 

proliferasyon, difüz 

TP53 mutasyonu, 

BRCA1 

disfonksiyonu 

(germline, sporadik) 

Histolojik 

ilişki 

Tubular carcinoma, 

cribriform carcinoma, 

düşük dereceli invaziv 

duktal karsinoma, 

NOS, klasik lobular 

karsinoma 

İnvaziv duktal 

karsinoma,  

NOS, 

Mikropapiller karsinoma 

Yüksek dereceli 

invaziv duktal 

karsinoma,  

NOS 

Yüksek dereceli 

invaziv duktal 

karsinoma,  

NOS, Metaplastik 

karsinoma, 

Medullar karsinoma 

Tedavi ve 

prognoza 

yanıt 

Endokrin tedavisine 

yanıt, 

Kemoterapiye 

değişken cevap, 

İyi prognoz 

Luminal A kadar iyi 

olmayan endokrin 

tedavisine yanıt 

(tamoksifen ve aromataz 

inhibitörleri) 

Kemoterapiye değişken 

cevap (Luminal A’dan 

daha iyi) 

Luminal A kadar iyi 

olmayan prognoz 

Trastuzumab’a 

yanıt (Herceptin) 

Antrasiklinler ile 

kemoterapiye 

cevap, olumsuz 

prognoz 

Endokrin tedavisine 

ya da 

Trastuzumab’a yanıt 

yok, platinum grup 

kemoterapiye ve 

PARP 

inhibitörlerine 

hassasiyet,  

kötü prognoz 

 

Meme kanseri tedavisi, hastanın HER2 ve hormon reseptörleri durumuna 

bakılarak ameliyat, radyoterapi ve onkojenik yolakları hedefleyen  (örn. küçük molekül 
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kinaz inhibitörleri ve monoklonal antikorlar) ilaç tedavileri ile yapılmaktadır. Tanı ve 

tedavideki ilerlemeler meme kanserinin erken evrede tedavisine olanak sağlamaktadır. 

Toplam sağkalım oranlarında önemli gelişmeler olmasına rağmen, nüks etmiş ve 

metastazlı meme kanseri vakalarının prognozunda etki daha azdır. Bu nedenle, özellikle 

yayılmayı durdurmaya yönelik ve geç evre meme kanseri tedavisinde kullanılabilecek, 

yenilikçi tedavi yaklaşımlarına ivedilikle ihtiyaç vardır.  

2.2. Tümör Anjiogenezi 

Anjiogenez süreci birçok fiziksel ve patolojik durumda önemli rol oynar. Solid 

tümörler çevreye büyüme ve metastaz için anjiogeneze ihtiyaç duyarlar. Prevasküler 

fazda tümörler yaklaşık 2-3 mm3 dür ve yaklaşık bir milyon hücre içerirler. Bu boyutun 

artması ile tümör hücrelerinin yaşamı ve büyümesi için çevreden pasif difüzyon ile 

oksijen ve besinlerin alınması gereklidir (29). Tümör anjiogenezi, tümöre oksijen ve 

besin desteği ve atıkların uzaklaşmasını sağlamak için tümöre giren kan damar ağının 

proliferasyonu ile gelişir. Tümörle-indüklenen anjiogenez süresince, endotelyal 

hücrelerin proliferasyonu, göçü, apoptozis, survival, hücre-hücre ve hücre-matriks 

adezyonu için tümör hücreleri farklı intraselüler sinyal molekülü olarak anjiogenik ve 

anti-anjiogenik faktörlerin salımını indüklerler (30).  

2.3. Anjiogenez Mekanizması 

Anjiogenez, hücreler, çözünebilen faktörler ve ekstraselüler komponentler 

arasındaki etkileşimler ile gelişen çok basamaklı kompleks bir süreçtir. Anjiogenez 

birbirini izleyen dört farklı basamakta gerçekleşir; 1) nitrik okside cevap olarak 

vazodilatasyon olur ve var olan damarların permeabilitesi artar, proteazlar ile var olan 

damarların bazal membranın degredasyonu olur, 2) interstisyel aralığa endotelyal 

hücrelerin göçü ve sprouting gelişir, 3) göç tarafında endotelyal hücrelerin 

proliferasyonu gerçekleşir ve 4) lümen oluşumu, olgun damar ağının oluşumu için 

vasküler düz kas hücreleri ve perisitlerin hareketi olur, perisitin katıldığı yeni bazal 

membranın oluşumu, anastomozların oluşumu ve sonuçta kan akışı gerçekleşir (29, 31).  

Mikrodamarlanmada anjiogenik cevap, endotelyal hücreler, perisitler ve çevre 

ekstraselüler matriks arasındaki hücresel adesif etkileşimlerdeki değişiklikler ile 

ilişkilidir. Aktif neovaskülarizasyon sürecinde aktive olan endotelyal hücreler hücre 

iskeletini yeniden organize ederler, integrinler ve selektinler gibi hücre yüzey adezyon 
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moleküllerini eksprese ederler, proteolitik enzimleri sekrete ederler ve bitişik ECM 

yeniden modellenir. Bu olaylar ile kapiller tomurcuklar oluşur. Otokrin ve parakrin 

anjiogenik faktörler endotel hücre göçü, proliferasyonu, uzaması, oryantasyonu ve 

farklılaşmasını sağlayarak bazal membranın yeniden yapılanmasına, lümen oluşumuna 

ve yeni ya da önceden var olan damarlar ile anastomozları indükleyerek, yeni 

mikrodamarların oluşumuna yol açarlar (29). 

2.4. Kanserin Anjiogenik Dönüşümü 

Anjiogenik fenotipe dönüşüm, malign tümörün gelişimine yardımcı olur. Tümör 

hücreleri, anjiogenez için bir ya da daha fazla pozitif regülatörü aşırı eksprese ederler, 

ECM’den anjiogenik proteinler hareket ederler ve makrofajlar gibi (kendi anjiogenik 

proteinlerini üreten) konak hücreleri çekebilirler. Tümör anjiogenezine endotelyal 

hücrelerde eksprese olan yüzey reseptörleri ile etkileşen tümör tarafından sekrete edilen 

anjiogenik büyüme faktörleri aracılık ederler. Anjiogenik büyüme faktörleri arasında 

başlıca Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) ve Fibroblast Büyüme Faktörü 

(FGF)’nün ekspresyonunda önemli artış görülür. Bu büyüme faktörleri, endotelyal 

hücre membranındaki tirozin kinaz reseptörlerine bağlanırlar. Reseptörlerin 

dimerizasyonuna yol açan bağlanma ve reseptör yüzeyinde tirozinlerin 

otofosforilasyonunun aktivasyonu sinyal iletimini (PI3-kinaz, Src, Grb2/m-SOS-1, Ras 

için nükleotid değişim faktörü) başlatır. Reseptör tirozin kinazlardaki fosfotirozinlere bu 

proteinlerin SH-2 bölgelerinin bağlanması hücre siklus mekanizmasını başlatmak için 

önemli olan birkaç yolu aktive eder. GTP-bağlanma proteini Ras ve MAPK kaskadını 

ve daha sonra nukleusta transkripsiyon faktörlerini aktive eder (29, 32). 

Anjiogenik faktörün upregülasyonu tümör hücresinin anjiogenik dönüşümü için 

yeterli değildir, aynı zamanda damar büyümesi inhibitörleri ya da negatif regülatörleri 

down-regüle olur. Yani anjiogenik fenotipe dönüşüm mikrodamar büyümesinin pozitif 

ve negatif regülatörleri arasındaki lokal dengenin değişimi ile düzenlenir. Anjiogenik 

dengede değişim, pro-anjiogenik büyüme faktörleri (VEGF, FGF) ve anjiogenezis 

inhibitörleri (TSP-1) arasında olur. Sonuçta anjiogenik değişim başlar ve bunu 

anjiogenezin ilerlemesi izler. Eğer lokal alanda anjiogenik faktörler fazla ise, 

neovaskülarite kapillerler olarak devam eder ya da olgun venüller ya da arteriollere 

farklılaşır. Eğer anjiostatik faktörler fazla ise yeni oluşan damarlar geriler. Gerilemeye 

neden olan anjiostatik faktörler, ya endotelyal hücrelerin apoptozisini indüklerler ya da 
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hücre siklusunu durdururlar. Normal dokularda anjiogenez inhibitörleri fazladır, bu 

nedenle endotelyal hücreler fizyolojik durumda sessiz kalırlar. (32, 33). 

2.5. Anjiogenez Bağımlı Metastaz 

Kanserle ilişkili ölümlerin primer nedeni, tümörün uzak organlara metastazıdır. 

İlerleyen metastatik kanserler çoğunlukla tedavi edilemez ve mevcut tedaviler sınırlı 

oranda yaşam süresini uzatır. Birçok tümör tipinde, tümör hücrelerinin farklı 

lokasyonlara yayılması ve organlarda kolonizasyonu arasında uzun bir lag fazı vardır, 

klinik olarak görülen metastazların oluşumu aylar sürebilir. Bu uzun süreli sessizlik, 

yayılan tümör hücrelerinin yeni lokal çevreden gelen büyümeyi inhibe edici sinyallerin 

üstesinden gelmek içindir. Primer bölgede tümör büyümesinde mikroçevrenin rolü 

çalışılmıştır, bununla birlikte metastatik organdaki stromal hücreler ve yayılan kanser 

hücreleri arasındaki moleküler etkileşimler ve metastatik çevrenin rolünün 

aydınlatılmaya ihtiyacı vardır. (30, 34).  

Endotelyal hücreler tarafından sekrete edilen trombospondin protein-1 (TSP-1) 

tümör hücresinin büyümesini baskılar. Bu büyümeyi baskılayıcı çevre yalnızca stabil 

mikrovasküler endotelyumda bulunur. Yeni oluşan damarların dışarı doğru uzayan uç 

kısımları ise tümör hücrelerinin proliferasyonunu hızlandıran etkiye sahiptir. Bu uzanan 

uçlarda periostin, tenascin-C, fibronektin ve tümör büyüme faktör-beta1(TGF-β1) 

proteinlerinin ekspresyon artışı olur ve bunlar metastatik nişin oluşumuna katılırlar. 

Sessiz tümörler metabolik olarak aktiftir, sessiz durum anjiogenik inhibitörler ve 

stimülatörler arasındaki dengenin bozulup angiogenezin stimüle olmasına kadar devam 

eder. Bununla birlikte bir sessiz tümör hücresinin anjiogenezi nasıl indüklediği açık 

değildir. Bu durumda tek olarak bulunan sessiz ayrılmış tümör hücreleri (dormant 

disseminated tumor cells, DTC) pro-anjiogenik sinyaller üretebilir mi sorusu akla 

gelmektedir  (34).  
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Şekil 2.1. Sessiz tümör hücrelerinden (dormant tumor cells, DTC) kaynaklanan tümör 

hücresinin anjiogenezisi teşvik etmesi (34). 

2.6. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörleri (VEGF)  

Kanser hücrelerinde onkogenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcı genlerin 

mutasyonu VEGF’nin upregülasyonuna neden olur. VEGF parakrin sinyal aracılığıyla 

endotelyal hücreleri aktive eder, endotelyal hücre göçü ve proliferasyonunu stimüle 

eder. Ayrıca vasküler permeabiliteyi de artırır (35). VEGF ailesi VEGF-A, -B, -C, -D, -

E faktörleri ve plasenta büyüme faktöründen (PIGF) oluşur. En iyi karakterize edilen 

üye VEGF-A’dır. VEGF-A, hipoksi ile indüklenen,  tümör hücreleri tarafından sekrete 

edilen ve hem normal hem de tümörle-ilişkili anjiogenezde önemli rol oynayan bir 

büyüme faktörüdür. VEGF-A’nın biyolojik etkisi hücre yüzey reseptörleri ile 

etkileşimiyle ortaya çıkar; VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/flk-1) vasküler 

endotelyumda, VEGFR-3 lenfatiklerde lokalizedir ve anjiogenez süresince upregüle 

olurlar. VEGFR-1, vasküler dallanma ve metastaza katkıda bulunmasına rağmen 

anjiogenezi negatif olarak regüle edebildiğinden kompleks bir role sahiptir. VEGF-A 

/VEGFR-2 etkileşimi, progenitor endotelyal hücrelerin farklılaşması, endotelyal hücre 

proliferasyonu ve göçü aracılığıyla anjiogenezde önemli rol oynar. İnsan VEGF-A geni 

6q21.3 de haritalanmıştır. VEGF-A heparine bağlanan bir glikoprotein olup en az 6 

moleküler izoformdan oluşur (121, 145, 165, 183, 189 ve 206 amino asid). Bu 

izoformlar mRNA’nın alternatif splaysı ile oluşur (36). VEGF-B anjiogenik bir faktör 

olmasından çok vasküler devamlılık için gereklidir ve kalp, iskelet kası ve düz kasta 

eksprese olur. VEGF-B, VEGF-A ile heterodimer oluşturur ve VEGF-A’nın normal 

fizyolojik etkilerini düzenleyebilir.  
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Şekil 2.2. VEGF ekspresyonu ve isoformları (37). 

2.7. VEGF Yolağı 

VEGF, yüksek affinite ile reseptörlerine bağlanarak inositolün hidrolizi 

aracılığıyla ikinci habercilerin oluşumuna katkıda bulunur. Böylece heparin-benzeri 

moleküllerin varlığında reseptörlerin otofosforilasyonunu indükler. Fosfotidilinositol, 

metabolik sinyal transdüksiyon yolunu ve endotelyal hücrelerde MAP kinazları aktive 

eder. Bu nedenle VEGF, endotelyal hücre proliferasyonuna katkıda bulunarak mitojenik 

etkiyi ortaya çıkarır. VEGF sinyallerinde üç anahtar yol rol oynar; Raf-MEK (mitojen-

aktive ya da ekstraselüler sinyal-regüle protein kinaz)-MAPK (mitojen-aktive olan 

protein kinaz) yolu, PI3K (fosfotidilinositol 3-kinaz)-Akt yolu ve Src-FAK (fokal 

adezyon kinaz) yolu (38). 

Ayrıca VEGF, integrin (11, 21 ve v3- integrinler) ekspresyonunu 

indükleyerek de anjiogenik etki gösterebilir. Hücre göçü, proliferasyonu ve matriksin 

yeniden organizasyonuna katkıda bulunabilir. Bu nedenle bu integrinlerin antagonistleri 

kanser ile ilişkili VEGF ile oluşan anjiogenezi inhibe edebilir.   

VEGF, endotelyal hücreler için çok spesifik bir mitojendir, yeni oluşan ve 

olgunlaşmamış kan damarları için gerekli bir faktördür. Birkaç endotelyal faktör 
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(VEGF, angiopoetin-1 ve v3) p53, p21, p16, p27 ve proapoptotik protein Bax’ı 

baskılar, fakat PI3K/Akt, p42/44 MAP kinazlar, bcl-2, A1 ve survivin yolaklarını ise 

aktive ederler. Ayrıca ras-bağımlı sinyal yolakları da VEGF sinyali açısından önemli rol 

oynarlar (29).  

VEGF, ekstraselüler matriksin (ECM) proteolizis dengeleyici sistemini 

değiştirerek anjiogenez için gerekli ECM komponentlerini yeniden modelleyebilir. 

VEGF, urokinaz-benzeri plasminojen aktivatörü (uPA), doku tip plasminojen aktivatörü 

(tPA) ve plasminojen aktivatör inhibitor-1 (PAI-1), proteolitik enzimler, doku faktörleri 

ve interstisyel kollajenazın endotelyal hücrelerde sentezini uyarır. Plazminojen 

aktivatörleri plazminojenin plazmine dönüşümünü aktive ederler. Böylece ECM 

komponentleri yıkılabilir. Bazal membranın yeniden modellenmesine ek olarak, uPA, 

urokinaz-benzeri plasminojen aktivatörü reseptörüne (uPAR) bağlanır ve endotelyal 

hücrelerde intraselüler sinyal transdüksiyonuna aracılık eder. Endotelyal hücrelerde 

uPAR, fokal adezyon proteinlerinin fosforilasyonuna yol açar ve uPA’nın endotelyal 

hücre göçü ve proliferasyonunu etkilemesi MAPK aktivasyonu ile sonuçlanır (29). 

2.8. Anti-Anjiogenik Tedavi 

Tümörün primer bölgeden uzak organlara doğru yayılmasında rol alan tümör 

mikrometastazlarının dönüşümü anjiogenez bağımlıdır. Anti-anjiogenik tedavi invaziv 

tümör hücrelerinin yayılmasını engelleyemezse bile, durağan mikrometastazların hızlı 

büyüyen anjiogenik makrometastazlara geçişini önlemek için güçlü bir strateji 

sağlayacaktır (30). Bu durum bazı kanserler için çok önemlidir, örneğin meme 

kanserinde bitişik dokulardan tümör hücrelerinin ayrılması ve uzak bölgelere gitmesi, 

tümör oluşum sürecinde çok erken safhada gelişen bir olaydır. Solid tümörlerde anti-

angiogenik tedavi ile durağan/sessiz mikrometastazların anjiogenik dönüşümünün 

önlenmesi, lokal olarak ilerleyen kanserlerde adjuvan bir etki oluşturur. Bununla birlikte 

tümör hücrelerinin uzak organlarda farklı mikro çevrelere erken yayılması, primer ve 

metastatik tümörlerin muhtemelen paralel geliştiğini de gösterebilir. Bu durum anti-

anjiogenik tedavi açısından önemlidir.  Farklı metastatik bölge tümörleri arasında ya da 

primer ve metastatik tümörlerin anjiogenik profilleri arasında farklılıklar vardır. 

Sonuçta bu gibi farklılıklar primer tümörün anjiogenik profilini hedefleyen anti-

anjiogenik tedaviden metastatik tümörlerin kaçışını açıklayabilir (30, 39).   
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Endotelyal hücre

 

Şekil 2.3 Tedavi için onay alan anti-anjiogenik ilaçların başlıca moleküler hedefleri (6). 

Anti-anjiogenik yaklaşımlar, birçok solid tümörün tedavisinde kullanılan 

standard tedavilerden biridir. VEGF ve reseptörlerinin hedeflenerek tümör 

anjiogenezinin bloklanması için klinikte kullanılan 10’dan fazla onaylanmış ilaç 

bulunmaktadır.  

Anti-anjiogenik tedavi için 2003’de FDA’den onay alan bevacizumab, VEGF-

A’ya hedeflenen ve metastatik kolon kanserli hastalarda kullanılan ilk monoklonal 

antikor ilacıdır. Daha sonra bevacizumab küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde 

(NSCLC) ve ilerlemiş servikal kanserde hayatta kalışın uzaması amacıyla 

kemoterapötik ilaçlar ile kombine olarak da kullanılmaktadır. FDA’den 2014 yılında 

onay alan VEGFR-2’ye hedeflenen ramucirumab, VEGF ligandının bağlanmasını 

bloklayan solid tümörlerin tedavisinde kullanılan bir monoklonal antikordur (40).  

Sorafenib, VEGFR’ünü hedefleyen multi-tirozin kinaz inhibitörüdür, ilerlemiş 

renal kanserlerde kullanımı için 2005’de FDA’den onay almıştır. Diğer anti-anjiogenik 

ilaçların tümü VEGF reseptörlerini hedeflemektedir; sunitinib, pazopanib, vandetanib, 
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axitinib, regorafenib, cabozantinib ve lenvatinib farklı kanserlerin tedavilerinde FDA’ 

den onay almıştır (41).  

FDA’den onay alan rekombinant füzyon proteini olan aflibercept VEGF-A, 

VEGF-B ve plasental büyüme faktörünü (PGF) hedefleyen bir ilaçtır. İnsan VEGFR-1 

ve 2’nin ekstraselüler domainleri IgG1’in Fc kısmı ile kaynaşan bir dimerik 

glikoproteindir. VEGF Trap gibi etki gösterir. Ziv-Aflibercept ise kolorektal 

karsinomada kullanılmaktadır (42).  

Pegaptanib, VEGF’ye yüksek affinite ile bağlanan PEG’lenmiş ilk aptamer ilacı 

olup 2004’de FDA’den onay almıştır. VEGF-165’e spesifik tek iplikli RNA 

aptameridir, yaşla ilişkili makular dejenerasyon hastalığının tedavisinde kullanılır (43).  

 

Şekil 2.4. Anjiogenez ve onay alan anti-anjiogenik ilaçların zaman çizelgesi (43). 

Bu şekilde onkojenik ya da anjiogenik yolları hedefleyen ajanlar ile ilerlemiş 

tümörlü hastalar tedavi edilmektedir. Bununla birlikte bu tedavilerin medikal başarısı 

sınırlıdır, hastanın yaşam süresini bazı tümörlerde birkaç ay/yıl uzatmaktadır. Çünkü 

tedavinin başlamasından sonra ilaç direnci gelişmektedir. Diğer yandan, VEGF ve 

reseptörlerinin inhibisyonu ile tümörde olgulaşmamış kan damarlarının oluşumu seçici 

olarak bloke edilmektedir, fakat geride olgun ve fonksiyonel damarlar kalmaktadır (43). 

Preklinik çalışmalar, anti-anjiogenik tedavinin devamlı olarak sürdürülmesinin düşük 

tümör damar yoğunluğunu koruduğunu ve tümör büyümesini azalttığını, fakat tümör 

tedavisinin durdurulması ile bu etkilerin hızlıca gerilediğini göstermiştir (44). 
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2.9. RNA Engellemesi (RNA İnterferans, RNAi) 

RNAi, sekansa spesifik gen susturulmasında etkili olan postranskripsiyonel gen 

regülasyonu işlemidir. Regülatör RNA molekülleri olan küçük engelleyici (small 

interfering) RNA’lar (siRNAs) ve kısa saç tokası (short hairpin) RNA’lar (shRNAs) 

memeli hücrelerinde hedef mRNA’nın spesifik degredasyonunu sağlarlar. RNAi 

yolağında çift iplikli RNA (dsRNA, yaklaşık 100 nt) endoribonükleaz Dicer ya da RNaz 

tip III enzim ile siRNA olarak adlandırılan 21-23 nükleotidlik çift zincirli RNA’lara 

kesilir. Kesilen siRNA lar 5’ ucunda fosfat ve 3’ ucunda 2 nükleotidlik uzantılar 

içerirler. siRNA’lar endojen RNA-indüklenen susturma kompleksi (RNA induced 

silencing complex, RISC) ile birleşirler. siRNA’nın iki ipliğinden biri rehber (antisens) 

diğeri pessenger (sense) ipliktir. siRNA dupleksi RNA helikaz aktivitesi ile açılır. 

Antisens iplik RISC’e bağlanırken, diğer iplik degrede olur. Aktive olmuş RISC yapısı 

komplementer mRNA’nın sekansa spesifik degredasyonu için baz eşleşmesi ile hedef 

mRNA’ya bağlanır. mRNA fragmentleri Argonat (Ago) proteinleri ile kesilir, RISC’den 

salınır ve endojen nükleazlar ile degrede olur. mRNA degredasyonundan sonra RISC 

rejenere olur ve diğer bir RNAi yolağına katılır. Sonuçta RNAi süreci spesifik mRNA 

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

siRNA’ların spesifik gen susturma etkisi, hedef tanımlama ve validasyonda 

ayrıca ilaç keşfi ve geliştirilmesinde kullanılır. siRNA’lar kanser tedavisinde ümit verici 

yeni ilaç adaylarıdır. Kanserde aşırı eksprese olan genlerin siRNA kullanılarak 

susturulması önemli bir terapötik yaklaşımdır. siRNA ile tedavinin avantajları; 1) 

sekansa spesifik gen tedavisi sağlar ve ilacı bulunmayan birçok gene hedeflenebilir ve 

gen susturması sağlayabilir, 2) siRNA’lar güvenli terapötiklerdir, 3) siRNA’lar oldukça 

etkin moleküller olup yüksek düzeyde gen susturma aktiviteleri vardır, 4) herhangi bir 

hastalık için hedef gene yönelik olarak kolaylıkla dizayn edilebilirler (10).  

siRNA temelli ilaçların, küçük moleküller ve protein temelli ilaçlar ile 

karşılaştırılması Tablo 2.3’de verilmiştir (46).  siRNA’lar ile küçük ilaç molekülleri ve 

yalnızca belli bir sınıfa hedeflenen protein ilaçlarının kullanımı ile ilgili sorunların 

üstesinden gelinebilir. Monoklonal antikorlar oldukça spesifiktir, bununla birlikte 

yalnızca hücre yüzey reseptörlerine ve sirküle proteinlere hedeflenebilir. Aksine 

siRNA’lar tüm genlere hedeflenebilir ve mRNA transkriptlerinin ifadesini 
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baskılayabilirler. Çünkü birçok hastalık istenmeyen ya da mutasyona uğrayan genlerin 

ya da normal genlerin aşırı ekspresyonundan kaynaklanır (46).  

Tablo 2.3. Küçük moleküller, protein temelli ilaçlar (monoklonal antikorlar dahil) ve 

siRNA temelli ilaçların karşılaştırılması (46). 

Özellikler Küçük Moleküller Protein-temelli 

ilaçlar 

siRNA temelli 

ilaçlar 

Faaliyet yapısı 
Hedeflerin aktivasyonu ya da 

inhibisyonu 

Hedeflerin 

aktivasyonu ya da 

inhibisyonu 

Hedeflerin 

inhibisyonu 

Hedef protein 

bölgesi 
Ekstraselüler ve intraselüler 

Çoğunlukla 

ekstraselüler 
Herhangi bir bölge 

Seçicilik ve 

potenslik 

Değişken (bağlanma 

bölgesine, ligand 

spesifitesine affinitesi ve 

etkiliğine bağlı) 

Oldukça spesifik ve 

potent 

Oldukça spesifik ve 

potent 

Optimizasyon Yavaş Yavaş Hızlı 

Üretim Kolay Zor Kolay 

Stabilite Stabil Stabil değil Stabil değil 

Taşıma Kolay Zor Zor 

 

Günümüzde hedef genlerin ekspresyonunu baskılamak için memeli hücrelerine 

siRNA’nın verilmesinde 2 temel strateji uygulanmaktadır. Hücrede RNAi süreci, RNA 

temelli (sentetik/efektör siRNA’lar, 21 bp dupleks) ya da DNA temelli yaklaşımlar 

(vektör-temelli siRNA yada kısa hairpin RNA’lar, shRNA) ile başlatılır. RNAi, küçük 

RNA dupleksleri olan siRNA’lar, shRNA’lar, Dicer substrat RNA’lar (dsiRNAs) ve 

mikroRNA (miRNA) mimiklerinin verilmesi ya da hücreye taşınması ile çalışır (47, 

48).  

RNA temelli yaklaşımda siRNA’lar, in vitro kimyasal sentez, in vitro 

transkripsiyon ya da Dicer gibi RNaz III-benzeri endonükleazlar ile uzun dsRNA’ların 

kesilmesi ile hazırlanırlar. siRNA’lar ve miRNA’lar kısa oligonükleotidler şeklinde 

hücreye verildikten sonra sitoplazmada RISC kompleksi ile birleşirler ve RNAi 

mekanizmasını başlatırlar. miRNA’lar hedef sekanslara %100 komplementer değildir, 

fakat siRNA’lar tam komplementerlik gösterir. Bu farklılık susturma sonucunu etkiler; 

miRNA’lar translasyonel baskılamayı indüklerken, siRNA’lar mRNA’ların Argonat2-

aracılı degredasyonunu indüklerler (49).  
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DNA temelli yaklaşımda siRNA ekspresyon vektörleri kullanılır. siRNA 

ekspresyon vektörleri primer olarak plazmidler ya da viral vektörler olarak 

düzenlenirler. Tipik bir siRNA ekspresyon vektörü, fonksiyonel ekspresyon ünitesi 

(siRNA ekspresyon kaseti) içerir. siRNA ekspresyon kaseti içerisinde U6 promotor 

(transkript splicing’e katılan U6snRNA için promotor) ve H1 promotoru (RNaz P nin 

bir komponenti olan H1 RNA için promotor) gibi bir Pol III promotoru gereklidir. 

Ayrıca iki özgün restriksiyon bölgesi, eklenecek geni hedefleyen shRNA’yı kodlayan 

DNA sekansının vektöre klonlanması için promotorun devamında oluşturulur. Pol III 

için transkripsiyon durdurma sinyali  (TTTTT) eklenen DNA sekansının (insert) 3’ 

ucuna dahil edilir. Hedef DNA sekansını içeren vektörler memeli hücrelerine verildiği 

zaman shRNA eksprese ederler (11). shRNA’lar stem loop (saç tokası şeklinde) 

RNA’lardır. Eksprese edilen uzun RNA hairpin transkriptleri intraselüler süreç için 

sitoplazmaya geçtikten sonra Dicer ile kesilip siRNA’lar oluşturulur (50). Şekil 2.5’de 

siRNA ve shRNA’ların hücre içindeki süreçleri verilmiştir. 

Eklenen plazmid

NUKLEUS

SİTOPLAZMA

Eklenen eksojen dsRNA

Eklenen eksojen siRNA Eklenen mimik miRNA

Dicer ile kesim

Hedef mRNA kesimi

Hedefe yüklenme

Transkripsiyonel susturma

RISC’e yükleme

 

Şekil 2.5. RNAi mekanizmasında vektör temelli shRNA’lar ve siRNA’ların prosesi (50). 

Vektör temelli siRNA ekspresyon sistemlerinin avantajları; 1) hem kalıcı 

(stabil), hem de geçici ekspresyon başarılabilir ve böylece siRNA aracılı gen inhibisyon 

süresi uzar, 2) DNA yapısında olduklarından daha stabildirler, 3) Promotor/enhancer 
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seçimi, loop yapısı, ipliğin uzunluğu ve restriksiyon bölgelerinin oryantasyonu gibi 

vektör modifikasyonları yapılabilir (10).  

Sentetik siRNA’ların avantajları; 1) fazla miktarda kolayca sentezlenebilir, 2) 

stabilitelerini artırmak için modifiye edilebilir, 3) potent gen susturma etkisine sahiptir. 

Dezavantajları; siRNA moleküllerinin susturma etkisi geçicidir, çünkü hücre 

bölünmeleri ile hücresel siRNA konsantrasyonu dereceli olarak azalır ve bazen bu 

durum etkin olmayan gen susturmasına yol açar. Geçici ekspresyonları nedeniyle sık ve 

tekrarlayan verilmeleri gereklidir ve tekrarlayan tedaviler nedeniyle masraflıdır ve 

toksisite problemi oluşur (10, 49). 

2.10. Kısa Saç Tokası RNA’lar (Short Hairpin RNA’lar, shRNA) 

Öncül shRNA’lar (pre-shRNAs) saç tokası benzeri halka yapısında olup 

nukleusta sentezlenir ve exportin-5 yardımıyla nukleus zarında bulunan nükleer por 

komplekslerinden (NPC) geçerek sitoplazmaya girerler. Sitoplazma da Dicer enzimi ile 

kesilerek 3’ ucunda 2 nükleotidlik uzantıya sahip çift iplikli siRNA yapısı oluşur ve bu 

siRNA’lar RISC aktivitesine katılırlar (47).  

shRNA sistemleri ekspresyonlarını sürdürmede kullanılan RNA polimerazlar (II 

ve III) ile kategorize edilebilir; sınıf I (RNA pol III) ve sınıf II (RNA pol II) hairpinler. 

Daha popüler bir strateji olarak sunulan Sınıf I hairpinler ya da basit hairpinler 19-29 

bp’lik dsRNA içerirler ve ekspresyonları RNA polimeraz III promotorları ile sürdürülür 

(insan ya da fare U6-snRNA ya da insan RNazP (H1) RNA promotorları). Halka yapısı 

4-9 nükleotidden oluşan, exportin-5 ile shRNA’nın NPC’den nükleer çıkışı ve Dicer’ın 

PAZ domaini ile etkileşerek RNAi yolağına geçişi için kritiktir. Pol III sistemleri geçici 

ya da devamlı ekspresyon için kullanılır. Çoğu pol III temelli promotorlar oldukça 

güçlüdür ve uzun dönemli susturma sağlarlar. Pol III ile sürdürülen shRNA 

ekspresyonunun dezavantajı ise, pol III transkripsiyonunun doku spesifitesinden yoksun 

olmasıdır. Bu problem kısmen loxP rekombinasyonuyla aktive olan pol III kullanılarak 

çözülür. Fonksiyonel ve çok yönlüdür, çünkü hedef transgen farklı dokularda Cre 

rekombinaz eksprese edenler ile kombine edilebilir. Bununla birlikte loxP stratejisi 

bazen daha komplikedir, çünkü iki transgen ve rekombinasyon taraması gereklidir. Sınıf 

I hairpinler klasik miRNA’ya benzer, prosese uğramazlar. Sınıf II hairpinler ise miRNA 

öncüllerinden modellenirler (51).  
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İkinci shRNA ekspresyon stratejisi olan sınıf II hairpinlerde, shRNA’lar endojen 

miRNA’lardan şekillenir, RNA pol II promotorlarından eksprese edilir. Bu miRNA-

temelli shRNA’lar Drosha enzimi aracılığı ile yolağa girerler. miRNA-temelli bu 

shRNA’ların basit hairpinlere göre birkaç avantajı vardır. İlk olarak shRNA ekspresyon 

platformu geniştir,  Pol II ekspresyon sistemlerinden eksprese edilebilir (örn; tet-regüle 

olabilen ya da doku-spesifik promotorlar). İkincisi 22 nt sekans, Drosha ve Dicer 

prosesi aracılığıyla RISC’e inkorpore olur. Bu özellik etkin hedef sekansları tahmin 

eden algoritmalar kullanılarak dizaynedilebilir (47, 51).  

Eksprese edilen shRNA’ların yanı sıra, kimyasal olarak ve in vitro sentezlenen 

shRNA’lar da oldukça etkindir. Kimyasal sentezlenen shRNA’lar 25-29 nt dsRNA ve 2 

nt 3’çıkıntı içerirler, özellikle aynı hedef sekansı içeren siRNA lardan daha etkindirler, 

çünkü bunlar direkt RISC inkorporasyonundan ziyade Dicer süreci ile RNAi yolağını 

başlatırlar (52). 

Ekspresyonun düzenlenmesi için bir yöntem de indüklenebilir sistemlerin 

kullanılmasıdır. Bu sistemler sistemler indükleyiciler (inducerlar) ile sıkı kontrol 

altındadır ve transkripsiyon doz-bağımlı ve reversibl regülasyon ile kontrol edilir. 

İndüklenebilir Pol III-temelli sistemler ya tetrasiklin ya da ekdison cevabı için 

düzenlenir. Doksisiklin gibi tetrasiklin analogları in vivo çalışmalarda kullanılmaktadır. 

Ekdisonun kullanımı ise hücre kültürü çalışmaları ile sınırlıdır (51).  

siRNA’lar, shRNA’lar ve geçici olarak transfekte edilen shRNA vektörlerinin 

başlıca sınırlaması ise memeli hücrelerinde stabil ya da indüklenebilir gen susturma 

yeteneklerinin olmamasıdır. Memeli hücre sistemlerinde RNAi yolağının başlatıcıları 

olan uzun dsRNA, siRNA ya da shRNA’ların geçici transfeksiyonu, 2-7 gün süren 

geçici etki ile sonuçlanır. Bu durumda siRNA’ların yarılanma ömrü, hücre bölünmesi ve 

RISC kompleksinin geri dönüşümü önemlidir (51, 53). 

2.11. Çoklu RNA kasetleri  

RNAi yolağının siRNA’lar ve shRNA’lar ile aktive edilerek yapılan gen 

susturması çalışmaları hastalıkların tedavisinde ümit vericidir. Bununla birlikte, tek bir 

shRNA eksprese eden sekans içeren vektörler ile elde edilen susturma etkinliği 

düşüktür. shRNA kullanılarak susturma etkinliğini artırmak için, birden fazla shRNA-

eksprese eden sekanslar tek bir plazmid vektöre verilmektedir. Konvansiyonel tek 
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shRNA ekspresyon vektörü ile karşılaştırıldığında, çoklu shRNA ekspresyon vektörleri 

ile elde edilen stabil klonlar ile daha etkin bir susturma sağlanmaktadır (54). 

Bu vektörler aynı anda birkaç gene ya da bir genin farklı mRNA’larına 

hedeflenebilir. Bazı mRNA’ların etkin olarak susturulması zordur, birkaç shRNA 

vektörü susturma etkinliğini artırmak için tek bir mRNA içerisinde bulunan birçok 

bölgeyi hedeflemede kullanılabilir. Böylece bu shRNA vektörleri birçok organizmada 

bir gen içerisindeki birçok bölgeyi ya da birçok geni hedeflemek için kullanılmaktadır. 

Xu ve ark. (13) çoklu shRNA kasetlerinin tekrarlayan insersiyonunu kolaylaştırmak için 

özel bir vektör dizayn etmişlerdir. Ayrıca farklı promotorlu (H1 ya da 7SK) diğer 

vektörleri modifiye etmek için kendi yöntemlerini kullanmışlardır. Farklı promotorlu 

çoklu kasetlerin etkin kombinasyonu, birbiri ile uyumlu farklı vektörlerden promotor-

shRNA kasetlerinin restriksiyon enzim bölgelerinin yapılması ile başarılabilir. Çoklu 

shRNA’lar ekspresyon kasetleri (1 kaset=promotor, shRNA ve terminator) ile tek bir 

ekspresyon vektöründe kombine edilebilir.  Buna alternatif olarak, birçok shRNA 

domainleri tek bir transkriptte kombine edilebilir (55). 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Kullanılan Materyaller 

3.1.1. Alet ve Cihazlar 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan alet ve cihazlar   

Cihaz Cihazın Adı Marka 

Agaroz DNA Elektroforezi Biorad 

Soğutmalı Santrifüj Sigma 

Mikrosantrifüj Sigma 

Jel Görüntüleme Sistemi Biorad 

Etüv Thermo 

Su Banyosu Nüve 

Vorteks  IKA 

Manyetik karıştırıcı IKA 

Laminar flow kabin Thermo 

İnvert mikroskop Olympus 

Karbondioksitli inkübatör Sanyo 

Spektrofotometre Perkin Elmer 

-80°C derin dondurucu Haier 

Otoklav Hirayama 

Saf su cihazı Millipore 

Buz makinası Nüve 

 

3.1.2. Enzimler 

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan enzimler 

Enzim Firma Konsantrasyon 

BpiI (Bbs I) Thermo Scientific 1 μg/1 μl 

Hind III Thermo Scientific 1 μg/1 μl 

Sda I Thermo Scientific 1 μg/1 μl 

Acc65I Thermo Scientific 1 μg/1 μl 

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

Tablo 3.3. Çalışmada kullanılan madde, malzeme ve kitler 

Kimyasal Malzeme ve Kitler Firma 

Kimyasal madde ve malzemeler Sigma, Fluka, Thermo,  

Plazmid DNA İzolasyon Kiti Thermo Scientific 

Hızlı DNA ligation kiti Thermo Scientific 

Gel Ekstraksiyon kit Thermo Scientific 

1 kb DNA ladder Thermo Scientific 

λDNA Hind III marker Thermo Scientific 

psiRNA-DUO-GFPzeo İnvivogen 

ChemiComp E.coli GT115 bakteri İnvivogen 

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

 

3.1.4. Besiyerleri ve Çözeltiler 

Luria Bertani (LB) 

10 g toz LB besiyeri bidistile su içerisinde çözündürülerek hacmi 500 mL’ye 

tamamlandı. 121 °C’de ve 1 atm basınç altında 20 dakika otoklavda 

steril edildi. 

Luria Bertani Agar (LBA) 

Yukarıda formülü verilen sıvı LB besiyerine % 1.5 (a/h) oranında agar eklenerek 

hazırlandı ve 1 atmosfer basınçta, 121°C’da 20 dakika otoklavda tutularak sterilize 

edildi. Gerekli koşullarda besiyerlerine 25 µg/mL final konsantrasyonda zeocin eklendi. 

Fast Media Zeo Agar 

Toz halindeki TB besiyeri steril bidistile su içerisinde çözündürülerek hacmi 200 

mililitreye tamamlandı. İçerisinde Zeocin bulunduğu için mikrodalga fırında çözündürüldü. 

5XTris-Borik Asit-EDTA (TBE) Çözeltisi 

54 g Tris ve 27.5 g borik asit 800 mL bidistile su içerisinde çözündürüldü. 

Çözelti üzerine 20 mL 0.5 M EDTA çözeltisi (pH 8.0) eklendi. Çözeltinin hacmi 

bidistile su ile 1 litreye tamamlandı. Elektroforez tamponu olarak veya agaroz jellerin 

hazırlanmasında 1/5 oranında seyreltildikten sonra kullanıldı. 

Tris / EDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris / 1 mM EDTA, pH 8.0) 

10 mL M Tris-HCl tamponu (pH 8.0) ve 2 mL 0.5 M EDTA çözeltisi (pH 8.0) 

bidistile su ile 1 litreye tamamlanarak hazırlandı. Çözelti otoklavda 121°C’de 1 
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atmosfer basınç altında 20 dakika sterilize edildi. 

3.2. Metot 

3.2.1. Plazmid DNA’nın bakteri hücresine transformasyonu ve çoğaltılması 

Çalışmamızda shRNA dizilerinin insersiyonu için psiRNA-DUO-GFPzeo 

vektörü kullanıldı. Kontrol plazmidi olarak da psiLuc-Lac kullanıldı. Plazmid ticari 

olarak satın alındıktan sonra psiRNA vektörünün transformasyonu amacıyla 

Escherichia coli GT116 suşu kullanıldı. Transformasyon üretici firmanın önerdiği 

protokole uygun olarak yapıldı. 

Bu yöntemde; E.coli GT115 liyofilize edilmiş kompetant hücreler buzda 5 

dakika bekletildi. Üzerine 1 ml soğuk rekonstitüf solüsyon eklenip buz üzerine koyuldu. 

Hafifçe homojenize edilip, 25-30 dakika buzda hücrelerin tamamiyle rehidrate olması 

sağlandı. Önceden soğutulan ependorf tüpe 1 µg supercoil psiRNA ilave edilip, buza 

koyuldu. Hücreler homojenize edilip DNA içeren tüplere 100 µl hücre eklendi. Hafifçe 

karıştırıldı ve tüpler buzda 30 dakika bekletildi. 42ºC’lik su banyosunda tüpler 30 sn 

inkübe edildi, daha sonra tüpler 1-2 dk süreyle buza yerleştirildi. Her bir reaksiyona 900 

µl LB vasatı ilave edildi. Tüpler 250 rpm’de hafifçe çalkalanarak 37ºC’de 1,5 saat 

inkübe edildi. Zeocin içeren besiyeri ile hazırlanan agar içeren petriye 100µl LB 

vasatından koyularak bagetle yayıldı. Ekim sonrası petriler bir gece boyunca 37ºC’de 

inkübe edildi. Petrilerde gelişen tekli kolonilerden gliserine stok alındı. Alınan 

stoklardan psiRNA izolasyonu ve kontrolleri yapıldı. 

Stoğa alınmış psiRNA içeren E.coli suşlarından plazmid DNA izolasyonu, 

üretici firmanın kit protokolüne uygun olarak yapıldı. Buna göre; psiRNA-DUO 

plazmidi ile transforme edilen E.coli GT115’in, 25 g/ml konsantrasyonda Zeocin 

içeren 25 ml LB besiyerinde doygun kültürü hazırlandı. Hazırlanan ön kültürden 500 ml 

antibiyotikli LB besiyerine ekim yapıldı ve 37°C’de bir gece inkübasyona bırakıldı ve 

plazmid DNA izolasyonu yapıldı.  
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Şekil 3.1. psiRNA-DUO-GFPzeo plazmidinin yapısı 

3.2.2. Plazmid siRNA’nın Spektrofotometrik Kontrolü 

Plazmid siRNA’ların, izolasyon sonrasında, konsantrasyonu ve saflık derecesi 

spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga boylarındaki ölçüm sonuçlarından 

yararlanılarak spektrofotometrik olarak tayin edildi. Nükleik asitlerin, 260 nm dalga 

boyundaki absorbans değerleri, nükleik asitlerin miktarının göstergesi olarak kabul 

edilmektedir. 260 nm dalga boyunda elde edilecek 1 optik dansite değeri (OD); çift 

iplikli DNA molekülü için 50 g/ml, tek iplikli DNA molekülü için 37 g/ml ve tek 

iplikli RNA molekülü için ise 44 g/ml’ye eşittir. Bu eşitlikten yararlanılarak, çift 

zincirli psiRNA molekülü için konsantrasyon;  

g/ml DNA = OD260 x 50 x seyreltme oranı formülüne göre hesaplandı. 

psiRNA’nın saflık derecesinin belirlenmesinde ise OD260/OD280 oranından 

yararlanıldı. Spektrofotometrik olarak, 260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans 

değerlerinin birbirine oranının 1.8-1.9 arasında olması DNA molekülünün yüksek 

derecede saf olduğunu, 1.9-2.1 arasında olması ise RNA molekülünün saflığını 

göstermektedir. 
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3.2.3. Plazmid siRNA’nın Elektroforetik Kontrolü 

İzole edilen plazmid siRNA’ların saflığı, içerdiği formlar ve plazmid yapısının 

doğruluğu agaroz jel elektroforezi yöntemi kullanılarak kontrol edildi. Bu amaçla, 

agaroz % 0.7 (a/h) konsantrasyonda Tris-Borik asit-EDTA (TBE, pH 8.0) tamponu 

içerisinde kaynatılarak çözündürüldü. Çözelti, sıcaklığı 60°C’a kadar soğutulduktan 

sonra 0.5 g/ml konsantrasyonda etidyum bromür ilave edilerek yatay agaroz jel 

kasetlerine döküldü. Hazırlanan agaroz jel kasetleri,  jelin donmasını takiben içerisinde 

pH 8.0 TBE tamponu bulunan yürütme tankına alındı. Elektroforetik analiz için 

izolasyon sonrası spektrofotometrik kontrolleri yapılmış örnekler, 5:1 (örnek: 

elektroforez yükleme tamponu) oranında 6x agaroz jel yükleme boyası ile karıştırılarak 

jele uygulanacak ve elektroforez işlemi sabit 80 volt akımda 1.5 saatte tamamlandı. 

Elektroforez işlemi sonrası, UV transillüminatör üzerinde incelenen jeller, Biorad 

Camera ve Image Analysis Software sistemi kullanılarak değerlendirildi. 

Kalitatif kontrolleri yapılan plazmid siRNA’ları uygun restriksiyon 

endonükleazları ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforezinde verdikleri DNA 

bantları ve boyutları değerlendirilerek doğrulukları kontrol edildi. Bunun için psiRNA-

DUO plazmid DNA’sı Acc 65I, Hind III ve Bbs I restriksiyon endonükleazları ile 

kesildi. Kesim işlemi 20 µl reaksiyon ortamında gerçekleştirildi. 1 µg psiRNA, fast 

digest enzim ve 1Xdigest tamponu bidistile su ile 20 µl’ye tamamlandı ve 37°C’de su 

banyosu içerisinde 10-30 dakika süreyle kesime bırakıldı ve kesilen psiRNA örnekleri 

% 0.7’lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi. 

3.2.4. VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik shRNA hedef bölgelerinin seçilmesi 

ve oligonükleotid dizaynı 

Hedef VEGF-A ve VEGFR-2 gen dizileri NCBI’dan yararlanılarak belirlendi. 

Daha sonra, insert edilecek shRNA dizilerinin dizaynı için siRNA Wizard (İnvivogen) 

programından yararlanıldı. İlgili genin kodlanan bölgesinde yer alan nükleotid 

sekansları seçildi. Bu dizilerin uç kısımlarında vektöre girecekleri bölge ile uyumlu 

uygun restriksiyon kesim bölgeleri yer alacak şekilde tasarlandı. Dizilerin uç 

kısımlarına BbsI/BbsI ve Acc65I/HindIII restriksiyon kesim bölgeleri yerleştirildi. 
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VEGF-A için; %GC:47,62   Genom pozisyonu:1500, 66 bp,  psiRNA-DUO için 

klonlama bölgesi Acc65I/HindIII 

Oligo 1 

5’ 

GTACCTCGCGCAAGAAATCCCGGTATAATCAAGAGTTATACCGGGATT

TCTTGCGCTTTTTGGAAA 3’ 

Oligo 2 

5’AGCTTTTCCAAAAAGCGCAAGAAATCCCGGTATAACTCTTGATTATA

CCGGGATTTCTTGCGCGAG 3’ 

 

VEGF-R2 için; %GC:47,62  Genom pozisyonu:1203, 56 bp,  psiRNA-DUO için 

klonlama bölgesi BbsI/BbsI 

Oligo 1 

5’ACCTCGACCAAGGATTGTACACCTGTTCAAGAGACAGGTGTACAATC

CTTGGTCTT 3’ 

Oligo 2 

5’ 

CAAAAAGACCAAGGATTGTACACCTGTCTCTTGAACAGGTGTACAATC

CTTGGTCG 3’ 

 

3.2.5. Tek iplikli shRNA dizilerinin bağlanması  

Sentezi yapılan liyofilize ileri (forward) ve geri (reverse) oligonükleotidler 

(ON) 100 μM konsantrasyon olacak şekilde TE tampon ile çözündürüldü. Her bir 

oligonükleotid solüsyonu 25 μM’a dilüe edildi. 25 μM ileri ON ve 25 μM geri ON, 

0,5 M NaCl bağlanma (annealing) solüsyonu içerisine eklendi. 2 dakika 80°C de 

inkübe edildikten sonra sıcaklık 35°C ‘ye gelinceye kadar su banyosunda bekletildi. 

Bağlanması tamamlanan çift iplikli shRNA’lar kullanılıncaya kadar -20°C de 

bekletildi. shRNA dizilerinin bağlanması %1 agaroz jelde elektroforetik olarak 

kontrol edildi.  
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3.2.6. psiRNA-DUO plazmid DNA’sı içerisine shRNA dizilerinin klonlanması 

Farklı restriksiyon enzim kesim bölgeleri yerleştirilen oligonükleotidlerin 

plasmid yapısına klonlanması tek basamaklı ve 2 basamaklı olarak gerçekleştirildi. 

 

ACTCTTGATT TTTT

A
C T C

T

T
GAT

5’AGCTTTTCCAAAAAGCGCAAGAAATCCCGGTAT

3’GAGCGCGTTCTTTAGGGCCATA T

T C A
A

G
AG

5’ACCTCGACCAAGGATTGTACACCTGT

3’TTCTGGTTCCTAACATGTGGACA

shRNA1: VEGFA mRNA

shRNA2: VEGFR2 mRNA

A

B

 

Hind IIIAcc65I

BbsIBbsI

1

2

C

 

Şekil 3.2. psiRNA-DUO plazmidine shRNA’ların klonlanması. A. Ekspresyon kaseti, 

B. Klonlanacak shRNA dizileri, C. shRNA’ların plazmide klonlama bölgeleri. 
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2 basamaklı klonlama: 

psiRNA-DUO plazmidi ilk olarak Acc65I/HindIII restriksiyon enzimleri ile 

kesildi. Kesilen plazmid agaroz jele yüklenerek plasmid kesimi elektroforetik olarak 

kontrol edildi. Daha sonra VEGF-A shRNA’nın Acc65I/HindIII restriksiyon enzimi 

ile kesilen psiRNA-DUO’ya ligasyonu gerçekleştirildi. Bu amaçla ilk olarak ligasyon 

solüsyonu (100 ng psiRNA, shRNA insert, T4 DNA ligaz, 10xligasyon tampon, 

DNaz-RNaz free su) hazırlandı. 16°C’de 1 gece boyunca inkübe edildi. Ligasyon 

elektroforetik olarak kontrol edildi. Ertesi gün VEGF-A shRNA’nın klonlandığı 

psiRNA-DUO plazmidi kompetant E.coli GT115 hücresine transforme edildi ve Fast-

Media Zeo içeren Agar X-Gal besiyeri içeren petrilere ekimi yapıldı. 37°C’de 1 gece 

boyunca inkübe edildi. Ertesi gün petriler tek koloni açısından morfolojik olarak 

incelendi.  

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden öze yardımıyla 25 ml Zeo içeren LB 

besiyerlerine ekim yapıldı ve 37°C’de 1 gece boyunca inkübe edildi. Sıvı besiyerinde 

üreyen bakterilerden 1 ml alınarak 500 ml besiyerine ekim yapıldı. 37°C’de 1 gece 

boyunca inkasyona bırakıldı. Ertesi gün miniprep ve maxiprep psiRNA izolasyonları 

yapıldı. shVEGF-A’nın klonlandığı psiRNA’ların spektrofotometrik ve elektroforetik 

kontrolleri yapıldı. Spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapılan psiRNA-

DUO-VEGFA plazmidine ikinci basamakta klonlama yapmak için bu plazmidler 

BbsI/BbsI restriksiyon enzimi ile kesildi ve VEGFR-2 shRNA’nın ligasyonu yapıldı. 

Ligasyon elektroforetik olarak kontrol edildi. 

Ligasyonu yapılan VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’ların klonlandığı psiRNA-

VEGFA-VEGFR2 plazmidi kompetant E.coli GT115 hücresine transforme edildi ve 

Fast-Media Zeo içeren Agar X-Gal besiyeri içeren petrilere ekimi yapıldı. 37°C’de 1 

gece boyunca inkübe edildi. Ertesi gün petriler tek koloni açısından morfolojik olarak 

incelendi. shVEGF-A ve shVEGFR-2’nin klonlandığı hücreler, yani rekombinant 

klonlar beyaz olarak görülürken, klonlama yapılmayan parental klonlar mavi renkli 

olarak gözlendi. 

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden öze yardımıyla 25 ml Zeo içeren LB 

besiyerlerine ekim yapıldı ve 37°C’de 1 gece boyunca inkübe edildi. Sıvı besiyerinde 

üreyen bakterilerden 1 ml alınarak 500 ml besiyerine ekim yapıldı. 37°C’de 1 gece 

boyunca inkasyona bırakıldı. Ertesi gün miniprep psiRNA izolasyonları yapıldı. 
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shVEGF-A ve shVEGFR-2’nin klonlandığı psiRNA’ların spektrofotometrik ve 

elektroforetik kontrolleri yapıldı. 

Tek basamaklı klonlama: 

Tek basamakta klonlama için psiRNA-DUO, Acc65I/HindIII/BbsI restriksiyon 

enzimleri ile kesildi ve kesilme elektroforetik olarak kontrol edildi. Ligasyonu 

tamamlanan psiRNA-DUO-VEGFA/VEGFR2 plazmidi -20°C’de saklandı. 

İki shRNA dizisinin klonlandığı plazmid kompetant E.coli GT115 hücresine 

transforme edildi ve Fast-Media Zeo içeren Agar X-Gal ve X-Gluc besiyeri içeren 

petrilere ekimi yapıldı. 37°C’de 1 gece boyunca inkübe edildi. Ertesi gün petriler tek 

koloni açısından morfolojik olarak incelendi. shRNA’ların klonlandığı hücreler yani 

rekombinant klonlar beyaz olarak görünürken, klonlama yapılmayan parental klonlar 

mavi renkli olarak gözlendi.  

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden öze yardımıyla 25 ml Zeo içeren LB 

besiyerlerine ekim yapıldı ve 37°C’de 1 gece boyunca inkübe edildi. Sıvı besiyerinde 

üreyen bakterilerden 1 ml alınarak 500 ml besiyerine ekim yapıldı. 37°C’de 1 gece 

boyunca inkasyona bırakıldı. Ertesi gün miniprep ve maxiprep psiRNA izolasyonları 

yapıldı. shVEGF-A ve shVEGFR-2’nin klonlandığı psiRNA’ların spektrofotometrik ve 

elektroforetik kontrolleri yapıldı.  

3.2.7. shRNA Dizilerinin Klonlandığı Vektörlerde Klonlamanın Doğruluğunun 

Nükleik Asit Sekanlama Yöntemi ile Tespit Edilmesi 

DNA sekanslama Medsantek firmasından hizmet alımı yapılarak gerçekleştirildi. 

Sekanslama çalışması Applied Biosystems sekanlama cihazı kullanılarak yapıldı. 

Yaklaşık olarak 500 ng plasmid DNA ve primer olarak 20 ng sekanslama primeri 

kullanıldı. Sonuçlanan sekanslama reaksiyonları Applied Biosystems sequencer 

kullanılarak yapıldı. Veriler Cromas programı kullanılarak analiz edildi.  
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3.3. In vitro Transfeksiyon Çalışmaları 

3.3.1. Hücre Kültürü Pasajı ve Hücre Kültürünün Devamlılığının 

Sürdürülmesi Çalışmaları 

In vitro transfeksiyon çalışmalarında, MCF-7 (ATCC® HTB-22) ve MDA-MB-

231 (ATCC® HTB-26) meme kanser hücre hatları kullanıldı.  In vitro transfeksiyon 

çalışmaları; T-25 cm2 hücre kültürü şişeleri ile 6 ve/veya 24 kuyucuklu kültür kapları 

kullanılarak gerçekleştirildi. Hücre pasajları ve hücre kültürünün devamlılığının 

sağlanması çalışmalarında, % 10 fetal bovin serum, 100 mM L-glutamin ve 100 mM 

antibiyotik çözeltisi içeren 0.22 μm ‘lik filtre kullanılarak steril edilmiş DMEM doku 

kültürü besiyeri kullanıldı.  

Pasajlama işlemi hücrelerin yoğunluğuna bağlı olarak 3-4 günde bir yapıldı. 

Pasajlama için besiyeri ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra kalan hücre tabakası 2 ml 

steril PBS (pH 7.4) tamponu ile 2 kez yıkandı. Tripsin-EDTA (%0.05) ilave edildi ve 

37°C’de 2-3 dakika kadar bekletilerek hücre kültür şişesine tutunmuş haldeki hücrelerin 

tamamen kalkması sağlandı. Daha sonra hücrelerin üzerine taze besiyeri ilave edilerek 

kültürler % 5 karbondioksit ve % 98 nem içeren 37°C’lik etüvde inkübe edildi.  

3.3.2. Transfeksiyon Öncesi Hücre Ekimi ve Transfeksiyon 

Transfeksiyon için hücreler tek tabaka halinde çoğaltıldı ve hücre ekimi için 

tripsinize edilen hücrelerin üzerine besiyeri eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilerek hücreler çöktürüldü. Süpernatant atıldı ve çökelti halindeki hücreler 1 ml 

besiyeri içerisinde tekrar dağıtıldı. Steril bir ependorfa 100 µl hücre süspansiyonu, 400 

µl besiyeri ve 500 µl % 0.4’’lük tripan mavisi çözeltisi konuldu. Hücreler Thoma 

lamının 16 büyük karelik alanının en üst ve en sağ çizgisi dışında kalan alan üzerindeki 

toplam ölü ve canlı hücre sayısı şeklinde ters fazlı mikroskoptan gözlenerek sayıldı. Bu 

işlem Thoma lamının diğer 16 büyük karelik bölmesi için de tekrarlandı ve ortalama 

hücre sayısı hesaplandı (Hücre sayısı/ml= Ortalama hücre sayısı/10-4 x (dilüsyon 

faktörü)). 

Hücre kültürü plağına (6 kuyucuklu) her bir kuyucuğa 0,3x106 tane hücre olmak 

üzere ekim yapıldı. Hücreler bir gece 37°C’lik CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

psiRNA plazmidleri ile transfeksiyon işleminden önce hücrelerin üzerindeki besiyeri 

uzaklaştırıldı ve daha sonra serumsuz taze besiyeri ilave edildi. Çalışmamızda 
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transfeksiyon için ticari transfeksiyon ajanı Dharmafect (Dharmacon, USA) kullanıldı. 

Tekli ve ikili shRNA içeren plazmidler, kuyucuk başına 2.5 µg psiRNA plazmidi 

verilecek şekilde Opti-MEM (Gibco, UK) besiyeri içinde süspande edildi. Hücrelerin 

üzerindeki serumlu besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra tekli ve ikili shRNA içeren 

plazmidler hücrelere verildi. Plazmidlerin transfeksiyonundan 48 ve 72 saat sonra 

toplanan süpernatanlar ve hücre peletlerinde gen inhibisyonunu tayin etmek amacıyla 

ELISA yapıldı.  

3.3.3. Plazmidlerin Hücreye Girişinin Floresan Mikroskobu İle İncelenmesi 

VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larını içeren psiRNA-DUO plazmidinin hücreye 

girişinin izlenmesi amacıyla vektör yapısında bulunan GFP geninden yararlanıldı. 

Hücre kültürü plağına ekim yapılan meme kanser hücre hatlarına psiRNA içeren 

kompleksler uygulandı. Hücrelerin üzerindeki besiyeri 48 saat sonra uzaklaştırıldı, PBS 

ile yıkanıp, hücreler floresan mikroskobu altında incelendi. 

3.3.4. ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yöntemi İle VEGF-A 

ve VEGFR2’nin Gen İnhibisyonunun Belirlenmesi 

Hücre kültür süpernatantında VEGF-A ve VEGFR2 proteinlerinin tayini ELISA 

yöntemi ile üretici protokolüne uygun olarak yapıldı. Kültür vasatında biriken protein 

ve rekombinant protein standardın dilüsyonları katı faz sandviç ELISA yöntemi 

kullanılarak analiz edildi. Kültür süpernatantı (insan VEGF-A ve VEGFR2 antijeni), 

insan VEGF165 ve VEGFR-2’ye özgü poliklonal antikor ile kaplı kuyularda inkübe 

edildi. Yıkamadan sonra, proteine özgü biotinlenmiş monoklonal antikor eklendi. 

İnkübasyondan sonra streptavidin-peroksidaz enzimi ilave edildi. Ardından enzime 

bağlanarak renk oluşturan substrat solüsyonu eklendi ve bu renkli ürünün yoğunluğu, 

orjinal numunede var olan VEGF konsantrasyonuna orantılanarak elde edildi. 

Absorbans 450 nm’de spektrofotometrik okuma ile belirlendi. Kültür süpernatantındaki 

protein miktarı, VEGF standardlarının absorbansı ile oluşturulan standard blanklere 

dayanarak belirlendi. psiRNA transfeksiyonu ile VEGF ve reseptörünün sekresyonunun 

inhibisyonu (%), numunelerde ki VEGF-A ve VEGFR-2’nin kontrolleri ile 

karşılaştırılmasıyla hesaplandı. Tüm çalışmalar üç kere tekrarlandı ve standard 

sapmaları (±) hesaplandı. 
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3.4. İstatistiksel Değerlendirme 

Tez kapsamında elde edilen in vitro çalışmalara ilişkin sonuçların 

değerlendirilmesinde, ELISA çalışmasında vektörlerin transfekte edildiği farklı hücre 

hatları arasındaki gen susturma etkinlikleri Student t test ile belirlendi. P<0,05 

istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. psiRNA-DUO Plazmidinin E.coli’ye Transformasyonu ve Kontrolüne 

İlişkin Bulgular 

psiRNA-DUO plazmidi yöntem 3.2.1’de belirtildiği şekilde E.coli GT115 suşuna 

transforme edildi. Transformasyon sonrası zeocin içeren LB agar petrilerine ekilen 

transformantlar 37°C’de bir gece inkübe edildikten sonra ertesi gün her petride tek tek 

koloni oluşumu gözlendi (Şekil 4.1). Daha sonra tekli koloniler öze yardımıyla zeocin 

içeren LB besiyeri ortamına ekildi. İnkübatörde 37°C’de bir gece inkübe edildikten 

sonra belli bir optik dansite değerine ulaşan doymuş bakteri kültüründen pDNA 

izolasyonu miniprep ve maxiprep izolasyon kitleri ile yapıldı.  

   

A B  

 

Şekil 4.1. psiRNA-DUO (A) ve psiRNA-Luc-Lac’ın (B) E.coli GT115 hücresine 

transformasyonu sonrası besiyerinden tek koloni seçimi. 

4.2. Plazmid siRNA’nın Spektrofotometrik ve Elektroforetik Kontrolüne 

İlişkin Bulgular 

Plazmid siRNA’ların izolasyon sonrasında, konsantrasyonu ve saflık derecesi 

260 ve 280 nm dalga boylarındaki ölçüm sonuçlarından yararlanılarak 

spektrofotometrik olarak tayin edildi. İzole edilen psiRNA örneklerinde saflık 

derecesinin yani A260/A280 oranının moleküler ve gen aktarımı çalışmalarına uygun 

olarak 1.80-1.90 arasında değiştiği görüldü. 
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Tablo 4.1. İzole edilen plazmidlerin spektrofotometrik kontrolü 

Plazmid A260/280 DNA Conc. (μg/ml) 

psiRNA-DUO 1,890 185,87 

psiLuc-Lac 1,895 191,88 

  

İzole edilen plazmid siRNA’ların saflığı, içerdiği formlar, restriksiyon enzim 

haritasının ve plazmid yapısının doğruluğu % 0.7 (a/h) agaroz jel elektroforezi 

yöntemi kullanılarak kontrol edildi (Şekil 4.2).  

 
 

Şekil 4.2. psiRNA-DUO’nun elektroforetik kontrolü. 1. Lambda DNA Hind III marker, 

2. psiLac-Luc (3906 bp), 3. psiRNA-DUO (6046 bp), 4. Acc/Hind III restriksiyon 

enzimi ile kesim, 5. Stok psiRNA-DUO, 6. 1 kb DNA ladder. 

4.3. shRNA Dizilerinin Bağlanmasına İlişkin Bulgular 

Tek iplikli shRNA dizilerinin bağlanarak çift iplikli hale getirilmesinin 

sonucunda elde edilen shRNA’lar %1 agaroz jelde elektroforetik olarak kontrol edildi 

(Şekil 4.3).  
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Şekil 4.3. İleri ve geri oligonükleotidlerin tek zincirli ON’ler ve bağlanmış ON’ler. 1.1 

kb DNA ladder, 2- 4. Tek zincirli ON’ler, 5-7. Bağlanan çift zincirli ON’ler. 

4.4. psiRNA-DUO İçerisine shRNA Dizilerinin Klonlanmasına İlişkin 

Bulgular  

shRNA’ların vektör içerisine klonlanmasında iki farklı yöntem kullanıldı. 

Yöntem 3.2.6’da belirtildiği şekilde klonlanma tek basamaklı ve 2 basamaklı olarak 

gerçekleştirildi. Tablo 4.2’de klonlama yapılan psiRNA-DUO’nun restriksiyon kesim 

bölgeleri ve kesim sonucu oluşacak bant uzunlukları yer almaktadır. Elde edilen 

plazmid kesim ürünlerinde ve klonlanan plazmidlerde bant uzunlukları dikkate 

alınarak kesim kontrolleri yapılmıştır. 

Tablo 4.2. psiRNA-DUO’nun klonlama için uygun restriksiyon kesim bölgeleri ve bant 

uzunlukları 

Plazmid Uzunluk 

(bp) 

Materyalin Kesildiği 

Nokta(lar) (bp) 

Kesim Sonucu Beklenen Bant 

Uzunlukları (bp) 

Acc65I HindIII BbsI Acc65I/ 

HindIII 

BbsI/BbsI Acc65I/ 

HindIII/ 

Bbs I 

psiRNA

-DUO 

6046 5692 6027 2754

4663 

335 

5711 

1909 

4137 

3273 

1909 

1029 

335 

  

İki basamakta klonlamaya ilişkin bulgular; 

psiRNA-DUO plazmidi ilk olarak Acc65I/HindIII restriksiyon enzimleri ile 

kesildi. Kesim ürünü agaroz jele yüklenerek elektroforetik olarak kontrol edildi (Şekil 

4.4). 
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Şekil 4.4. shVEGF-A ligasyonu için psiRNA-DUO’nun Acc65I/HindIII restriksiyon 

enzimi ile kesilmesi 1. 1 kb DNA Ladder, 2. Stok psiRNA-DUO,  3. Acc65I/HindIII ile 

kesilen psiRNA-DUO (Green buffer içeren), 4. Acc65I/HindIII ile kesilen psiRNA-

DUO (Transformasyon için kullanılan) 

Acc65I/HindIII restriksiyon enzimi ile kesilen vektöre shVEGF-A’nın 

ligasyonu için,  ligasyon solüsyonu (100 ng psiRNA, shRNA insert, T4 DNA ligaz, 

10xligasyon tampon, DNaz-RNaz free su) hazırlandı. 27°C’de 2 saat boyunca inkübe 

edildi ve ligasyon elektroforetik olarak kontrol edildi (Şekil 4.5). 

 

Şekil 4.5. shVEGF-A’nın psiRNA-DUO’ya ligasyonunun elektroforetik kontrolü. 1. 

DNA ladder, 2. Stok psiRNA, 3. Acc65I/HindIII ile kesilen psiRNA-DUO, 4. Bağlanan 

çift zincirli shVEGF-A, 5. shVEGF’nin psiRNA-DUO’ya ligasyonu. 
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Ligasyon sonrası shVEGF-A’nın klonlandığı psiRNA-VEGFA plazmidi 

kompetant E.coli GT115 hücresine transforme edildi ve Fast-Media Zeo içeren Agar 

X-Gal besiyeri içeren petrilere ekimi yapıldı. 37°C’de 1 gece boyunca inkübasyonun 

ardından petrilerde ki renkli beyaz koloniler morfolojik olarak incelendi. shVEGF-

A’nın klonlandığı hücreler yani rekombinant klonlar beyaz olarak görülürken, 

klonlama yapılmayan parental klonlar mavi renkli olarak gözlendi. Mavi rekombinant 

olmayan hücreler, psiRNA-DUO yapısında bulunan LacZ geni nedeniyle X-gal’i 

metabolize ederler. Klonlama yapılan vektörlerde ise LacZ geni çoklu klonlama 

bölgesinde yer aldığından hedef genin yerleştirilmesiyle inaktive olur ve beyaz 

rekombinant koloniler tarafından β-galaktozidaz sentezlenemediğinden X-gal 

metabolize edilemez. Bu nedenle plate de bulunan beyaz kolonilerden çalışmaya 

devam edilmiştir (Şekil 4.6).  

 

   

Şekil 4.6. shVEGF-A’nın klonlandığı plazmidleri içeren  (beyaz renkli koloniler) ve 

kontrol olarak kullanılan petrde içermeyen kolonilerin (plasmid BbsI ile kesildikten 

sonra shVEGFA’nın klonlanmadığı mavi renkli koloniler) morfolojik görünüşleri 

Petrilerde ki tekli rekombinant beyaz kolonilerden LB besiyerlerine ekim 

yapılarak bu rekombinant hücrelerden psiRNA izolasyonları yapıldı. İzolasyon 

sonrası, psiRNA-VEGFA’nın spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapıldı 

(Tablo 4.3 ve Şekil 4.7).  
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Tablo 4.3. psiRNA-DUO-VEGFA’nın spektrofotometrik kontrolü 

Plazmid A260/280 DNA Conc. (μg/ml) 

psiRNA-DUO-VEGFA 

(miniprep izolasyonu) 
1,9922 175,59 

psiRNA-DUO-VEGFA 

(maxiprep izolasyonu) 
1,8904 861,49 

 

 

Şekil 4.7. psiRNA-VEGF-A’nın elektroforetik kontrolü 1. Lamda DNA HindIII marker, 

2. Miniprep psiRNA izolasyonu, 3. Maxiprep psiRNA izolasyonu 

Spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapılan shVEGF-A’nın 

klonlandığı psiRNA plazmidine shVEGFR-2’nin klonlanması için psiVEGF-A 

plazmidi BbsI/BbsI restriksiyon enzimi ile kesildi ve kesimin başarılı olduğu 

görüldükten sonra shVEGFR-2’nin ligasyonu yapıldı ve elektroforetik olarak kontrol 

edildi (Şekil 4.8). 
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Şekil 4.8. psiRNA-VEGFA’nın BbsI ile kesimi ve VEGFR-2 ile ligasyonu. 1. 1 kb 

DNA ladder, 2. psiRNA-VEGFA, 3. VEGFR-2 shRNA’nın ligasyonu,  4,5. BbsI ile 

kesim 6. psiRNA-VEGFA, 7. Lamda DNA HindIII marker. 

Ligasyonu yapılan VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’ların klonlandığı psiRNA-

VEGFA-VEGFR2 plazmidi kompetant hücreye transforme edilip, petrilere ekimi 

yapıldı. Petriler tek koloni açısından morfolojik olarak incelendi. shVEGF-A ve 

shVEGFR2’nin klonlandığı hücreler yani rekombinant klonlar beyaz olarak görülürken, 

klonlama yapılmayan parental klonlar mavi renkli olarak gözlendi (Şekil 4.9). 

 

Şekil 4.9. shVEGFR-2’nin klonlandığı plazmidleri içeren  (beyaz renkli koloniler, ok 

işareti ile gösterilmiştir) ve rekombinant vektörü içeremeyen (mavi renkli koloniler) 

kolonilerin morfolojik görünüşleri. 

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden öze yardımıyla Zeo içeren LB 

besiyerlerine ekim yapıldı ve miniprep psiRNA izolasyonları yapıldı. shVEGF-A ve 
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shVEGFR-2’nin klonlandığı psiRNA’ların spektrofotometrik ve elektroforetik 

kontrolleri yapıldı (Tablo 4.4 ve Şekil 4.10). Klonlama yapılan plazmidlerin 

uzunlıklarıda tablo 4.5’de verilmiştir. 

Tablo 4.4. psiRNA-VEGFA-VEGFR-2’nın spektrofotometrik kontrolleri 

Plazmid A260/280 DNA Conc. (μg/ml) 

psiRNA-VEGFA-VEGFR-2 1,9197 150,53 

    

 

Şekil 4.10. psiRNA-VEGFA-VEGFR2’nin elektroforetik kontrolü 1.1 kb DNA ladder, 

2.Lamda DNA HindIII marker, 3.psiLucLac plazmidi, 4.psiRNA-VEGF plazmidi, 5. İki 

basamakta klonlanan psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plazmidi, 6.psiRNA-VEGF plazmidi, 

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

Tablo 4.5. Klonlama yapılan tüm plazmidlerin uzunlukları 

Klonlama Yapılan Plazmidler Uzunluk  

(bp) 

psiRNA-VEGFA  (+66) 5777 

psiRNA-VEGFR2 (+56) 4193 

psiRNA-VEGFA-VEGFR2  (+122) 3924 

psiRNA-DUO 6046 

psiLuc-Lac  3906 
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Tek basamakta klonlamaya ilişkin bulgular; 

Tek basamakta klonlama için psiRNA-DUO, Acc65I/HindIII/BbsI restriksiyon 

enzimleri ile kesildi ve kesilme elektroforetik olarak kontrol edildi (Şekil 4.11). 

Ligasyonu tamamlanan psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plasmidi -20°C’de saklandı. 

  

Şekil 4.11. psiRNA-DUO’nun Acc65I/HindIII/BbsI restriksiyon enzimleri ile 3’lü 

kesim sonrası ve VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larının bağlanması sonrası agaroz jel 

elektroforez görüntüleri. 1. Lamda DNA HindIII marker, 2.psiRNA-DUO, 3.VEGF-A 

shRNA, 4. Acc65I/HindIII/BbsI ile kesim, 5. VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larının 

plazmide ligasyonu, 6. Acc65I/HindIII/BbsI ile kesim 

VEGFA ve VEGFR2 shRNA’ların birlikte klonlandığı plazmid kompetant 

E.coli GT115 hücresine transforme edildi ve Fast-Media Zeo içeren Agar X-Gal ve 

X-Gluc besiyeri içeren petrilere ekimi yapıldı. 37°C’de 1 gece boyunca inkübe edildi. 

Ertesi gün petriler tek koloni açısından morfolojik olarak incelendi. shRNA’ların 

klonlandığı hücreler yani rekombinant klonlar beyaz olarak görünürken, klonlama 

yapılmayan parental klonlar mavi renkli olarak gözlendi (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.12. shVEGF-A ve shVEGFR2’nin birlikte klonlandığı plazmidleri içeren (beyaz 

renkli, ok işareti ile gösterilmiştir) ve içermeyen (mavi renkli) kolonilerin morfolojik 

görünüşleri. 

Tekli beyaz rekombinant kolonilerden öze yardımıyla Zeo içeren LB 

besiyerlerine ekim yapıldı ve miniprep ve maxiprep psiRNA izolasyonları yapıldı. 

shVEGF-A ve shVEGFR2’nin klonlandığı psiRNA’ların spektrofotometrik ve 

elektroforetik kontrolleri yapıldı (Tablo 4.6 ve Şekil 4.13).  

Tablo 4.6. psiRNA-VEGFA-VEGFR2’nin spektrofotometrik kontrolü 

Plazmid A260/280 DNA Conc. (μg/ml) 

psiRNA-VEGFA-VEGFR2 

(miniprep izolasyonu) 
1,98 174,01 

psiRNA-VEGFA-VEGFR2 

(maxiprep izolasyonu) 
2,25 949,27 
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Şekil 4.13. psiRNA-DUO-VEGFA-VEGFR2’nin elektroforetik kontrolü 1. Lambda 

DNA HindIII marker, 2. psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plazmidi, 3. 1 kb DNA ladder 

4.5. Klonlanan Vektörlerin Doğruluğunun Nükleik Asit Sekanslama 

Yöntemi İle Belirlenmesi  

Sekanslama için gliserol stoklarından alınan bakterilerden psiRNA-DUO-

VEGFA-VEGFR2 plazmidleri izole edildi. Sekanslama sonunda dizilerin analizleri 

yapıldı. VEGFA shRNA oligonükleotidlerinin klonlaması OL178 ve OL408 forward ve 

reverse primerleri kullanılarak doğrulanırken, VEGFR2 shRNA oligonükleotidlerinin 

klonlaması OL176 ve OL906 forward ve reverse primerleri kullanılarak doğrulandı 

(Şekil 4.14 ve Şekil 4.15).  
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Şekil 4.14. VEGFR2’nin shRNA sekansı.Bu shRNA dizisini içeeren vektör 

haritalandığında; 

 5’ACCTCGACCAAGGATTGTACACCTGTTCAAGAGACAGGTGTACAATCCTTGGTCTT 3’ 

5’CAAAAAGACCAAGGATTGTACACCTGTCTCTTGAACAGGTGTACAATCCTTGGTCG 3’ 

şekildeki elektrofenogramlar elde edilmiştir. Sens stem sekansı 

GACCAAGGATTGTACACCTGT antisens stem sekansı 

ACAGGTGTACAATCCTTGGTC  ve loop sekansı TCAAGAG’dir.  

  

 

OL176 reverse 

primeri ile 

VEGFR2’nin 

sekanslaması 

OL906 forward 

primeri ile 

VEGFR2’nin 

sekanslaması 



46 
 

 

 

Şekil 4.15. VEGFA’nın shRNA sekansı. Bu shRNA dizisini içeren vektör 

haritalandığında; 

5’GTACCTCGCGCAAGAAATCCCGGTATAATCAAGAGTTATACCGGGATTTCTTGCGC

TTTTTGGAAA 3’ 

5’AGCTTTTCCAAAAAGCGCAAGAAATCCCGGTATAACTCTTGATTATACCGGGATTT

CTTGCGCGAG 3’ 

şekildeki elektrofenogramlar elde edilmiştir. Sens stem sekansı 

GCGCAAGAAATCCCGGTATAAT antisens stem sekansı 

TTATACCGGGATTTCTTGCGC  ve loop sekansı CAAGAG’dir.  

4.6. In vitro Transfeksiyon Çalışmalarına İlişkin Bulgular 

4.6.1. Meme Kanser Hücrelerine psiVEGF-A/VEGFR-2 Plazmidinin 

Transfeksiyonunun Floresan Mikroskobu ile Görüntülenmesi 

In vitro transfeksiyon ve gen susturma çalışmalarında, MCF-7 ve MDA-MB-231 

meme kanser hücre hatları kullandı. Hücreler VEGF-A ve VEGFR-2 shRNA’larını 

içeren psiRNA-VEGFA-VEGFR2 plazmidinin hücreye girişinin izlenmesi amacıyla 

vektör yapısında bulunan GFP geninden yararlanıldı. 6 kuyucuklu hücre kültürü plağına 

OL178 forward 

primeri ile 

VEGFA’nın 

sekanslaması 

OL408 reverse 

primeri ile 

VEGFA’nın 

sekanslaması 
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ekim yapılan meme kanser hücre hatlarına psiRNA’lar transfekte edildi. 48 saat sonra 

hücrelerin üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı, PBS ile yıkanıp, hücreler floresan 

mikroskobu altında incelendi. 

 

Şekil 4.16. psiVEGF-A/VEGFR-2’nin meme kanser hücre hatlarına transfeksiyonu 

sonrası floresan mikroskop görüntüleri (Soldaki MDA-MB-231, sağdaki resim MCF-7). 

4.6.2. Klonlanan Plazmidlerin VEGF-A ve VEGFR-2 Gen Susturma 

Etkinliğinin ELISA Yöntemi İle İncelenmesi 

Çalışmamızda klonladığımız psiRNA-VEGF-A/VEGFR-2 plazmidinin VEGF-A 

ve VEGFR-2 protein ekspresyonuna etkilerini incelemek amacıyla ELISA yöntemi 

kullanıldı. Klonlanması tamamlanan ve kontrolleri yapılan psiVEGF-A, psiVEGFR-2 

ve psiRNA-VEGF-A/VEGFR-2 plazmidlerinin ticari ajan Dharmafect ile hazırlanan 

kompleksleri MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 

48 ve 72 saat sonra süpernatantlar toplandı ve protein ekspresyon seviyeleri belirlendi. 

Herhangi bir şey verilmeyen kuyucuklar kontrol grubu olarak belirlendi. Bu 

kuyucuklarda bulunan hücrelerden endojen olarak eksprese edilen VEGF-A ve VEGFR-

2 protein ekspresyon düzeyleri, diğer gruplarda ki gen baskılama düzeyini belirlemek 

için kullanıldı.  

Klonlanan plazmidlerin gen susturma düzeylerini belirlemek için VEGF 

proteinin spektrofotometrik tayininde kullanmak üzere VEGF-A ve VEGFR-2’nin 

standard eğrileri hazırlandı. ELISA çalışması sonucunda belirli konsantrasyonlara 

karşılık gelen 450 nm’deki absorbans değerinden yararlanılarak standard eğri grafiği 

çizildi. Elde edilen grafikte yer alan değerlerin regresyon analizi yapılarak eğrinin 

kullanılabilirliği ve doğrusallığı saptandı. Elde edilen pg/ml VEGF konsantrasyonlarına 

karşılık gelen OD 450 nm‟deki absorbans değerlerine göre çizilen huVEGF-A ve 

huVEGFR-2 standard eğri grafikleri Şekil 4.17’de verilmiştir. 



48 
 

y = 0,0022x + 0,1211

R² = 0,9937

0

0,5

1

1,5

2

2,5

0 200 400 600 800 1000 1200

A
b

so
rb

a
n

s 
(4

5
0
 n

m
)

Konsantrasyon (pg/ml)

hu VEGF-A

A
 

y = 0,0006x + 0,2163

R² = 0,9838

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

A
b

so
r
b

a
n

s 
(4

5
0
 n

m
)

Konsantrasyon (pg/ml)

hu VEGFR-2

B
 

Şekil 4.17. huVEGF-A (A) ve huVEGFR-2 (B) standard eğrileri. 

Hazırlanan VEGF-A ve VEGFR-2 standart eğrilerinin sırasıyla doğru 

denkleminin y=0,0022x ve y=0,0006x,  R2 değerinin 0,9937 ve 0,9838 olduğu 

saptanmıştır. Elde edilen standart eğrinin in vitro transfeksiyon çalışmalarında insan 

VEGF-A ve VEGFR-2 gen ekspresyonlarının tayininde kullanılabileceğine karar 

verildi. 

Klonlanan plazmidlerin ticari transfeksiyon ajanı Dharmafect ile transfeksiyonu 

sonucunda farklı zaman aralıklarında (48 ve 72. saatler) ve farklı meme kanser hücre 
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hatlarında elde edilen gen ekspresyonunun inhibisyonu açısından karşılaştırılmasına 

ilişkin bulgular Şekil 4.18 ve Şekil 4.19’da verilmiştir.  
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Şekil 4.18. MCF-7 ve MDAMB-231 hücre dizilerinde VEGF-A (A) ve VEGFR2 (B)  

gen ekspresyonlarının susturulması açısından karşılaştırılmasına ilişkin sonuçlar. 

*p<0,05. 
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Şekil 4.19. MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarına klonlanan plazmidlerin 

transfeksiyonu sonucu VEGF-A (A) ve VEGFR2 (B)  gen susturma yüzdelerinin farklı 

zaman aralıklarında karşılaştırılması. 
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VEGF-A gen ekspresyonunu susturması açısından MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücre hatlarında gerçekleştirilen in vitro transfeksiyon çalışmasında psiVEGF-A ve 

psiVEGFR-2’nin birlikte klonlandığı plazmidler ile elde edilen gen susturması tekli 

klonlanan plazmidlere göre daha yüksek bulunmuştur. Gen susturma etkinliği açısından 

her iki hücre dizisi karşılaştırıldığında MDA-MB-231 hücre hattında elde edilen gen 

susturması MCF-7 hücresine göre daha yüksek bulunmuştur. Zaman açısından 

değerlendirildiğinde ise 72. saatte elde edilen gen susturma etkinliği 48. saate göre daha 

yüksek bulunmuştur.  

Klonlanan plazmidlerin VEGFR-2 gen susturma etkinliği açısından 

değerlendirilmesi sonucunda ise en yüksek gen susturması psiVEGF-A/VEGFR-2 

plazmidleri ile elde edilmiştir. MDA-MB-231 hücresinde elde edilen gen inhibisyonu 

psiVEGF-A/VEGFR-2 plazmidleri ile 72. saat sonunda %60 olarak bulunmuştur.  
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5. TARTIŞMA 

 

Çoğu solid tümörde olduğu gibi meme kanserinin büyüme ve metastazında 

anjiogenez önemli bir süreçtir. Tümörde mikrodamar yoğunluğunun artması meme 

kanseri gibi malignensilerde ya metastazın ya da tümörün yeniden tekrarlanması ile 

ilişkilidir. Küçük in situ tümörler (3 mm çapından daha küçük)  prevasküler durumdadır 

ve kan damarları ile perfüzyonu olmadığında sınırlı bir büyüme kapasitesine sahiptirler 

(56).  

Anjiogenezde önemli rol oynayan VEGF, kanserin daha agresif ve kötü 

prognozlu olmasında etkin bir büyüme faktörüdür.  Endotelyal hücrelerdeki VEGF 

reseptörlerine, sirküle VEGF’nin bağlanması anjiogenezle sonuçlanan tirozin kinaz 

yolağını başlatır. VEGF reseptörlerinden olan VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotelyumda 

lokalize olup endotelyal hücre göçü, proliferasyonu, permeabilitesi ve survival’ın 

stimülasyonuna yol açarlar. Özellikle VEGFR-2, mitojenik, anjiogenik ve permeabilite 

artırıcı etkilere sahip bir mediatördür. VEGFR-1 ise oldukça kompleks bir reseptördür, 

hem pozitif hem de negatif anjiogenik etkilere sahiptir (31, 57). 

Şimdiye kadar üzerinde çalışılan anti-VEGF ajanlarının akut makular 

dejenerasyonla (AMD) ilişkili neovaskülarizasyon, diabetik retinopati, makular ödem, 

glokom ve diğer neovaskülarizasyon hastalıklarının tedavisinde etkin olduğu 

bulunmuştur. Tedavide küçük moleküller ya da monoklonal antikorlar kullanıldığında 

bu ajanlar proteinlere bağlanırlar ve inhibe ederler, fakat hastalıklara neden olan 

proteinleri elimine edemezler. Son yıllarda, post-transkripsiyonel gen susturmasında 

doğal bir mekanizma olan RNAi teknolojisinin ortaya çıkması ile anjiogenezin yüksek 

spesifite ve etkinlikte tedavisi ile ilgili ümit verici çalışmalar yapılmıştır. Kanser 

tedavisinde anormal patojenik proteinlerin mRNA seviyesinde inhibisyonu ya hücreye 

dsRNA’ların ya da sentetik siRNA’ların verilmesi ile başarılır. Şimdiye kadar 22 RNAi 

temelli yaklaşım klinik çalışmalara girmiştir (58). VEGF ve reseptörlerine hedeflenen 

anti-anjiogenik terapötikler olarak kullanılan sentetik siRNA ve plazmid temelli siRNA 

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

Anjiogenezin RNAi teknolojisi ile baskılanmasında farklı stratejiler 

kullanılmaktadır. Bu stratejilerden biri anti-VEGF siRNA moleküllerinin tek başına 
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kullanılmasıdır. İkinci strateji, VEGF’ye hedeflenen siRNA-eksprese eden plazmidlerin 

oluşturulmasıdır. pDNA nukleusa verildikten sonra shRNA’lar transkribe edilir ve 

RNAi aktivitesine katılmak için sitoplazmaya geçerler. Üçüncü strateji, anti-VEGF 

hedeflerinin kombine edilmesidir. Bu strateji ile angiogenezin farklı süreçlerinde ya da 

sürece katılan farklı proteinlerin bir ya da daha fazla siRNA ile susturulması, tedavinin 

başarı şansını artırıcı bir faktördür. Son strateji olarak da, siRNA ile kemoterapötik 

ajanların birlikte kullanılması ile gen tedavisi ve kemoterapinin kombine edilmesidir 

(57). 

RNAi teknolojisinin anti-VEGF tedavisinde önemli etkilerine rağmen, 

uygulamada bazı sorunları bulunmaktadır. Bunlardan ilki, doğru hedefi seçmektir. 

VEGF’nin altı izoformu bulunmaktadır. Bunların her biri doğrudan ya da dolaylı olarak 

tümör anjiogenez kaskadını aktive edebilir. Ayrıca, VEGF’ye hedeflenen siRNA’lar ile 

anjiogenez tümüyle inhibe edebilir mi sorusu akla gelmektedir. Bu durumda birkaç 

VEGF izoformlarının inhibe edilmesi gerekmektedir. Ayrıca anti-VEGF tedavisini 

etkileyebilen hipoksi ile indüklenen faktör 1 (HIF-1) gibi diğer faktörlerin etkisi de göz 

ardı edilmemelidir (62). Anjiogenezde rol oynayan mekanizmaların açığa 

kavuşturulması tedavi etkinliğini artıracaktır. Ayrıca bu durumlarda çoklu hedef 

stratejileri de düşünülmelidir.  

İkinci önemli nokta, hedeflenen hücrelerdir. Hemen hemen tüm hücreler VEGF 

sentezlerler ve sekrete ederler. Bu nedenle hedeflendirilmiş tedavi stratejileri ya da lokal 

uygulamalar tercih edilebilir. Örneğin, akut makular dejenerasyon (AMD) hastalığında 

siRNA’nın intravitreal enjeksiyonu, lokal dağılımı ve güvenlik açısından önemlidir. 

Tümörde ise tümör mikroçevresinin etkisi düşünülmelidir. Tümör hücreleri VEGF için 

önemli bir kaynak olmasına rağmen, mikroçevre stroması VEGF üretiminde diğer 

önemli bir bölgedir. 

Üçüncü önemli nokta, hastalık ve VEGF arasında ki bağlantıdır. AMD gibi 

retinal hastalıklar için VEGF direkt olarak hastalığın patolojisi ile ilişkilidir. Bu durum 

AMD için anti-VEGF siRNA klinik denemelerinin ne denli önemli olduğunu 

açıklamaktadır.  Tümör açısından da VEGF’nin inhibe edilmesi patojenik faktörlerden 

sadece biridir. Tümör büyümesi anjiogenezden bağımsız olabilir. Anti-VEGF tedavisi 

tümör büyümesini inhibe edebilir, fakat tümörü yok edemez ya da öldüremez. Bu 

nedenle antikanser ajanlarla ya da siRNA’larla birlikte formüle edilen terapötikler 
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kullanılabilmektedir. Örneğin ALN-VSP02’de kinesin spindle protein (KSP) ve 

VEGF’ye spesifik siRNA’ların lipid nanopartikül formülasyonunda birlikte 

enkapsülasyonu ile daha etkili bir antitümör aktivitesi gözlenmiştir (66).  

Dördüncü önemli nokta da, siRNA’ların hedeflenmeyen veya istenmeyen (hedef 

dışı, off-target) etkileridir. Örneğin AMD hastalığının tedavisinde klinik çalışmalar 

aşamasında sonlandırılan bevasiranib’in anti-angiogenik etkisi hedefi susturamaması ve 

TLR3 aktivasyonuna neden olması açısından durdurulmuştur. Bu durum günümüzdeki 

klinik denemelerden çıkarılacak önemli bir derstir. Bu nedenle siRNA’ların off-target 

etkileri dikkatlice çalışılmalıdır (57).  

siRNA terapötikleri için diğer önemli bir sorun ise stabilite sorunudur. Bu 

problemin üstesinden gelmek için taşıyıcı sistemlerle verilmesi ya da formüle edilmesi 

gereklidir. siRNA’lar in vivo olarak verildiğinde birçok bariyerle karşılaşırlar aynı 

zamanda yapıları nedeniyle serumdaki endojen enzimlerle çok hızlı bir şekilde degrede 

olurlar. Hücreye ulaşsalar bile ya da in vitro şartlarda negatif yükleri nedeniyle hücre 

zarından geçemezler. Bu nedenle siRNA’ların viral ya da non-viral taşıyıcı sistemlerle 

verilmesi gerekmektedir (67, 68).  

Bu çalışmada, angiogeneze karşı etkin RNAi temelli gen tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesi için bu yolakta etkili iki shRNA’nın aynı anda ekspresyonu 

hedeflenmiştir. Şimdiye kadar VEGF-A ya da VEGFR-2 siRNA’larının tek olarak 

klonlandığı ve kanser tedavisindeki etkinliğinin araştırıldığı çalışmalar olmakla birlikte 

(59, 60, 63, 69-73) her ikisinin birlikte klonlanarak tek bir vektör üzerinden çalışıldığı 

herhangi bir literatüre rastlanmamıştır. Çalışmamızda, VEGF’ye spesifik VEGF-A ve 

bunun reseptörü VEGFR-2 shRNA’larının aynı plazmid vektöre klonlanması ve birlikte 

ekspresyonunun sağlanması ile in vitro olarak meme kanserinde ki tedavi etkinliğinin 

artırılması amaçlanmıştır.   

Anjiogenezde tek bir gene hedeflendirilen shRNA içeren ekspresyon vektörlerini 

kullanarak meme kanserinde ki terapötik etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak 

araştırılmıştır. Şalva ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada vektör temelli shRNA 

ekspresyon sistemleri ile hazırlanan kitozan komplekslerinin meme kanserinde gen 

inhibisyon etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak araştırılmıştır (59, 60). Bu çalışmada 

VEGF hedefli shRNA karışımının (VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, NRP-1) sıçan 

meme kanserinde etkinliği incelenmiş, kitozan nanoplekslerinin intratümöral olarak 
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uygulanmasının, intraperitonal (%89) uygulamaya kıyasla daha yüksek [(%96) 

civarında] tümör baskılaması gösterdiği saptanmıştır (60).  

Bu tez çalışmasında ticari olarak satın alınan çift klonlama bölgesi içeren 

plazmide, VEGF-A ve VEGFR-2’ye spesifik çift iplikli oligonükleotidler tek ve iki 

basamaklı olarak klonlanmıştır. Klonlamanın doğruluğu elektroforetik olarak agaroz jel 

elektroforezi ve nükleik asit sekanslama teknikleri ile tespit edilmiştir. Klonlaması 

yapılan ikili plazmid meme kanser hücrelerine verildiğinde VEGF-A ve VEGFR-2 

protein ekspresyonunun önemli ölçüde baskılandığı gösterilmiştir.  

Çalışmamızda iki dizinin aynı vektör içerisine ve dizilerin ayrı ayrı vektörlere 

klonlandığında gen susturma etkinliği açısından ikili klonlama ile daha yüksek gen 

baskılama sağlandığı gösterilmiştir (%81). Özellikle 72. saatte MDA-MB-231 

hücrelerinde MCF-7 hücrelerine göre protein ekspresyon seviyesinde belirgin bir 

azalma görülmüştür. Chen ve ark. (73) yaptıkları bir çalışmada insan telomeraz revers 

transkriptazın (hTERT) iki farklı mRNA’sına hedeflenen shRNA ekspresyon 

plazmidleri oluşturmuşlardır ve vektörlerin in vitro olarak kanser hücrelerinin 

proliferasyonunu önemli ölçüde azalttığını ve telomeraz aktivitesini inhibe ettiğini 

göstermişlerdir. Chen ve ark (71) vektör temelli siRNA’nın hedef ve etkinliğini artırmak 

için 3 farklı genin (VEGF, hTERT ve Bcl-xl) mRNA’sına hedeflenen shRNA’ları 

shRNA ekspresyon vektörlerine klonlamışlardır. İnsan laringeal skuamoz kanser hücre 

hattında ve bu hücrenin implante edildiği farede oluşan kanser modelinde vektörün 

etkinliğini araştırmışlardır. İn vitro çalışmalarda her 3 geni içeren vektörün verildiği 

hücrelerde her 3 protein ekspresyon seviyesini western blot yöntemi ile araştırmışlar ve 

%25-%40 gen susturma etkinliği elde etmişlerdir.  İn vivo çalışma sonucunda ise tümör 

büyümesinin ondördüncü gününde %91,2 oranında gerilediğini tespit etmişlerdir. 

Böylece araştırmacılar, vektör temelli RNAi teknolojisi kullanılarak birçok hedefin 

bloklanabileceğini ve birçok hedefin aynı anda susturulmasının kanser gen tedavisinde 

önemli bir terapötik strateji olacağını vurgulamışlardır. Yapılan bu çalışma ile birden 

fazla shRNA’nın aynı vektöre klonlanması ile elde edilen gen susturma etkinliğinde ki 

artış bizim çalışmamızla paralellik göstermektedir.  

Dört farklı oligonükleotidin klonlanabildiği pGenesil 1 plazmidini kullanarak 

VEGF, c-myc, survivin ve HTERT genlerini içeren tek bir plazmid vektörün dizayn 

edildiği diğer bir çalışmada ise çoklu klonlamanın in vitro ve in vivo nazofarengeal 
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kanser hücrelerinin gen tedavisinde ümit verici olduğu gösterilmiştir (74). Çoklu 

klonlama ile kanserde gen tedavi etkinliğini arttırmak için kullanılan bu strateji ile elde 

edilen sonuçlar bizim çalışmamızla parallelik göstermektedir.  

Aynı zamanda vektör-temelli RNAi metodlarının etkinliğini geliştirmek için 

farklı yaklaşımlar kullanılmaktadır. Çalışmamızda kullandığımız vektörün yapısında 

insan 7SK RNA polimeraz III promotoru bulunmaktadır. RNA polimeraz III 

promotorları yüksek seviyede shRNA ekspresyonu sağlar ve oldukça etkin gen susturma 

elde edilir (68).  Zhou ve ark. (68) polimeraz III promotoru yerine RNA polimeraz II 

promotorunu kullanmışlardır. Polimeraz II hairpin yapısının polimeraz III’e alternatif 

olarak kullanılabileceğini önermişlerdir. Gou ve ark. (75) dört farklı pol III promotoruna 

sahip dört farklı shRNA sekansı içeren ekspresyon vektörünü dizayn etmişlerdir. Bu 

vektör dört farklı geni aynı anda susturarak gen susturma etkinliği artırılmıştır. Weng ve 

ark (76) üç RNA polimeraz III U6 promotorlarının kontrolü altında üç shRNA içeren bir 

RNAi vektörü dizayn etmişlerdir. Bir ya da iki shRNA içeren RNAi vektörlerini 

karşılaştırmışlardır. Akt2’ye hedeflenen multi-shRNA RNAi vektörünün insan over 

karsinoma hücrelerinde Akt2 ekpresyonunu güçlü bir şekilde downregüle ettiğini 

göstermişlerdir. Multi-shRNA RNAi vektörlerinin gen susturma etkinliğini artırmak 

için kullanılabileceğini önermişlerdir. Bizim çalışmamızda kullandığımız vektör 

yapısında her iki klonlama bölgesinde bulunan iki RNA polimeraz III promotoru ile her 

iki gen içinde yüksek düzeyde gen susturma etkinliği elde edilmiştir. Elde edilen 

sonuçların literatürle uyumlu olduğu görülmektedir.  

RNAi mekanizması multiple-turn bir enzim kompleksidir, aktive olur olmaz tek 

bir RISC kompleksi RNA hedeflerinin birçok kopyasını kesebilir ve bu özellik birçok 

hedefin aynı anda etkin olarak susturulmasını sağlayabilir. Eğer üretilen shRNA’lar 

düşük konsantrasyonları nedeniyle çalışması başarısız olursa etkin susturmayı başarmak 

için aynı plazmid içinde kombine edilerek RNAi kasetlerinin kopya sayısı artırılabilir 

(77). Çalışmamızda VEGF-A ve spesifik reseptörü VEGFR-2 kullanılmıştır ve her iki 

shRNA’nın aynı anda RNAi mekanizmasına gireceği teorik olarak düşünülmüştür. Bu 

durumu destekleyen veriler protein ekspresyon çalışmaları ile elde edilmiştir. Hem 

VEGF-A hem de VEGFR-2 protein ekspreyonlarına bakıldığında, her ikisinin birlikte 

klonlandığı vektörün verildiği hücrelerde hem VEGF-A hem de VEGFR-2 protein 

ekspresyonlarının etkin olarak baskılandığı görülmüştür. Elde edilen sonuçlar literatür 

ile uyumludur.  
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Jazag ve ark. (77) basit restriksiyon enzimi ile oluşturulan stabil RNAi tekniği ile 

tek bir RNAi vektörü ile birçok hedefi etkin olarak susturabilen bir vektör 

geliştirmişlerdir. Transforming büyüme faktörü beta (TGF-β) yolağında rol oynayan 

Smadların (Smad2, Smad 3 ve Smad4) aynı anda susturulmasını başarmışlardır. 

Böylece invazyon, yara iyileşmesi ve apoptozis gibi TGF-β bağımlı hücresel 

fonksiyonlarda belirgin fenotipik değişiklikleri gözlemlemişlerdir. Daha önceki 

çalışmalarda her bir siRNA ipliğini ayrı olarak eksprese eden ardarada dizili (tandem) 

tip U6 promotorla sürdürülen siRNA vektörleri ile endojen gen ekspresyonu 

baskılanmaktadır. Araştırmacılar bu çalışmada, daha iyi baskılama özelliği olduğu 

kanıtlanan hairpin tip siRNA ekspresyon vektörlerini kullanmışlardır. Böylece etkin ve 

stabil olarak birçok genin aynı anda susturulması sağlanabilmiştir.  

Deng ve ark. (15) bir ya da daha fazla geni susturmak için birçok siRNA’nın 

aynı anda eksprese edilmesinin oluşturacağı zorluğun üstesinden gelmek için bir in vitro 

rekombinasyon sistemi olan Gibson DNA assembly (GDA) kullanmışlardır, GDA-

temelli pSOK sistemi ile birçok siRNA bölgesini (4 farklı shRNA’yı içeren) eksprese 

eden tek bir vektör geliştirmişlerdir. 

Bazı mRNA’ların tek bir siRNA içeren vektör ile etkin olarak susturulması 

zordur, bu durumda birkaç shRNA ile tek bir mRNA içerisindeki birçok bölgenin 

hedeflenmesi gereklidir.  

Li ve ark. (78) tümör hücre büyümesi ve proliferasyonunda etkin olan TNF 

superailesinin bir üyesi olan APRIL (a proliferation-inducing ligand) geninin farklı 

bölgelerine hedeflenen dört farklı oligonükleotid sekansını dört farklı promotora sahip 

(mU6, hU6, h7SK ve hH1) pGenesil-T vektörüne klonlamışlardır. Dizayn ettikleri dört 

farklı shRNA’yı içeren vektörün, her birini ayrı ayrı eksprese eden shRNA ekspresyon 

plazmidlerine göre kolorektal kanserde tümör gerilemesini çok daha etkin olarak 

baskıladığını tespit etmişlerdir.  



58 
 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada, anjiogenezde önemli rol oynayan VEGF-A ve VEGFR-2 genlerine 

hedeflenen shRNA’ları içeren tek bir RNAi-temelli vektör modifikasyonu yapmak ve 

bu vektörü kullanarak hücrelerde RNAi etkisinin artırılması ve meme kanserinde ki 

terapötik etkinliğinin iyileştirilmesi amaçlandı. Bu amaçla; 

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

vektörüne birlikte klonlanarak kalite kontrol çalışmaları yapıldı. 

2. Tekli ve ikili klonlanan gen susturma vektörleri meme kanser hücrelerine 

transfekte edildiklerinde hücreye internalize oldukları gösterildi. 

3. Tekli ve ikili klonlanan gen susturma vektörleri meme kanser hücrelerine 

transfekte edildiklerinde gen susturma etkinlikleri protein düzeyinde 

incelendi. Özellikle MDA-MB-231 gibi metastatik meme kanser hücresinde 

hem VEGF-A hem de VEGFR-2 protein ekspresyonunun önemli ölçüde 

baskılandığı gözlendi. 

4. İkili klonlanan vektörün tekli klonlanan vektörlere göre daha yüksek gen 

susturma aktivitesine sahip olduğu gösterildi. 

5. Zamana bağlı olarak gen susturma etkinliğinin karşılaştırılması 

çalışmalarında 72 saat sonunda gen susturma etkinliğinin 48 saate göre daha 

yüksek olduğu tespit edildi. 

Sonuç olarak; çalışmamız, kanser tedavisinde farklı hedef genleri birlikte 

baskılayan çoklu shRNA vektör temelli RNAi teknolojisi stratejilerinin etkin olarak 

kullanılabileceğini göstermiştir. Bununla ilişkili olarak, vektör temelli RNAi yaklaşımı 

kullanılarak insan kanserlerinde birçok genin aynı anda bloklanması kanser gen tedavisi 

için oldukça umut vericidir.  
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