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OZET

CESITLI KANSER HUCRE DiZILERINDE CCT3 GENINI HEDEF ALAN
MIRNA’LARIN TERAPOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ebru TEMIiZ

Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Emel SAHIN
Ekim 2020, 120 sayfa

Molekiiler saperon proteinleri ve hatali protein katlanmasi kanser patogenezinde kritik
bir rol oynamaktadir. Okaryotik saperonlarin sekiz alt {initesinden biri olan CCT3, hiicre
boliinmesi, proliferasyon ve apoptozis yolaginda gorevli proteinlerin dogru katlanmasini
katalizler. Ayrica, CCT3 ifadesi karsinogenez ile uyumlu bir bi¢imde artmaktadir.
Bununla birlikte, CCT3’{lin kanserlesme siirecine nasil etki ettigi heniiz bilinmemektedir.
Bu ¢aligmada, CCT3’{in apoptotik yolaklar ve hiicre stresorleri ile arasindaki mekanistik
ve fonksiyonel iliski arastirilmistir. Ik olarak, 16 farkli hiicre hattinin CCT3 gen
ekspresyonu seviyeleri belirlenmis ve CCT3 ifadesinin CRL-2329 ve PC-3 hiicre
hatlarinda anlamli olarak artti§1 bulunmustur. Daha sonra, miR-24-3p, miR-128-3p ve
miR-149-5p mimikleri araciligi ile CRL-2329 ve PC-3 hiicre hatlarmin CCT3 gen
ekspresyonu baskilanmis ve acridin orange/ethidium bromide (AO/EB) ve AnnexinV/PI
boyamasi, hiicre dongiisii ve mitokondri membran potansiyeli (MMP) analizi, hiicre ici
reaktif oksijen seviyesi (ROS) 6l¢iimii ve apoptotik modiilatdr gen ekspresyon analizleri
ile hiicrelerin CCT3 baskilanmasina karsilik gelisen apoptotik yanitlar Sl¢tilmistiir.
CCT3’lin baskilanmasindan sonra, hiicre dongiisiinin GO/G1 fazinda tutuldugu,
MMP’nin bozuldugu ve hiicre i¢ci ROS seviyesinin arttig1 goriilmiistiir. Bu apoptotik akis
isaretleri morfolojik goriintiilerle, apoptotik genlerin (FADD, CASS, CAS3, P53, BAX,
BCL-2, NOXA, CAS9, APAF1 ve CYCS) istatistiksel olarak artan ifadeleri ile ve hiicre
ici serbest amino asit profilindeki degisimlerle dogrulanmistir. Carpict bir sekilde,
CCT3’iin baskilanmasi, enerji metabolizmasinda rol alan glutamin, beta-alanin, glisin,
serin, asparagin ve sarkozin aminoasit seviyelerinde degisiklige yol a¢gmistir. Sonug
olarak, CCT3’tin miRNA mimik transfeksiyonu ile baskilanmasi, hiicre i¢i ROS
homeostazin1 ve enerji metabolizmasindaki serbest aminoasit profilini degistirerek
apoptozisi  tetiklemistir.  Birlikte ele alindiginda, CCT3’tin miRNA-aracili
baskilanmasinin, ROS-aracili geleneksel hiicre toksisitesi yaklagiminin yaninda enerji
yoksunlugu etkisiyle “ikili terapotik strateji” saglayabilecegi on goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: CCT3, Saperon, miR-24-3p, miR-128-3p, miR-149-5p, Apoptozis
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Molecular chaperone proteins and protein misfolding play a critical role in cancer
pathogenesis. CCT3, one of the eight subunits of eukaryotic chaperons, catalyzes the
correct folding of proteins involved in cell division, proliferation, and apoptosis
pathways. Moreover, CCT3 expression is increased responsively with carcinogenesis.
However, how CCT3 drives the cancerous process has not been known. In this study, the
mechanistic and functional interactions among CCT3, apoptotic pathways and cell
stressors were probed. First, CCT3 expression levels of different 16 cell lines were
profiled and CCT3 expressions of CRL-2329 and PC-3 were found to be significantly
increased. Then, CCT3 expressions of CRL-2329 and PC-3 lines were suppressed by
miR-24-3p, miR-128-3p, and miR-149-5p mimics, and the apoptotic responses of the cell
lines to the knockdown of CCT3 were measured by acridine orange/ethidium bromide
and Annexin V/PI staining, cell-cycle and mitochondria membrane potential (MMP)
analyses, intracellular reactive oxygen species (ROS) measurement and expression levels
of the apoptotic gene. After having suppressed CCT3, the cell cycle was arrested in the
GO0/G1 phase, MMP was impaired, and the intracellular ROS level was increased. These
signs of apoptotic flux were corroborated by morphological images, statistically enhanced
expression levels of the apoptotic genes (FADD, CAS8, CAS3, P53, BAX, BCL-2,
NOXA, CAS9, APAF1, and CYCS), and intracellular free amino acids profile. Strikingly,
the suppressed-CCT3 shifted intracellular levels of glutamine, beta-alanine, glycine,
serine, asparagine and sarcosine, which are employed in energy metabolism.
Consequently, suppression of CCT3 by miRNA mimic transfection spurs apoptosis by
unbalancing the homeostasis of intracellular ROS and the profile of free amino acids in
energy metabolism. Taken together, it was anticipated that miRNA-mediated inhibition
of CCT3 might provide “dual therapeutic strategy” through the conventional ROS-
mediated cellular toxicity approach as well as energy withdrawal effect.

Keywords: CTT3, Chaperon, miR-24-3p, miR-128-3p, miR-149-5p, Apoptosis.



1. GIRIS ve AMAC

Hatali protein katlanmasi, kanser dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin molekiiler temelini
olusturmaktadir (1, 2). Hiicrelerde protein katlanmasi, saperon adi verilen proteinler
araciligiyla gerceklesir (3). Okaryotik grup II saperon TRiC (ayrica CCT ya da c-cpn
olarak da bilinir), sitozolik proteinlerin katlanmasi ve ii¢ boyutlu yapilarinin olusmasinda
anahtar rol oynamaktadir (4). CCT/TRiC; CCTI1 (a), CCT2 (B), CCT3 (y), CCT4 (9),
CCTS5 (g), CCT6 (£), CCT7 (n) ve CCTS8 (0)’den olusan ve her biri yaklasik 60 kDa
agirhiginda sekiz farkl alt birim igeren arka arkaya iki tane halkadan meydana gelen 16
alt birimli bir komplekstir (5). CCT/TRiC, hiicrede yeni sentezlenen polipeptitlerin
yaklasik %15’inin dogru katlanmasinda rol oynamaktadir. Tanimlanmis CCT/TRIC
subsratlarindan bazilari; hiicre iskelet proteinlerinden a, f§ ve y-tubulinler, a ve B-aktinler
(6, 7), sinyal proteinlerinden cyclin E (8), cyclin B ve p21ras (9), polo-benzeri kinazlar
1 (Plk1) (10), Von Hippel-Lindau tiimor supressor proteini (VHL) (11), cdc20 (12),
histon deasetilaz (13) ve STAT3 proteinleridir (14). Ayrica, CCT/TRiC kompleksinin
ifadesi hiicre dongiisiinlin G1/S faz gegisi sirasinda artig gostermektedir. (15). Kompleks
seviyesinin azaldig1 durumlarda hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, hiicre canliliginin
azalmasi, hiicre siklusunun durmasi ve hiicresel apoptozis gozlenebilir (16). Tim bu
bulgular, CCT/TRiC kompleksinin hiicre dongiisii ilerlemesinde ve tiimor gelisiminde rol
oynayabilecegini onermektedir (9).

CCT/TRiC kompleksinin alt birimlerinden biri (17) olan CCT3; hiicre boliinmesi,
proliferasyonu ve apoptozis yolaklarinda gorevli proteinlerin dogru katlanmasini
katalizler (18, 19). Bununla birlikte, CCT3{in hiicre 6liim yolaklarini nasil etkiledigi tam
olarak aydimnlatilamamistir. Bu calismada, ilk kez mikroRNA (miRNA)-aracili post-
transkripsiyonel mRNA diizenleme stratejisi kullanilarak CCT3 gen ifadesi modiile
edilmis ve bunun hiicre sag kalimina etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda, kisith CCT3
literatiiriinde Onerilen anti-proliferatif etkinin mekanizmasi gen ve serbest aminoasit
seviyesinde ilk kez aydmlatilmistir. Ayrica, CCT3’ii hedefleyen tedavi stratejilerinin
etkinligi 20 farkli hiicre hattinda test edilerek, CCT3’ii hedefleyen gelecek kanser
terapilerinin etkililigi hakkinda 6nermeler sunulmustur.

CCT3 literatiiriinde, bu saperon proteinin ¢cogunlukla kanser patogenezinde rol oynadigi
vurgulanmistir (20). CCT3 protein seviyesindeki artisin gelisen ilag direnci ile dogru
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orantili oldugu belirlenmis ve hiicre i¢i serbest radikal diizeyi (ROS) ile iliskili oldugu
gosterilmistir  (21). Etki mekanizmasinin arastirildigi  ¢alismalarda, CCT3’iin
baskilanmasinin hiicrelerde mitotik tutuluma neden oldugu ve hiicreyi apoptozise
yonlendirdigi bulunmus, ayrica CCT3’{in mitoz siirecinde diizgiin mikrotiibiil-kinetokor
etkilesimi icin gerekli oldugu gosterilmistir. Bununla baglantili olarak, CCT3
baskilanmasinin kanser hiicrelerini mikrotiibiil destabilize edici bir ajan olan vinkristine
kars1 duyarli hale getirdigi tespit edilmistir (22). Bu bulgular CCT3’iin potansiyel bir
biyobelirteg ve ifade seviyesi degistirici-anti-proliferatif ila¢ hedefi olabilecegi fikrini
desteklemektedir.

Bu kapsamda bu ¢alismanin amaci, transkripsiyonel gen susturmada yaygin bir bicimde
bagvurulan miRNA-aracili mRNA diizenleme yontemi kullanilarak CCT3 gen ifadesini
baskilamak ve bu baskilamanin apoptozis ile iliskili genler ve hiicresel fonksiyonlar

iizerine olasi etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, diinya genelinde en onemli saglik problemlerinden biri olup kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra 6liim oran1 en yiiksek olan hastaliktir. 2019 y1l1 kanser istatistiklerine
gore, ABD’de, yaklasik 1,7 milyon insanda yeni kanser vakasi teshis edilirken kansere
bagl 6liim oram ise yaklagik 607 bin oldugu kaydedilmistir (23). Son on yilda, kanser
insidans orani (2006-2015) kadinlarda degismezken erkeklerde yillik yaklasik % 2
oraninda azaldig1 ve kanser 6lim oraninin (2007-2016) yillik kadinlarda % 1,4 ve

erkelerde % 1,8 oraninda azaldig1 raporlanmistir (23).

Saglik Bakanliginin verilerine gore, Tiirkiye'de her yil ortalama 163 bin kanser vakasi
goriilmektedir. 2015 yilinda her 100 bin kadindan 177'sine, her 100 bin erkekten 247'sine
kanser teshisi konuldugu ve 2030 yilinda yaklasik 22 milyon yeni vakanin ortaya ¢ikmasi
ongoriilmektedir. Tiirkiye'de erkeklerde en sik akciger ve prostat, kadinlarda ise meme

kanseri en sik goriilen kanser tiirtidiir (hsgm.saglik.gov.tr).

Kanser, hiicrelerin hayati fonksiyonlarini diizenleyen mekanizmalarinda meydana gelen
mutasyonlar sonucu, hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ve yayilmasi ile olusan
genetik bir hastaliktir (24). Modern anlamda ise “disease of the genome”- “genom
hastalig1” olarak tanimlamaktadir (25). Normal kosullarda hiicreler biiyiir ve viicudun
ihtiya¢c duydugu sekilde yeni hiicreler olusturmak i¢in boliiniirler aksi durumda ise
hiicreler yaslandiginda veya hasar gordiigiinde oliirler. Ancak kanser gelistiginde, bu
diizenli siire¢ bozulur. Hiicreler gittikce daha fazla anormal hale gelir, eski veya hasarli
hiicreler 6lmeleri gerektiginde hayatta kalir ve ihtiya¢ duyulmadigi halde yeni hiicreler
olustururlar. Bu fazla hiicreler durmaksizin boliiniir ve viicudun diger boliimlerine kan
veya lenf sistemi yoluyla yayilarak orijinal tiimdrden uzakta yeni tiimér olusumunu
tetiklerler (24). Normal hiicrelerde meydana gelen degisimler incelendiginde kansere

sebep olan iki ana gen tiirli - onkogenler ve tiimor baskilayici genler- tanimlanmistir (26).



2.1.1. Kanser Biyolojisi

Kanser, genomda bir dizi hatanin birikmesi ile olusan genetik bir hastaliktir. Bu tiir
genetik bozukluklar, etkilenen genlerin fonksiyonlarinin diizensizligi ile sonuglanir.
Etkilenen bu genler “onkogenler” ve “anti-onkogenlerin-tiimér baskilayici genler
(TSG'ler)” olarak adlandirilmistir (27). Bu genlerin fonksiyonel diizensizlikleri,
onkogenlerin etkinlesmesi veya tiimor baskilayici genlerin fonksiyon kaybi ile
olusmaktadir (28). Proto-onkogenler, hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma ve farklilagma gibi
mekanizmalarinda islev goren bir¢ok proteinin sentezinden sorumlu olan genlerdir. Bu
genlerin maruz kaldigi nokta mutasyonu, insersiyon, translokasyon veya gen
amplifikasyonu gibi genomik degisimler onkogenlerin aktif olmasina sebep olmaktadir
(29). Onko-proteinlerin (onkogen iirlinleri) ortak ozellikleri hiicre bdliinmesi ve
biiytimesinin diizenlendigi yollar1 etkileyerek malingnitenin olusmasi ve ilerlemesine
katk1 saglamaktir. Onkogenlerden bazilari; biiylime faktor reseptorii (EGFR,ERB-B2); G
proteinleri (RAS, GSP, GIP); sitoplazmik tirozin kinazlar (SRC, ABL, LCK); Ser/Thr
kinazlar (RAF-1 MOS, PIN-1); transkripsiyon faktorleri (C-MYC, FOS, JUN, ERBA-1)
olarak tanimlanmistir (30). 1969'da Knudson ilk olarak sporadik ve kalitsal
retinoblastomlarin gelisim kinetiklerine dayanarak TSG'lerin varligint ortaya atmistir
(31). ilerleyen yillarada ise retinoblastoma 1 (RB1) geninin klonlanmasiyla birlikte
karsinogenez i¢in “iki vurus (two-hit)” modeli agiklanmis ve klasik olarak, TSG'lerin
inaktivasyonu sadece genin her iki kopyasi da kayboldugunda fenotipte etkisini
gosterecegi tespit edilmistir (32). Kanserde, TSG'nin bir kopyasinin inaktivasyonu,
genellikle genin geri kalan kopyasinin kaybi ve ardindan tiimor fenotipinin ortaya
cikmasina sebep olmaktadir (33). TSG'lerden bazilari; apoptozis/ hiicre dongiisii CDKI
2A (sikline bagl kinaz inhibitorii 2A) (34), TP53 (tiimor proteini 53) (35), RB1, TRAF7
ve CASP8; kromatin modifikasyonu (ARID1A/B/2, ASXL1, ATRX, CREBBP,
KDMS5C, KDM6A, MEN1, MLL2/3, SETD2, TET2, WT1, BAP1); DNA hasar1 onarimi
(ataksi telanjiektazi mutasyona ugramis [ATM], ataksi telanjiektazi ve Rad3 ile iligkili
[ATR], BRCA1/2, mutL homolog 1 [MLHI] ve MSH2/6; hedgehog (PTCH1);
Notch (FBXW7 ve NOTCH1); fosfosinositid 3-kinaz (PI3K) / AKT / rapamisin memeli
hedefi (mTOR), (PIK3R1, PTEN ve TSC1); Ras (CEBPA, von Hippel Lindau [VHL] ve
NF1); doniistiiriicii biiyiime faktorii-f (SMAD2 / 4); ve transkripsiyonel diizenleme
(GATA3 ve RUNX1) olarak tanimlanmaistir (27).



2.1.2. Kanserin Genetik Yapisi

Kanser gelisimi genellikle genetik mutasyon ve ¢oklu genlerin anormal ekspresyonu ile
iligkilidir. Kanserlesen bir hiicrenin sahip oldugu o&zellikler, ¢ogalma sinyalinin
stirdiiriilmesi, biiyiime baskilayicilarindan kagis, bagisiklik sisteminden kagma, hiicresel
oliimsiizliglin etkinlestirilmesi, kanserlesmeyi destekleyen inflamasyon, invazyon ve
metastazin aktivasyonu, yeni damar olusumunun tetiklenmesi, genetik kararsizlik ve
mutasyonlar, hiicresel Oliime direng¢ ve enerji metabolizmasini degistirme olarak

sayilabilir. Kanserlesen bir hiicrenin gdsterdigi 6zellikler sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

gogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
surdiriilmesi kagma

bagisiklik
sisteminden
kagma

enerji
metabolizmasini
degistirme

hiicresel
olumsuzliigiin
etkinlestirilmesi

hiicresel
olime
direng

kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

genetik
kararsizlik ve
mutasyonlar

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanserlesen bir hiicrenin gosterdigi 6zelliklerin sematik gosterimi.

2.1.2.1. Cogalma Sinyalinin Siirdiiriilmesi

Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, kronik proliferasyonu siirdiirme yeteneklerinin
olmasidir (36). Normal hiicreler, hiicre biiylimesi ve bolinme dongiisiine girmeyi ve
ilerlemeyi uyaran bilyiimeyi tesvik edici sinyallerin {iretimini ve salinmasini1 dikkatlice
kontrol eder, bdylece hiicre sayisinin homeostazisini ve normal doku fonksiyonunun

korunmasini saglar. Bunun aksine kanser hiicreleri, bu sinyallerin kontrolsiizce



salimmasini saglayarak biiylime ve ¢ogalmay1 siirekli hale getirir (37). Ayrica kanser
hiicreleri biiyiimeyi tesvik edici sinyallerin olmadigi durumlarda dahi bu sinyallerin
baglandig1 reseptorlerin mutasyona ugramasi ile siirekli boliinme halini devam ettirir.
Kanser hiicreleri, cogalma sinyallerini bir dizi alternatif yolla siirdirme kabiliyeti
kazanabilir: Bunlardan ilki, kendileri biiyime faktorii ligandlar iretebilirler, bu da
otokrin proliferatif uyarima yol acar. Alternatif olarak, kanser hiicreleri, kanser
hiicrelerine gesitli biiylime faktorleri saglayarak, tiimorle iligkili stroma i¢indeki normal
hiicreleri uyarmak icin sinyaller génderebilir, bu da parakrin proliferatif uyarima yol agar

(37, 38).

2.1.2.2. Biiyiime Baskilayicilarindan Kagis

Kanser hiicreleri, biiyiime tesvik edici sinyallerini indiikleme ve siirdiirme 6zelliginin
yant sira, hiicre proliferasyonunu baskilayict genlerden (TSG) kagma ve hayatta kalma
egilimdedir. En iyi tanimlanmis ve hiicre boliinmesindeki gorevleri aydinlatilmis TSG’ler
RB ve TP53 genleridir ve hiicre dongiisiiniin kontrolii ve diizenlenmesinde énemli rol
oynarlar. Her ikiside hiicrelerin ¢ogalma kararini onaylayan ya da aksi durumda yaslanma
ve apoptotik programlar1 aktive emrini veren merkezi kontrol noktalaridir (36). RB
proteini, ¢esitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i kaynaklardan gelen sinyalleri birlestirir ve yanit
olarak, bir hiicrenin bilylime ve boliinme dongiisii boyunca ilerleyip ilerlemeyecegine
karar verir (39, 40). RB, biiyiik 6l¢iide hiicre disindan kaynaklanan etmenlere karsi
biliylime baskilayici etki gosterirken TP53, hiicrenin hiicre i¢i denetim sistemlerinde
fonksiyon gdsteren stres ve anormallik durumlarinda (genom hasarinda artis, glikoz veya
oksijenasyon yetersizse) kosullar normale donene kadar hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
baskilayici etki gosterir (41). Ayrica hiicresel kararsizlik devam ettigi stirece TP53, DNA
onarim mekanizmasini tetikleyerek hasarin ortadan kalkmasini saglar aksi durumda ise
programli 6liim yolagini “apoptozis” tetikleyerek hiicrenin 6lmesi kararini verir (42).
Normal hiicrede, hiicre dongilisii hiicre sayisin1 dengede tutabilmek bir¢ok asamada
kontrol edilir. Kanser hiicrelerinde ise bu kontrol noktalarinda kritik gorevleri olan
genlerde meydana gelen mutasyonlar hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarindan kolaylikla
gecmesini ve hatta hicbir biliylime tesvik edici sinyaline gerek duymadan dongliyii
tamamlamasina sebep olur (35). Boylelikle kanser hiicreleri sinirsiz boliinme 6zelligini

kazanmais olur.



2.1.2.2.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin genomunu ¢ogalttig1, biiylittiigii ve iki yeni hiicreye boldigi
olaylar dizisidir. Yasamin en temel 6zelliklerinden birini kapsar. Hiicre boliinmesinin asil
amaci, bir sonraki kusaga genetik bilginin dogru ve eksiksiz olarak aktarilmasidir. Hiicre
dongiisii genel olarak G1-S-G2 (interfaz) ve mitotik (M) fazlarina ayrilir (43). Interfaz
sirasinda hiicre, biiylime ve DNA replikasyonu yoluyla béliinmeye hazirlanir. G1 (Gapl)
fazi, sitokinezin sonu ile S fazinin baglangici arasindaki bosluktur. Hiicrenin DNA
replikasyonu ve yeni olusacak hiicre i¢in gerekli proteinlerin sentezinin yapildigt ve ayn
zamanda bir hiicrenin tekrar boliinmesine veya dinlenme fazi GO'a gegmesine karar
verildigi fazdir. G1'i DNA sentezi (S) faz1 takip eder. S faz1 sirasinda DNA replikasyonu
meydana gelir ve her kromozom birbirine bagl iki kardes kromatidden olusur. G2 fazi, S
fazinin sonu ile mitoz baglangicidir. Bu fazda hiicre, RNA ve proteinler gibi mitoz i¢in
gerekli proteinleri sentezler ve DNA yogunlasarak paketlenir. M fazinda kardes
kromatidler hizalanir ve profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak {izere bes
mitotik asamay1 gegirdikten sonra sitokinez ile hiicrenin bdliinmesi tamamlanir. G1, S,
G2 evreleri (interfaz) hiicre dongiisiiniin %90'nin1 kapsar ve 16-22 saat siirer, mitoz

boliinme ise 1-2 saat siirmektedir (44).

Hiicre dongiisii, G1/S, S/G2 ve G2/M gegislerinde kontrol edilerek, hiicre dongiisiiniin ve
boliinmesinin kaderi belirlenir. Hiicre dongiistiniin kontrolii genel olarak protein
kinazlarin fosforillenmesi tarafindan kontrol edilir. Kontrolde gorevli protein kinazlar;
siklinler (siklin D, E, A, B), siklin bagiml kinazlar (CDK) (CDK4, CDK6, CDK2,
CDK1) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) (INK4/ARF; p15 ™NK4 p16 INK4 18
INK4 519 INK4 ye CIP/KIP; p21¢ip, p27Kipl p57Kip2) dir (45).

Siklinlerin, MPF (olgunlasmay1 ilerleten faktor (diizenleyici “siklin” ve katalitik
birimden “siklin bagimli kinaz”)) tarafindan periyodik yapim/yikimlar1 ve iliskide
bulunduklart siklin bagimli kinazlarin fonksiyonlarinin diizenlenmesini saglar. Hiicre
dongiisii ilerlemesini yiiriiten merkezi makineler, sikline bagli kinazlardir (CDK'ler).
Bunlar DNA sentezini ve mitotik ilerlemeyi tesvik etmek i¢in anahtar substratlari
fosforile eden serin / treonin protein kinazlardir (46). Hiicre dongiisiinde, siklin bagimli
kinazlar kendi baglarina bulunduklarinda inaktiftir, ancak siklinlere baglandiklarinda

etkinlesir ve bdylece islevsel MPF (siklin-CDK) bilesenleri olusur. CDKI’ler; siklin-



CDK kompleksini dogrudan etkileyerek CDK’larin fosforilasyonu ve/veya
defosforilasyonu seklinde diizenlenmesini saglar (Sekil 2.2) (47).

(st
S

etemss

Sekil 2.2. Hiicre dongiisii fazlar1 ve bu fazlarin kontroliinde rol oynayan siklinler, CDK
ve CDKI’nin sematik gdsterimi.

2.1.2.3. Bagisiklik Sisteminden Ka¢cma

Bagisiklik sisteminin yeni baglayan neo-plazilerin, ge¢ evre tiimorlerin ve mikro-
metastazlarin olusumuna ve ilerlemesine direnmesinde veya yok edilmesinde oynadig:
rolii heniiz aydinlatilamamistir (36). Uzun siiredir devam eden “bagisiklik gozetleme”
teorisi, hiicrelerin ve dokularin bagisiklik sistemi tarafindan stirekli olarak izlenmesini ve
yeni baglayan kanser hiicrelerinin ve dolayisiyla yeni dogan tiimdrlerin biiyilik
cogunlugunu tanimak ve ortadan kaldirmaktan sorumlu oldugunu ileri siirmektedir. Bu
mantiga gore, ortaya ¢ikan solid tiimorler, bir sekilde bagisiklik sisteminden gizlenerek
immiinolojik 6ldlirmenin boyutunu sinirlandirabilir ve bdylece immiinolojik 6liimden

kacinabilirler. Bu teoriye goére, bazi kanser tilirlerinin immiinite yetmezligi c¢eken

10



bireylerde aniden artis gostermesi neo-plazilerde bozuk bagisiklik cevabina kanit olarak
gosterilebilir (48). Ozellikle, CD8" sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler), CD4 * T1 yardimci
T hiicreleri veya dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerin gelistirilmesi veya islevindeki
eksikliklerin her biri tiimor insidansinda belirgin artisa sebep olmaktadir. Ayrica immiin

yetmezlik kanser olusumuna ve tiimdr goriilme sikliginin artmasina neden olabilir (49).

2.1.2.4. Hiicresel Oliimsiizliigiin Etkinlestirilmesi

Normal viicut hiicrelerinin yasam dongiisii “biiyiime, farklilasma ve 6liim” tiggeninden
olusurken kanser hiicreleri bu kurali yok sayarak limitsiz bir sekilde cogalabilme
egilimindedir. Normal hiicrelerin yasam dongiisii sonunda yaslanmasi ve yaslanmaya
bagli 6lmesi telomer kisalmasina bagli oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalar
telomerler uzunlugunun hiicre 6liimsiizliigl ile orantili oldugunu gdstermektedir (50).
Telomerler, bir¢ok ardisik hekzaniikleotid tekrarlarindan olusur ve 6zel bir DNA
polimeraz enzimi olan telomeraz tarafindan replike edilir (50). Telomeraz enzim etkinligi
hiicre yaglanmasina bagl olarak azalir. Ancak, kanser hiicreleri gibi 6liimsiiz ve sinirsiz
boliinme kabiliyetine sahip hiicrelerde 6nemli derecede etkin olan bir enzimdir. Kanser
hiicrelerinde artmis telomeraz aktivitesi hiicre yaslanmasini durdurarak apoptoza kars1
diren¢ gelistirmektedir. Kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesi durduruldugunda ise

telomer boylarinda kisalma sonucu yaslanma ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (36).

2.1.2.5. Kanserlesmeyi Destekleyen Inflamasyon

Inflamasyon, neoplastik dokunun olusmasi igin tiimdr mikro-cevresine biyo-aktif
molekiiller saglayarak (biiyiime tesvik edici faktorler, hiicre O6liimiinii baskilayici
sagkalim faktorleri, anjiyogenezisi uyarici faktorler, anjiyogenezi, istila ve metastazi
kolaylastiran hiicre dis1 matrisi modifiye edici enzimler) zemin hazirlar. {ltihaplanma baz
durumlarda neoplastik ilerlemenin en erken asamalarinda belirgindir ve yeni baslayan
neoplazilerin gelisimini, tam gelismis kanserlere tesvik edebilir (51). Ayrica
inflamasyonlu hiicreler, yakindaki kanser hiicreleri i¢in aktif olarak mutajenik olan
kimyasallar1, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerini serbest birakabilir ve yliksek malignite
durumlarina dogru genetik degisimleri hizlandirabilir. Bu haliyle, inflamasyon,

hiicrelerin kanserlesmesine tesvik edici bir 6zellik olarak diisiiniilmektedir (36).
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2.1.2.6. invazyon ve Metastazin Aktivasyonu

Kanser hiicreleri, lokal invazyon ve uzak metastaz yapabilmeleri i¢in, hiicrelerinin tipik
olarak sekillerini, diger hiicrelerle olan baglantilarin1 ve hiicre dig1 matrikse
baglanmalarii (ECM) degistirerek uyum saglarlar. Kanser hiicrelerine bu siirecte
epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ve E-cadherin molekiilii aracilik eder. Iyi tanimlanmis
bir hiicre-hiicre yapisma molekiilii olan E-cadherin, timdr baskilayici protein olarak
fonksiyon gormekle birlikte, tiimor hiicrelerinde ekspresyonunun kaybi, EMT ile iligkili
olarak, timor ilerlemesi ve metastazi sirasinda siklikla goriiliir (52, 53). Sonugta ortaya
cikan hiicre-hiicre yapisma kayb1 ve E-cadherinin zayif hiicre baglantilarinin olugsmasina
ve hiicrelerin primer tiimorden ayrilarak ¢evre dokulart istila etmesine ve uzak bolgelere

gb¢ etmesine izin verdigine inanilmaktadir (54, 55).

EMT; embriyonik gelisim, yara iyilestirme gibi normal biyolojik kosullarda ve kanser
ilerlemesi (invazyonu, metastazi ve anjiyogenezi) sirasinda olaganiistii bir hiicresel
plastisisite ornegi gosterir (56). Epitel hiicrelerinin komsu hiicrelere baglantilarini
gevsettigi, apiko-basal polariteyi kaybettigi ve invazyon-metastaz kaskadinin ilk adimini
olusturdugu dramatik hiicresel degisiklikleri igerir (57). EMT’ nin gdstergesi olarak
birgok molekiil tanimlanmis ve bunlardan en énemlisi E-cadherin’dir. E-cadherin en iyi
bilinen epitel hiicre belirtecidir ve EMT siirecinde ¢ogunlukla az ifade edilmektedir.
Hiicrelerde E-cadherin azalmasi, epitel hiicrelerin go¢ kapasitesi kazanmasi ile dogrudan
iligkilidir. Mezenkimal hiicre belirteclerinden olan Snail, Slug, ZEB1, Twist, Vimentin
ve fibronektin; E-cadherin ifadesini baskilayarak hiicrelere esnek bir yap1 kazandirir ve
hiicre gociine zemin hazirlar. Kanser hiicreleri uzak doku ve organlara go¢ etmek icin
EMT’yi aktiflestirdigi yapilan caligmalar ile gosterilmistir. Ayrica kanser tedavisi igin

EMT nin baskilanmasinin olduk¢a 6nemli oldugu onerilmistir (58).

2.1.2.7. Anjiyogenezin Tetiklenmesi

Anjiyogenez ya da vaskiilojenez, fizyolojik bir siire¢ olup var olan kan damarlarindan
tomurcuklanma yolu ile yeni kapiller damar olusumu veya tiimor hiicrelerinin yeni damar
olusturmasi olarak tanimlanabilir. Biiyiime/gelisme, yara iyilesmesi ve menstiriiyal
dongiisii gibi bir¢ok fizyolojik siire¢ i¢in normal bir mekanizma olan anjiyogenez, sedef
hastaligi, diyabetik retinopati ve kanser gibi patolojik durumlarda da goriiliir. Timor

olusumunda her olusan yeni damar hayati 6neme sahiptir, ¢iinkii kanser hiicrelerinin
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cogalmasi, metastatik yayilmasi, yeterli miktarda oksijen ve besin kaynagina ve hatta atik
iriinlerin ¢ikarilmasma baghdir (59). Anjiyogenez hem aktivatér hem de inhibitor
molekiilleri tarafindan diizenlenir. En iyi bilinen pro-anjiyogenik faktorler: Vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii A (VEGFA), basit fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),
anjiyojen, doniistiiriicii-transforming biiylime faktorii (TGF)-a, TGF-B, timdr nekroz
faktorii (TNF)-o’dir. Anti-anjiyogenik faktorler ise: Anjiyostatin, angiopoietin-2,
endostatin, interferon, trombosit faktorii 4, thrombospondin-1 (TSP-1), -2 (TSP-2),
prolaktin, Interleukin-1 (IL-1), -4 (IL-4), -12 (IL-12), fibronectin , metalloproteinase
inhibitor (TIMPs) olarak tanimlanmistir (60). Anjiyogenik aktivatdér ve inhibitor
faktorleri arasindaki denge bozuldugunda invazyon ve metastaz kapasitesinde artiga
neden olmaktadir. Kanser tedavi stratejileri arasinda anjiyogenezin baskilanmasi ve

tiimor bitylime durdurucu yeni ilaglarlar kullanilmaktadir (60).

2.1.2.8. Genetik Kararsizlik ve Mutasyonlar

Normal bir hiicrenin kanserlesmesi, biiyiik ol¢iide neoplastik hiicrelerin genomlarinda
meydana gelen mutasyonlara baglidir. Buna gore, cok agsamali timor progresyonu, etkin
bir mutant genotipin elde edilmesiyle tetiklenen bir dizi klonal artis olarak ifade edilebilir
(36). Kalitsal fenotipin olugsmasi, mutajenik ajanlarin yani sira tiimor baskilayici genlerin
inaktivasyonu, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik
mekanizmalara da baghdir (61). Genomik kararlilik, DNA hasarini tespit etme ve ¢cozme
yetenegi sayesinde, her olusan yeni hiicreye aktarilacak DNA’nin mutasyon oraninin ¢ok
diisiik olmasini saglar (34). Kanser hiicreleri tiimdr olusumunu diizenlemek icin gerekli
olan mutant genlerini elde ederken, siklikla mutasyon oranlarini arttirir ve hiicrelerde
genomik karasizligi tetikler. Bu durum kritik genlerde mutajenik maddelere karsi artan
duyarlilik ve DNA onarim sisteminde (6rn.TP53- genom bekg¢isi) bir veya daha fazla
hatanin olugmasi ile meydana gelmektedir. Ayrica bu siiregte yaslanma ve apoptozisten

kacis gibi denetim mekanizmalarindan taviz verilerek mutasyon birikimi saglanir (62).

2.1.2.9. Hiicresel Oliime Direng

Apoptoz ile hiicre dliimiinlin programlanmasi, kanser gelisimine dogal bir engel teskil

etmektedir. Kanser hiicreleri, DNA onarim mekanizmasinin asil sorumlusu olan TP53’{in
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etki mekanizmasini ortadan kaldirarak apoptozise karsi direng gelistirir (63). Bu sekilde
hasarli DNA’ya sahip smirsiz ¢ogalma kapasitesiyle sag kalim siirelerini uzatarak

kontrolsiiz hiicre béliinmesini devam ettirirler (64).

2.1.2.10. Enerji Metabolizmasim Degistirme

Neoplastik hastaligin temelini olusturan kronik ve siklikla kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu, sadece hiicre ¢ogalmasinin diizensiz kontroliinii degil, ayn1 zamanda
hiicre biiylimesi ve boliinmesini hizlandirmak i¢in enerji metabolizmasinin ayarlamasini
icerir. Aerobik kosullar altinda, normal hiicreler glikozu sitozolde glikoliz yoluyla ve
daha sonra da mitokondride enerjiye doniistiiriir; anaerobik kosullar altinda ise, glikoliz
tercih edilir ve mitokondriye nispeten daha az gonderilir. Otto Warburg’a goére kanser
hiicresinin enerji metabolizmasi, oksijenin varliginda glikoz metabolizmasini1 yeniden
diizenleyerek enerji liretimini glikoliz yoluyla sinirladigini agiklamig ve bu mekanizmay1

“aerobik glikoliz” olarak isimlendirmistir (65).

Kanser hiicrelerinin enerji metabolizmasini yeniden programlamasi oksijenin
varliginda/yoklugunda tek enerji iiretim sistemini tetikleyerek hayatta kalmasina ve
gerekli enerjiyi iiretmesine olanak saglamaktadir. Kanser hiicrelerinin oksijenin
varliginda sadece glikoliz yolagin tercih etmesi, mitokondriyal oksidatif fosfosrilasyona
gore yaklasik 18 kat daha az ATP verimliligi mantiksiz gelse de kanser hiicreleri enerji
verimini arttirmak i¢in glikoz tastyicilarindan olan GLUT1’1 asir1 ifade ederek glikozun
sitoplazmaya geg¢isini arttirir (65). Glikolize dayali bu enerji metabolizmasina “Warburg

etkisi” denilmektedir.

2.2. Saperonlar

Molekiiler saperonlar, proteinlerin katlanmasini kolaylastiran veya polipeptitleri stabilize
ederek hatali katlanmalarin1 engelleyen protein ailesidir (66). Proteinler, ¢ok yonlii ve
yapisal olarak karmasik biyolojik makromolekiiller olup hemen hemen tiim biyolojik
stireclere dahil olmaktadir. Memeli hiicreleri tipik olarak, ribozomlar iizerinde
sentezlenen 200.000 farkli protein tlirlinii eksprese ettigi bilinmektedir (2). Bu
proteinlerin fonksiyonel olmasi i¢in “native state-ilk hal” yapilarinin {i¢ boyutlu (3D)

hallerine katlanmasi gerekmektedir (2). Protein katlanmasi ve proteom biitlinliigliniin
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korunmas1 (proteostaz) saperonlarin karmasik agina baghdir (67). Saperonlar, protein
katlanmas1 sirasinda eksik veya yanlis katlanmig proteinlerin belirlenmesi, onlarin
tutulmas1 ve daha sonra kendiliginden yeniden katlanmasi i¢in serbest birakilmasi veya
ortadan kaldirilmasi i¢in molekiiler makineler olarak is gormektedir (68). Okaryotik grup
II saperon TRiC (ayrica CCT ya da c-cpn olarak da bilinir), sitozolik protein katlanmasi
ve li¢ boyutlu yapisini kazanmasinda hayati rol oynamaktadir (Sekil 2.3)(4)(69) .
CCT/TRiC; CCT1 (a), CCT2 (B), CCT3 (y), CCT4 (5), CCTS5 (¢), CCT6 (£), CCT7 ()
ve CCTS8 (0)’den olusan ve her biri yaklasik 60 kDa agirliginda sekiz farkli alt birim
iceren arka arkaya iki tane halkadan meydana gelen 16 alt birimli bir komplekstir (5).
CCT/TRiC, hiicrede yeni sentezlenen polipeptitlerin yaklasik %15’inin dogru
katlanmasinda rol aldig1 bilinmektedir. Tanimlanmis CCT/TRIC subsratlarindan bazilar;
hiicre iskelet proteinlerinden o, B ve y-tubulinler, a ve B-aktinler (6, 7), sinyal
proteinlerinden cyclin E (8), cyclin B ve p21ras (9), polo-benzeri kinazlar 1 (Plk1) (10),
von Hippel-Lindau tiimoér supressor proteini (VHL) (11), cdc20 (12), histon deasetilaz
(13) ve STAT3 proteinleridir (14). Ayrica, CCT/TRiC kompleksi hiicre dongiisiiniin G1/S
faz gecisi sirasinda (15), hiicre proliferasyonunun inhibisyonunda, hiicre canliliginin
azalmasinda, hiicre dongiisiiniin durmasinda ve hiicresel apoptozisin tetiklenmesinde

olduk¢a 6nemli oldugu gosterilmistir (16).

Sekil 2.3. CCT/TRiC kompleksinin molekiiler yapisi (69).

2.2.1. CCT3 Geni

CCT3 geni (CCTG; PIG48; TRICS; CCT-gamma; TCP-1-gamma) 1. kromozomun p
kolunda, NC _000001.11 (NC_000001.11 chromosome 1 reference GRCh38.p13 Primary
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Assembly) siiriimii kullanilarak 156292687-156398757 boélgeleri arasinda bulundugu
gosterilmistir (Sekil 2.4.) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/CCT3).

Chromosome 1 - NC_000001.11

[ 156292657 p [ 156395757 p
GLHP COTS f— RHBG
VHLL TSACC LOC115801445

= NC_000001.11~ | Fing SR =N =-JHO% CR (=
$6,335 ¥

345 ¥ 155,340 ¢ |tse

llSE F30 K 156, 325 & 156,328 K

j—s - ——p e Pa:00e3001
— - - Ii— 2

—— 1
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Sekil 2.4. CCT3 geninin kromozomda bulundugu kisim, ekzon ve intron kisimlarinin
sekilsel gosterimi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/CCT3).

CCT3, hiicresel proteostazisin korunmasinda merkezi rol oynayan molekiiler saperon
CCT/TRiC kompleksinin alt birimlerinden biridir (17). CCT3; hiicre boliinmesi,
proliferasyonu ve apoptozis yolaklarinda gorevli proteinlerin dogru katlanmasini

katalizleyen bir saperon proteinidir (18, 19).

2.3. Kodlamayan RNA’lar

Insan genom projesi sonucuna gore, genomun yaklasik %2’lik kismi1 protein kodlayan
gen bolgelerini olustururken diger kisimlarinin protein kodlamayan bolgeler oldugu tespit
edilmis ve bu bolgeler “¢cop (junk) DNA” olarak isimlendirilmistir. Amerikan Ulusal
Insan Genomu Arastirma Enstitiisii (The National Human Genome Research Institute,
NHGRI), 2007 yilinda insan genom dizisinde tiim fonksiyonel kisimlarini belirlemek
icin, ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Project) projesi adinda bir kamu
aragtirma konsorsiyumu baglatt1 (70). Bu projenin amaci, insan genomunun %98’ini
olusturan ve kodlanmayan RNA (noncoding-RNA) olarak adlandirilan bu bolgelerin
tanimlanmasidir. Ilk baslarda yardime1 molekiiller olarak bilinen nc-RNA’lar, 6karyotik
hiicrelerin molekiiler mekanizmalarinin diizenlenmesinde kritik rollerinin oldugu
gosterilmistir. Bu RNA molekiilleri, karmagik {igiinciil yapilar1 nedeniyle proteinlerin
belirli bolgelerine baglanarak onlarin fonksiyonel olarak diizenlenmesinde rol oynayan

cok yonlii molekiillerdir. Dahasi, farkli proteinler ile ribo-kompleks olusturarak veya 6zel
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DNA-RNA dizilimlerine baglanarak bir¢ok farkli molekiiler yolakda gen ifadesinin
diizenlenmesinde gorev alirlar (71). Nc-RNA’lar incelendiginde, normal hiicrelerde
bir¢ok molekiiler olaylarda etkin rol (gelisimsel olarak diizenlenme) oynadig1r ve X-
inaktivasyonu, kromatin yapisal diizenleme, kromozom organizasyonu, genomik
imprinting (damgalanma) ve DNA/histon metilasyonu, embriyonik gelisim,
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen ifadesinin diizenlenmesinde islevlerinin
oldugu bildirilmistir (72). Tanimlanmis bazi nc-RNA’lar; miRNA (MikroRNA), siRNA
(Kigiik Miidahaleci RNA), IncRNA (Uzun kodlanmayan RNA) ve piRNA(Piwi-
etkilesimli RNA)’lardir (73).

2.4. miRNA (Mikro RNA)

miRNA, 1993 yilinda iki bagimsiz grup tarafindan yiiriitiilen ¢calismada toprak solucanin
(Caenorhabditis elegans)’da gen ekspresyonunun transkripsiyonel diizenleyicisi olarak
kesfedilmistir (74-78). Yapilan ¢calismalarla yiizlerce miRNA, viriis, bitki ve hayvanlarda
tanimlanmis ve bu say1 her gecen giin artmaktadir (76, 79-87). miRNA’lar 18-24 niikleotit
uzunlugunda, protein kodlamayan tek iplik¢ikli RNA molekiilleridir. miRNA’lar
transkripsiyon sonrasi salinan RNA molekiillerinin islenmesi sonucu olustur ve post-
transkripsiyonel modifikasyonda gorev yapmaktadir. Dahasi; miRNA’lar embriyogenez,
organogenez, gelisme, hiicre farklilagsmasi, sagkalim, hiicre 6liimii I (apoptozis), hiicre
olimii II (otofaji), hiicresel yaslanmasi, metabolizma gibi ¢esitli biyolojik olaylarin
kontroliinde de gorev aldiklari yapilan ¢aligmalar ile bulunmustur (88-90). Hiicre tipi ve
fonksiyonuna goére miRNA’larin bir¢ok hedef mRNA’s1 oldugu artik bilinmektedir (91,
92). Boylelikle insan mRNA kiitiiphanesinin (transkriptom) neredeyse yarist miRNA’lar
tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. miRNA-mRNA etkilesiminin arastirildigi bazi
caligmalara gére miRNA’larin, hedef mRNA’ nin siklikla 3°UTR (translasyon olmayan-
un-translated region) bolgesine baglanarak mRNA’nin yikilmasina veya translasyonel
olarak baskilanmasina sebep oldugu bildirilmistir (93). Ancak son yillarda yapilan
calisma sonuglarina gore miRNA’lar mRNA’larin  farkli bélgelerine baglanip,
hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore tiimor baskilayici veya
onkogenik 0Ozellik kazanabildigi raporlanmistir. Fonksiyonlar1 bir onkogenin
ekspresyonunu kontrol etmek olan bu miRNA’lar1 “tiimor baskilayict miRNA’lar” olarak

isimlendirilmistir. Bu miRNA’larin fonksiyonlar1 arastirildiginda ekspresyonlarinin
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azalmas1 hedefledikleri onkogenin ekspresyonunun artisina sebep olarak tiimor
olusumunu tetikledikleri tespit edilmistir (89, 94-96). Bunun tersi fonksiyon gdsteren
miRNA’lar ise, “onko-mir” olarak isimlendirilmis ve bu grupta yer alan bazt miRNA’lar
incelendiginde kanser gelisiminde etkin rol oynadiklart bulunmustur. Ayrica bu
miRNA’lar bir timor baskilayici genin baskilanmasini saglayarak kanserlesmeyi

arttirdig1 bildirilmistir (94-96).

2.4.1. miRNA’nin Genomik Organizasyonu

miRNA’lar kromozomlar iizerinde tek tek veya kiimelenmis olarak konumlanmistir. Bu
durum miRNA’larin gen ifadelerini ve hiicre igin fonksiyonlarini etkilemektedir (74, 80,
85, 97). miRNA genleri tiim kromozomlarda (Y kromozomu hari¢) daginik halde
yerlesik (97) olup yaklasik yarisi polisistronik olarak transkripsiyona ugradiklari tespit
edilmistir (97, 98). Kromozomlar iizerindeki lokasyonlarina gore; intergenik, ekzonik ve

intronik olarak siiflandirilmaktadirlar (Sekil 2.5.) (99).

A. intergenik

miR-A

"—{ miR-B H miR-C };
B. intronik

4}—{ Ekzon-1 I—| miR-E H Ekzon-2 I

Ekzon-1 miR-F Ekzon-2

—P oy fenal

C. Ekzonik

P el [

Sekil 2.5. Kromozomlar iizerindeki lokasyonlarina gére miRNA’larin siniflandirilmasi.
A. Intergenik miRNA'larm genomik bélgelerdeki yerlesimi. B. Intronik miRNA'lar,
ekzon aralarinda bir veya daha fazla sayida bulunmaktadir. C. Eksonik miRNA'lar, diger
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yerlesim bolgelerine gore c¢ok daha nadirdir ve ¢ofu zaman bir ekzonik bdlgede
bulunmaktadir (99, 100).

2.4.2. miRNA’nin Biyogenezi

MiRNA'lar kodlamayan RNA ailesinden olup, mRNA'larin 3’UTR dizilerine baglanarak
mRNA’larin par¢alanmasi veya translasyonel olarak baskilanmasi seklinde gorev alirlar
(91, 101). miRNA genlerinin %30’nun ekspresyonlar1 intronik bolgelerde olurken
yarisinda fazlasinin ekspresyonlart miRNA’larin  bulundugu gen lokuslarindan
sentezlenmektedir (90). MiRNA genlerinin ¢ogunlugu, ¢ekirdekteki RNA polimeraz II
(Pol IT) tarafindan sentezlenir (DNA polimeraz III tarafindan sentezlenen miRNA’larda
tammlanmistir) (Sekil 2.6.) (102, 103). Ik sentezlenen miRNA’lar, primer (pri-
miRNA'lar) olarak sentezlenir (yaklasik 1kb’dan daha uzun) ve 5’ ucuna 7mG sapkast,
3’ ucunada poliA kuyrugu eklenerek enzim yikimindan korunur (91, 101, 104-106). Bu
ilk transkripten tek bir miRNA yada ortak bir birincil transkriptten islenen iki veya daha
fazla miRNA sentezlenmektedir (101). Dahasi, uzun pri-miRNA’lar, RNaz III enzim
ailesine iiye olan Drosha ve bu enzimin esas kofaktorii, ¢ift sarmalli RNA (dsRNA-
double stranded RNA) baglayici protein DGCRS8 (DiGeorge Syndrome critical region 8)
tarafindan islenir (107-109). Iki adet RNAaz III (Illa ve IIIb) domaini igeren Drosha
enzimi, her biri yaklasik 60-70 b¢ uzunlugunda firkete (sa¢ tokasi) seklinde onciil RNA
(pre-miRNA)’larin olusmasini ve 3’ ucunda bir ¢ikintiya sahip olmalarini katalizler (107,
108, 110, 111). Sonrasinda bu pre-miRNA’lar Ran-GTP bagiml1 bir protein olan exportin
5 (XPO5) tarafindan sitoplazmaya taginir (112-114). Sitoplazmaya gecen pre-miRNA
ileri islenme basamagi i¢in, Dicerl (endoniikleaz) enzimi tarafindan kesilir ve tam
komplementer olmayan yaklasik 20-21 baz uzunlugunda miRNA/miRNA dubleksi
olusturur (115). Dicerl enzimi ayrica TRBP (Transactivation- responsive RNA-binding
protein) ile iligkilidir. Pre- miRNA’larin iglenmesinde ve miRNA ile indiiklenen susturma
kompleksinin (miRISC) olusmasinda, Dicer'in Argonaute proteinleri (AGO1, AGO2,
AGO3 veya AGO4) ile fiziksel olarak kopriilenmesinde gorev yapmaktadir (116-118).
Memelilerde AGO2 proteini oldukga gii¢lii RNaz benzeri endoniikleaz aktiviteye sahiptir
ve pre-miRNA’nin islenmesinde Dicerl enzimi ile birlikte calistigi diisiiniilmektedir
(109, 119). miRNA/miRNA dubleksinin, bir zinciri islevsel digeri ise rehber olarak
isimlendirilir ve TRBP, Dicer ve AGO 1-4 enzimleri yardimiyla hangi miRNA zincirinin
miRISC’e aktarilacagi bu enzimler tarafindan belirlenir (89, 101). Bu enzimlerin

aktarilacak olan miRNA zincir se¢imi ise zincirlerden 5’ucu daha kararli olanin se¢ilmesi
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yoniindedir (102, 109, 118). MiRISC kompleksi hedef mRNA ile eslesme saglayarak

transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyonda islev gostermektedir (101).

Pol 1) Cekirdek |\ Sitoplazma %«
. = \) x| ACO1-4
MRIRAR | vl
s i o> Cift /\ ...u..uuu/\
ity L~ TRBP  zincir -—
\\ { “Rila mRNA \
) “ ~DICER1 P
=1 Pri-miRNA / ( \
= \ .
L /V\%; = xros ‘“'j'sc
o— — AAA RanGTP
/ ¢Fw’i/?‘“’m;/\/\x
S
oIl |
PrcwniRNAEf [ | ; GW182
: \ ‘
Islenme Q, DGCR8 MHK’AAA
~4 "1 DROSHA [ N /l/’ ,
/ P-bod
Rlllb Oi{m | s A
o S—AAA " mRNA'nin parcalanmast veya

Translasyonel baskilama

Sekil 2.6. miRNA Biyogenezi (102,103).

2.4.3. miRNA’nin Fonksiyonlar:

Olgun miRNA’larin fonksiyonel olarak aktivite gdstermesi hedef mRNA ile olan dizi
komplementerligine bagli olarak degisiklik gosterir (120). Olgun miRNA’nin miRISC
kompleksine eklenmesiyle, mRNA’nin hiicre i¢i fonksiyonunu etkileyerek ilgili genin
protein traslasyonunun engellenmesine yada mRNA’nin yikilmasina neden olmaktadir
(120). MiRNA- mRNA etkilesimi (Sekil 2.7.), mRNA’nin 3’UTR, ORF(open reading
frame) veya 5’UTR bolgelerine tam olmayan komplementerlik translasyonun
baskilanmasina veya bu etkilesim tam komplementerlik gdstermesi halinde ise

miRISC/Ago-2 enzim aktivitesi ile mRNA nin yikilmasina sebep olmaktadir (121, 122).
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Sekil 2.7. miRNA-mRNA komplementerligi (123).

2.4.4. miRNA’nin Hedef mRNA ile Eslesmesi ve Veri Tabanlar:

MiRNA hedef mRNA’ya standart olmayan baz cifti ile etkilesime girer (92).
MiRNA’larin 5’ niikleotid bolgeleri oldukg¢a korunmus ve 2-7 pozisyonunda (yaklasik 6-
7 niikleotid) hedef mRNA’ya baglanmada olduk¢a 6nemlidir (97). MiRNA ile hedef
mRNA’nin etkilesime girmesi i¢in dort ¢esit uyusum (seed-matched) dizisi vardir ve bu
diziler 6mer, 7mer-m8, 7mer-Al ve 8mer olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.8.A) (124-
126). 6mer dizi, miRNA uyusum bolgesinde 6 niikleotidlik miikkemmel eslesme, iki tip 7
mer dizisi i¢inde en iyi tanimlanmis 7mer-m8 dizisi 8. niikleotid pozisyonunda eslesme
saglarken ,diger etkili 7mer dizisi ise 7mer-Al dizisi olup miRNA’nin 1. pozisyonunda
bulunan Adenin niikleotidi ile eslesme yapmaktadir (91, 92, 127). Son uyusumlu dizi olan
8mer dizisinde de 8.pozisyonda eslemenin yanisira 1. pozisyonda bulunan Adenin
niikleotidi ile eslesme yaptig1 bilinmektedir (91, 92, 126, 128). Yapilan aragtirmalar ve
elde edilen bulgular dogrultusunda bu gruplar genisletilmis ve yeniler eklenmistir (Sekil
2.8.B). Bu uyusum dizilerinden olan Offset 6mer dizisi miRNA’nin 5’ucunun 3. veya 8.
niikleotidleriyle eslesme yapmaktadir (129). Bu dizilerin uyusum etkililigi hiyerarsisine
bakildiginda; 8mer> 7mer-m8> 7mer-A1> 6mer olarak siralanmaktadir (128, 130).
Ayrica ¢ok sik rastlanmayan miRNA’larin yaklasik %4’tinde goriilen aligiimamis
3’ucunda 6-8 niikleotit bolgesine ek olarak (13-16 pozisyonlarinda) Watson-Crick
eslesmesi yapmaktadir (127, 131). Bir digeri ise 3’ ucunda yine 13-16 pozisyonlarinda
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Watson-Crick eslesmesini dengelemek i¢in bulunur ve boylece islevsel bolge olusturur

(127, 131).
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Sekil 2.8. mRNA’nin etkilesime girdigi uyusum (seed-matched) dizileri. A. Standart
baz eslesmesi. B. Standart olmayan baz eslesmesi (127, 129).

miRNA’lar, nRNA’larin genellikle 3’UTR bolgesine tamamlayici olup daha az da olsa
egzonik bolgelere veya 5’UTR bolgesine baglanama yaparlar. Baglanma yaptiklar
bolgeler genellikle mRNA’nin AU niikleotidlerince zengin ve katlanmalarin olmadigi
bolgeleri kapsar (96). Son yillarda yapilan calismalardan elde edilen veriler
dogrultusunda miRNA’larin 6zelliklerine gore hedefledikleri mRNA’lar1 bulmak igin
bir¢ok veri tabani ortaya ¢ikmistir (91). Bu veri tabanlar1 kullanilarak hangi miRNA’nin
hangi mRNA’lar1 hedefleyebilecekleri tahmin edilebilmektedir (91). Bilindigi iizere bir
mRNA bircok miRNA’nin hedefi olabilmekte ve bu miRNA’lar tarafindan
diizenlenebilmektedir (92). MiRNA’larin hedef mRNA’larini tespit etmek i¢in kullanilan
veri tabanlarinda bazilari; TargetScan, miRWalk, miRBase, MiRanda ve Exiqon
sayilabilir (89, 91, 132). Bu veri tabanlar1 ¢ogunlukla siki uyusum dizilerini dikkate
alarak baglanma ihtimali olan bdlge sayisini vermekle birlikte bazilar1 ¢ok daha gelismis
olarak hedef bolgenin tipini, miRNA’larin eslesme kararliliklar1 gibi ek 6zellikleri de
belirtmektedir (91, 128).

2.4.5. miRNA’nin Diizenlenmesi

Okaryotik hiicrelerde, miRNA’nin diizenlenmesi transkripsiyon ve post-transkripsiyon
asamalarinda yapilmaktadir (133, 134). MiRNA’nin traskripsiyonu ve islenmesi (5’

ucuna 7mG sapkast ve 3’ ucuna poliA kuyrugu) mRNA’nin transkripsiyonu ve
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islenmesine benzer olarak diizenlenir (109). mRNA’larin yapisal diizenine benzer sekilde
miRNA genlerininde promotor bolgeleri (CpG adaciklari), korunumus dizileri (TATA
kutusu), enhancir ve baskilayici elementlere sahiptir (109). miRNA genlerinde yapisal
degisiklikler ve ugradiklar1 modifikasyon tipine gore hiicre ve dokularda gdsterdikleri
etkileri degismektedir. Promotor bolgesinde yer alan CpG adaciklarinin metilasyon
paterni miRNA’nin hiicre i¢i fonksiyonu ve ekspresyonunu degistirmektedir (135).
MiRNA’nin hiicresel fonksiyonlarinin diizenlenmesinde bir¢ok kontrol basamagi ile
denetlenmektedir. Olgun miRNA olusum siirecinde gorevli enzimlerin (Drosha, Dicer,
exportin-5, Agol-4 vs.) aktivitelerinin diizenlemesi ilgili miRNA’nin ekspresyonunu

arttiric1 veya azaltict yonde degistirmektedir (Sekil 2.9.) (136).
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Sekil 2.9. miRNA’nin diizenlenmesi (136).

2.4.6. miRNA ve Kanser iliskisi

miRNA’larin, hiicre proliferasyonu basta olmak {izere bir¢ok biyolojik siirecte etkili
olduklar1 bilinmektedir. Bugiline kadar tanimlanmig miRNA’larin bir¢cok hastaligin
patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (137). Kanser hiicrelerinde diizensiz ifade
edilen miRNA’lar, hiicrenin proliferasyonu (138), farklilasmasi (137) ve apoptozisin

(139) diizenlenmesin, metastaz (140) ve anjiyogenezis mekanizmalarinda gorev
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yaptiklari bilinmektedir (141). Bu sekilde miRNA’larin diizensiz ifade edilmesi,
kromozom delesyonlari, onko-miRNA’larin asir1 ekspresyonu, miRNA’nin bulundugu
bolgedeki mutasyonlar, epigenetik baskilanmalar, hedefe ©6zel miRNA’larin
transkripsiyon faktorlerindeki diizensizlikler gibi g¢esitli mekanizmalarla kanser

gelisimini tetikledikleri gosterilmistir (142, 143).

Kanserlesme siirecine miRNA ’larin katkida bulundugunun ilk kanit1, 2001 yilinda kronik
lenfositik 16semili (KLL) hastalarinda yapilan bir ¢aligma ile gosterilmis ve KLL
hastalarinin %68’inde miR-15-a ve miR-16-1 ekspresyonlarinin farkliligi tespit edilmistir
(144). miRNA’larin kanser patogenezindeki rollerini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar
hiz kazanmig ve kanser hiicrelerinde miRNA ekspresyonu, normal hiicrelere kiyasla
diizensiz oldugu belirlenmistir (145). Ornegin, meme kanserinde (146), burkitt’s
lenfomada (147), malign beyin tiimorlerinde (148), tiroid kanserinde (149), akciger
kanserinde (150), prostat kanserinde (151) ve hepatoselliiler karsinomda (152) kanser ve

normal doku ve/veya miRNA ekspresyonlari arasinda farkliliklar bulunmustur.

miRNA’lar, hedefledikleri mRNA nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore onkogenik
veya tiimor baskilayict olarak siniflandirilmistir (153, 154). Onkogen mRNA’larin
ekspresyonlarint kontrol eden ve diizenlenmesinde goérevli miRNA’lara “timor
baskilayic1”, (6rnegin; miR-145 (155), let-7 ailesi (156) ve miR-205 (157) ) bunun tersi
mekanizmayla ¢alisarak hiicrelerin kanserlesmesine sebep olan miRNA’lara ise “onko-
miR” (0rnegin; miR-221/222 (158), miR-27a (159) ve miR-21 (160, 161) olarak

isimlendirilmistir (162).

2.4.7. Hsa-miR-24-3p

MiR-24, miR-189, miR-24-1 ve miR-24-2 kiimesine ait olup 9. kromozomun q kolu
(9922.32) ve 19. kromozomun p kolundan (19p13.12) sentezlenmektedir. Tablo 2.1°de

miR-24-3p’nin dizilimi verilmistir.

miR-24-3p’nin ikincil yapisi (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyusum
bolgesi (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) Sekil 2.10°da gosterilmistir.
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Tablo 2.1. miR-24-3p’nin dizilimi ve sap ilmik seklini olusturmasi.

miRNA miR-24 Dizisi

miR-24-1 CUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAUUUUAC
ACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGAG

miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
5p
—
Pre-miR-24 , g 9 a ua ucuea
5' cucc gu ccu cugagcuga ucagu u
R R u
3' gagg ca gga gacuugacu gguca u
a a c -c cacau
4—
3p

*Pre-miR-24 (sag tokas1)’iin koyu renkli kisimlari Sp ve 3p kolunun dizilimlerini vermektedir.

miR-24-3p ile ilgili yapilan ¢aligmalarin bazilari, akciger kanseri (163), kolon kanseri
(164), lakrimal adenoit sistik karsinoma (165), prostat kanseri (166) ve pankreatik duktal
karsinomada (167) yiiriitiilmiis ve kanser patogenezinde rol oynadigi1 gosterilmistir. Bu
caligmalarda hiicre proliferasyonu, migrasyon, invasyon, apoptozis ve ilag direngliliginde
rol oynayan genlerin negatif diizenleyicisi olarak kullanilmis ve timor baskilayict gibi

davrandigi tespit edilmistir.

Bu kanser tiirlerinde miR-24-3p’nin kanserli dokularda ekspresyon seviyesinin diigiik
oldugu ve karsinoma hiicrelerelerinde bu miRNA’nin artig1 hiicre proliferasyonu ve

koloni olusumunu yavaslatarak hiicre 6liimiine neden oldugu gdsterilmistir (164, 166).
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Sekil 2.10. miR-24-3p ikincil yapisi (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyusum
bolgesi (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl).

2.4.8. Hsa-miR-128-3p

MiR-128, miR-128A, miR-128-B, miR-128-1 ve miR-128-2 kiimesine ait olup 2.
kromozomun q kolu (2q21.3) ve 3. kromozomun p kolundan (3p22.3) sentezlenmektedir.

Tablo 2.2°de miR-128-3p’nin dizilimi verilmistir.

miR-128-3p ikincil yapist (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyusum bolgesi
(http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) Sekil 2.11°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. miR-128-3p’nin dizilimi ve sap ilmik seklini olugturmasi.

miRNA miR-128 Dizisi

UGAGCUGUUGGAUUCGGGGCCGUAGCACUGUCUGAGAGG

miR-128-1 UUUACAUUUCUCACAGUGAACCGGUCUCUUUUUCAGCUG
CUUC
miR-128-3p UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
5
LN
Pre-miR-128 ' u u uuc uag cu u
5 gagc guugga ggggccg cacugu gagaggu u
FEEE T LTI FEEEEE T
3' uucg cgacuu cucuggc gugaca cucuuua a
c u uuu caa == c
4—
3p

*Pre-miR-128 (sa¢ tokas1)’in koyu renkli kisimlar1 5p ve 3p kolunun dizilimlerini vermektedir.

miR-128-3p’nin fonksiyonunu belirlemek i¢in yiiriitiilen ¢aligmalarin bazilarinda, prostat
(166), neuroblastoma (168), glioma (169), retinoblastoma (170), tiroid (171) ve meme
kanserinin (172) prognozunda rolii oldugu belirlenmistir. Kanser hiicrelerinin bdliinmesi,
cogalmasi, gocii, istilasi, enerji metabolizmast ve Oliimii ile iliskili bircok genin
ekspresyonunu diizenledigi gdsterilmistir. Invivo ve in vitro kosullarinda yiiriitiilen bir
calismada artmis olan gen ekspresyonunun baskilanmasi sonucu tiimdr biiylimesini

yavaglattig1 ve hiicre proliferasyonunu durdurdugu bulunmustur (169).

Ayrica diger kodlamayan RNA’larin hiicre i¢i fonksiyonunu diizenleyerek metastazi ve
hiicre sag kalimi diizenledigi tespit edilmistir (170). Meme kanserinde yiiriitiilen bir
caligmada, hiicrelerde miR-128-3p’nin agir1 ekspresyonu hiicre dongiisiinde gorevli siklin
ve siklin bagimli kinazlarin fonksiyonunu etkileyerek hiicrelerin bliinmesini ve motilite

yeteneklerini baskiladigi bulunmustur (172).
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Sekil 2.11. miR-128-3p ikincil yapist (http:/rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile
uyusum bolgesi (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl).

2.4.9. Hsa-miR-149-5p

MiR-149 kiimesine ait olup 2. kromozomun q kolundan (2q37.3) sentezlenmektedir.
Tablo 2.3.de miR-149-5p’nin dizilimi verilmistir.

miR-149-5p ikincil yapist (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyusum bolgesi
(http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) Sekil 2.12°de gosterilmistir.
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Tablo 2.3. miR-149-5p’nin dizilimi ve sap ilmik seklini olugturmasi.

miRNA miR-149 Dizisi

GCCGGCGCCCGAGCUCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCCGUG

miR-149 CUUGUCGAGGAGGGAGGGAGGGACGGGGGCUGUGCUGGG
GCAGCUGGA

miR-149-5p UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC
5p

. —>
Pre-miR-149
g - g uug g a gg g

5' ccggc gccc agc € g cuccgu ucuuc Cuccc ucuu

CEEEE Frrr et e et rerrr rrnl
3' ggucg cggg ucg g ¢ ggggca ggagg gaggg agag
a a g uug g - - g
4;

3p

*Pre-miR-149 (sa¢ tokas1)’un koyu renkli kisimlart 5p ve 3p kolunun dizilimlerini vermektedir.

miR-149-5p’nin fonksiyon analizinin test edildigi ¢alismalardan bazilari, tiroid kanseri
(171), kolon adenokarsinoma (173), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (174) ve
hepatoseliiler karsinomanin (173) gelismesine ve ilerlemesine katkisi sagladigi
gosterilmistir. Bu miRNA’nin hiicrede ekspresyonunun artmasi hiicre proliferasyonu ve
invazyonunu azalttigi bulunmustur. Ayrica kanserlesme siirecinde etkili olan diger
kodlanmayan RNA’larin fonksiyonlarini etkileyerek siklin, siklin bagimli kinaz, pro- ve

anti- apoptotik genlerin ekspresyonlarini diizenledigi tespit edilmistir (173).

Tiimor baglanmasinda ve ilerlemesinde kritik role sahip olan dairesel (circular) RNA’nin
AKT/mTOR yolagini diizenleyerek, enerji homeostazisi, otofaji, proliferasyon, invazyon,
apoptozis ve EMT gegisi tlizerinde pozitif etkiye sahip oldugu gosterilmistir. ciRNA’ nin
miR-149-5p tarafindan baskilanmasi sonucu hiicrelerin malign 06zelliklerini bloke

ettikleri tespit edilmistir (175).
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Sekil 2.12. miR-149-5p ikincil yapist (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile
uyusum bolgesi (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl).

2.5. Apoptozis

Apoptozis terimi (a-po-toe-sis) ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
apoptotik bir hiicrenin, hiicre membrani ile ¢evrili fragmanlara bdliinmesini, bir agacin
yapraklarint dokmesine benzeterek Yunanca’da “diismek, dokiilmek™ ve Latince’de
“agac yapraklarinin govdeden ayrilmasi” anlaminda kullanmislardir (176-178).
Apoptozis yada programli hiicre 6liimii; inflamatuar bir yanit1 tetiklemeden hiicrelerin

genetik olarak belirlenmis bir sekilde ortadan kaldirilmasini igeren “programlanmis”, cok
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iyi regilile edilen ve evrimsel olarak korunmus enerji bagimli bir “hiicre intihar1”
programidir (177). Apoptoziste hiicre morfolojisi; ¢ekirdek zarina yakin kromatin
yogunlagmasi goriiliir ve kromatin yarimay/hilal seklini alir (179). DNA endoniikleazlar
tarafindan 180-200 b¢ veya katlar1 seklinde niikleozomal bdolgelerinde kirilir. Ayrica
hiicre zarinda bulunan iyon kanallarimin aktivasyonu bozulur ve hiicre-hiicre
intraksiyonunu kaybedip biiziilerek hacimlerinin 3’te 1’ini kaybederler. Hiicre zari
tomurcuklanarak, sitoplazma ve par¢alanmis kromatinden olusan apoptotik cisimcikleri

olusturur (Sekil 2.13.)(180)(181).

Sekil 2.13. Transmisyon elektron mikroskobisi (TEM) ile alinan detayli apoptotik hiicre
gorlintiisii. A. Apoptotik hiicre (2800x). B. Apoptotik hiicre ¢ekirdeginin detayh
gorlintiisii (5600x) (181).

Cok hiicreli canlilarda apoptozis, normal gelisim ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre
popiilasyonlarinit korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Ayrica immiin reaksiyonlarda oldugu gibi savunma mekanizmasi olarak veya hiicrelerin
zararli ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde meydana gelen bir mekanizmadir (182).
Apoptozisi tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok ¢esitli uyaran ve kosullar
olmasina ragmen, tiim hiicrelerin ayn1 uyarana yanit olarak 6lmesi beklenmemektedir
(180). Radyasyon, sicaklik, yetersiz oksijen ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglar gibi
hiicreye zarar veren uyaranlar diisik dozlarda apoptozisi uyarirken yliksek dozda

maruziyet nekroza sebep olmaktadir (183).
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2.5.1. Apoptoziste Gorev Alan Bashica Mediatorler

2.5.1.1. Kaspazlar

Memeli hiicrelerinde, apoptozise farkli biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerden
sorumlu olan bir dizi sistein proteaz aktivasyon kaskadi (kaspaz- Caspase: Cysteine-
Containing Aspartate Specific Proteases) aracilik etmektedir (184). Kaspazlar, sistein
proteazlardir ve aspartik asitten sonra gelen peptid bagini kirarak aktivasyon gosterirler.
Yapisal olarak bir pro-domain ve iki aktif alt birimden olusan inaktif Onciillerden
(zimojenler) olusurlar. Pro-domain uzunluguna ve aktivasyon mekanizmasina gore,
“baslatic1” ve “efektor” kaspazlar olarak iki gruba ayrilirlar. Baslatict kaspazlar, kaspaz
aktive edici kompleksler i¢ine alimlarina izin veren uzun bir pro-domain varlig: ile
karakterize olup memelilerde dort apoptotik baslatic1 kaspaz vardir (kaspaz-2, -8, -9 ve -
10) (185, 186). Efektor kaspazlar (-3, -6 ve -7), iki biiylik ve iki kiiciik alt birimin bir tek
aktif tetramerde birlestirilmesine yol agan proteolitik boliinme ile aktive edilir (Sekil
2.14.).Hiicresel biitiinliik kaybina neden olan genis bir yelpazedeki hiicresel proteinleri
parcalayabilme (187) ve hiicresel proliferasyonun yanisira enflamatuar yanit gibi diger

apoptotik olmayan islemlere de aracilik ettikleri bilinmektedir (184).

Kaspaz-aracili apoptozun baglatilmas1 dort yolak iizerinden gerceklesmektedir; (1)
mitokondriyal yolak (intrinsik yol), mitokondri zar yapisinin bozularak gegirgenlesmesi
ve sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasi ile karakterize edilir. Sitokrom c¢ daha sonra
"apoptozom" olarak bilinen ¢ok proteinli bir kompleks olusturur ve kaspaz kaskadi
(kaspaz-9 ve -3)’nin aktivasyonunu saglar; (2) Oliim reseptorii yolu (ekstrinsik yol), hiicre
zar1 lizerindeki 6lim reseptorlerine (FasR, TNFR1) 6liim sinyallerinin (FasL, TNF-alfa),
baglanmasiyla (kaspaz 8 ve 3) aktive edilen yolak; (3) Endoplazmik retikulum (ER)’da
kaspaz 2 ve 9'u aktive eden stres kaynakli apoptotik yol; (4) Sitotoksik T lenfositleri ve
dogal oldiiriicii hiicreleri (Naturel killer-NK) tarafindan salgilanan bir protez olan

perforin/granzim B enziminin efektor kaspazlar (kaspaz 10) aktiflestirdigi yolak (188).
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Baslatici kaspazlar —

Efektor kaspazlar [

Sekil 2.14. Baslatici/Efektor kaspazlar ve gorev aldiklart yolaklar.

2.5.1.2. BCL-2 Ailesi (Pro /Anti -Apoptotik Genler)

Hiicrede apoptozisin regiilasyonu Bcl-2 gen ailesi tarafindan saglanmaktadir. Bu ailenin
iiyeleri; apoptozisi tetikleyen (pro-apoptotik); Bax, Bak, (BH 1, 2 ve 3 domain) Bin, Bik,
Bnip3, Bid, Bad, Puma ve Noxa; apoptozisi inhibe eden (anti-apoptotik), Bcl-2, Bcl-xL
(BH 1,2,3 ve 4 domain) genler olarak tanimlanmistir (Sekil 2.15.) (189).

Anti-apoptotik genler; ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondrinin dis zarinda yer
alan, uyarilmalar1 durumunda membranda por olusumunu saglayarak iyon transportunu
arttiran  diizenleyicilerdir. Ayrica Ca'" konsantrasyonunu kontrol altinda tutmanin
yanisira apoptoz indiikleyici faktorler (AIF) ve sitokrom c’nin salinimini inhibe ederek
apoptozisi engellerler. Pro-apoptotik genler ise tersi yonde caligsarak hiicrenin programli

oliim kaskadin1 aktiflestirici yonde c¢alisirlar (190).
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Sekil 2.15. Bcl-2 gen ailesi tiyeleri.

2.5.1.3. Apoptozis Inhibitor Proteinleri (IAP)

Apoptozis, degisken endojen ve eksojen uyaranlara cevap olarak tetiklenir ve {i¢ kritik
faktoriin etkisi altinda diizenlenir; IAP (apoptozis inhibitdr proteinleri), AP inhibitdrleri
ve kaspazlar. Bu faktorlerin diizenlenmesi, hiicresel homeostazisi i¢in olduk¢a dnemlidir
(180, 191). Tanimlanan ilk hiicresel IAP, memeli ndronal apoptoz inhibitdr proteinidir
(NAIP). NAIPnin kesfedilmesinden bu yana, insan IAP gen ailesine yedi {iye daha
eklenmistir; hiicresel cIAP1; hiicresel cIAP2; X'e bagl apoptoz inhibitorii (XIAP); IAP
benzeri protein 2 (ILP-2); Ubikuitin eslenik enzimi iceren BIR (BRUCE / Apollon);
Survivin ve Livin (ML-IAP) (Sekil 2.16.) (192).

[AP'lerin, apoptozisin temel uygulayicilart olan hem baslatict hem de efektdr kaspazlarim
baskilayabilen tek endojen proteinlerdir. Hiicresel IAP'ler (cIAP1 ve cIAP2) ve XIAP
kaspaz aktivitesinin diizenlenmesinde benzer rollere sahiptir, aynt zamanda NF-kB
yolaginin diizenlenmesinde de rol oynarlar. Bu inhibitor proteinleri, kaspazlarin (-2,-3,-7

ve -9) aktif bolgesine baglanarak proteolitik fonksiyonlarini inhibe ederler (193).

34



clAP1

ML-IAP clAP2

|IAP

Survivin ' ; XIAP

Apollon ILP-2

Sekil 2.16. IAP ailesi tiyeleri

IAP inhibitorleri, saglikli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan ve g¢ekirdek tarafindan
transkripte edilen hiicre i¢i protein ailesidir. IAP inhibitorlerinden ikisi; Smac/DIABLO
(second mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein with low pl) ve
HtrA2(Omi) (high temperature- regulated A2/Omi)’dir. Smac/DIABLO: Hiicrede
apoptozis tetiklendiginde sirada sitoplazmaya salinan (sitokrom c ile birlikte) bir
mitokondri proteinidir. Sitokrom c¢’nin salinmasi mitokondri zar yapisinin bozuldugunu
ve kaspaz -9 /-3’1in aktivasyonunun oldugunu gosterir. Sitokrom c ile birlikte salinan bu
protein IAP’lerin inhibisyonunu saglar ve kaspaz aktivasyonu ile apoptozisin
tetiklenmesine olanak saglar (194).

HtrA2 (Omi): kaspaz aktivasyonu saglayan protein olarak tanimlanmis ve saglikli
hiicrelerin mitokondri zarlar1 arasinda yer alarak proteolitik hasar1 engelleyen protein
grubudur. Hiicrede apoptozis uyarisindan sonra bozulan mitokondriden sitoplazmaya
gecerek, XIAP (X’e bagimli IAP)’nin kaspaz -9 iizerindeki etkisini inhibe ederek c¢aligir
(Sekil 2.17.) (195).
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Sekil 2.17. IAP, IAP inhibitorleri ve kaspazlarin etkilesimi.

2.5.1.4. TPS3/TRPS3 ve PARP

Tiimor protein 53/ Transformasyonla iliskili protein 53 (OMIM no. 191117), hiicresel
stres formlarina cevap olarak aktive edilen ve apoptozis, yaslanma, DNA onarimu, hiicre
proliferasyon ve otofaji dahil olmak iizere ¢esitli hiicre fonksiyonlarini1 diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir (196). Hiicrede DNA hasart oldugunda, TP53 proteini
dogrudan DNA’ya baglanarak hasar1 tanimlar ve ilk olarak S fazina ge¢isi bloke ederek
tamir i¢in gerekli zamani kazanir hasar tamiri olmadig1 durumda ise apoptozisi uyararak
hasarlanmis hiicreler yok edilir (197). Bunun yanisira bir tiimdr baskilayici gen olarak
caligan TP53 mutasyona ugradigi zaman hiicre kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye devam
eder ve yasam siiresini uzatir (Sekil 2.18.). Kanser, norodejeneratif hastaliklar, iskemi,
kolestaz ve ateroskleroz gibi patolojik durumlarin tiimii, TP53 disfonksiyonunun belirgin
bir rol oynadig1 diizensiz apoptozis seviyeleri ile giiclii bir sekilde iligkili oldugu

raporlanmistir (198).
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Sekil 2.18. DNA hasar1 veya diger stres faktorlerinin etkisi ile degisen TP53 gen
ekspresyonu.

Poli(ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) (OMIM no. 173870); DNA tamir mekanizmasi,
genomik stabilite kontrolii, apoptozis ve hiicre proliferasyonu gibi anahtar hiicresel
islevlerde gorev yapan bir enzim ailesinin iiyesidir (199). PARP, tek zincir DNA
kiriklarina (SSB'ler) cevap olarak baz eksizyon onariminda (BER) yer almakla birlikte
DNA ligaz III, DNA polimeraz 3’dan olusan BER kompleksinin bir bilesenidir (200).

Hiicre igerisinde asir1 PARP aktivasyonu; NAD+/ATP'nin tlikenmesine, kalsiyum
dengesizligine, mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) ve fonksiyonunun
kaybina ve apoptoz-indiikleyici faktoriin (AIF) salinmasina neden olarak spesifik bir
programlanmis hiicre 6liim yolunu aktive etmektedir (kaspaz bagimsiz hiicre 6liim yolu)

(Sekil 2.19.) (201).
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Sekil 2.19. Kaspaz bagimsiz hiicre 6limii.

2.5.2. Apoptozis Mekanizmalari

Hiicrede apoptozisin baglatilmasi i¢in hiicrenin ¢esitli uyaranlar tarafinda uyarilmasi
gerekir. Bu hiicresel uyarilar; hiicre i¢i uyarilarla (hiicre i¢i; Ca*™" diizeyinde artis, pH
seviyesinde ve oksijen seviyesinde azalis (hipoksi), hiicre dongiisiinde bozukluklar ve
DNA hasar1) oldugu gibi hiicre dis1 uyarilardan da (biiyiime faktorleri ve hayatta kalma
sinyallerinin azlig1, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FasR/FasL ve TNFR1/ TNF-alfa,
sitotoksik T lenfosit/ NK hiicreleri tarafindan granzim B/perforin enzim aktivasyonu ve

kimyasal/cevresel faktorler) kaynaklanabilmektedir (Sekil2.20.) (202).

38



. . Sitotoksik T lenfosit
Oliim reseptor Mitokondriyal Stres kaynakh aal tozis
yolu (extrinsic yolak (intrinsic volak (ER aracl e apoptoz
pathway) pathway) pathway) (Perforin/Granzyme
N pathway)
Oliim S
Sinyali i A SECs ay,
el Rad}fi‘f-‘ﬂ. Yanlis katlanmuy Sitotoksik T hcresi
INE _;l&) ?'T’“: 4 proteinler Dogal éldiriich hiicresi (NK cells)
8 OK&151te Vi
Oliim ~a
reseptiri / |
(FasR,  ~__ —— \
D A S ¥
INFRI) I v
‘* Perforin
Pro-kaspaz 2
\ mitokondri membran |
'II potansivalinin dagismess I
\ ve por olugumu l
* v
Adaptérler \
(FADD,TRADD) \ Granzim B
\ v Aktif kaspaz 2 I
\
\ Sitokrom c salimmi // |
v Ve apoptozom [
DISC olusum " v
Pro-kaspaz 8 \ | ’
[ Akhfkaspaz 10
\ \ |
\ \ ‘
v . >
v ‘ -~
Aktif knspaz 9 | o
= |
Aktif kaspaz 8 B 55 v /
L o
s Aktif kaspaz 3
--Endontikleaz aktivasyonu
-- Kromozomal DNA yikinu
-- Proteaz aktivasyonu
— Niiklear ve iskelet
proteinlerinin yikimi
*Apoptotik cisimlerinin olugumu* m

Sekil 2.20. Apoptozis mekanizmalart.

2.5.2.1. Mitokondriyal Yolak (Intrinsic Pathway)

Mitokondriyal yolak, mitokondride ¢ok ¢esitli sinyallerin iiretilmesi ve bu sinyallerin
hiicre i¢i hedeflere dogrudan etki etmesi ile uyarilan hiicre 6liim tipidir. Bu yolagin
uyarilmasinda negatif uyaranlar olan biiylime faktorleri ve hormonlarin (trofik faktorler)
bulunmamas1 apoptotik baskilama kaybini saglarken, pozitif uyaranlardan, uv/iyonize (x
1s11) radyasyon, hipoksi, genotoksik ajanlar ve serbest radikaller ise dogrudan
apoptozisin uyarilmasini saglar (180). Bu uyaranlarin tamami, mitokondri membran
potansiyelinin (MMP) bozulmasina, mitokondri dis zarinda por agilmasina ve pro-
apoptotik proteinlerin zarlar arasi yiizeyden sitozole salinmasina sebep olur (203).
Apoptotik uyarmnin alinmasindan sonra pro-apoptotik proteinlerden Bid, Bcl-2’yi
baskilayarak Bax/Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen bu pro-apoptotikler, mitokondri zarinda

por olusumunu uyararak zar potansiyelinin degismesine, i¢ ve dis mitokondri zari
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arasindan proteinlerin salinmasina neden olurlar. Mitokondriden sitozole; sitokrom c,
IAP inhibitoérleri (Smac/DIABLO ve HtrA2(Omi)), Endo-G (Endoniikleaz-G) ve AIF’ nin
salimimin uyarir (204). Sitokrom c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor)’e
baglanarak apoptozom kompleksini (heptamerik protein halkasi) olusturur. Bu kompleks,
sitozolde bir kaspaz kaskadi olusumunu uyararak kaspaz-9 ve 3’iin aktivasyonunu saglar
(205). TIAP inhibitorleri, IAPs’leri inhibe ederek apoptozisin hizlanmasini saglar (206).
AIF ve Endo-G proteinleri ¢ekirdege yerleserek, DNA’nin (~50-300kb) parcalanmasina
ve kromatinin yogunlagmasina neden olur (207). Mitokondriyal yolakta apoptozun
tetiklenmesi, kontrolii ve diizenlenmesi Bcl-2 protein ailesi liyeleri ve mitokondride

gorevli proteinler araciligiyla gergeklesmektedir (180).

2.5.2.2. Oliim Reseptor Yolu (Extrinsic Pathway)

Ekstrinsik yolak, transmembran reseptor-aracili etkilesimleri sonucu meydana gelir ve en
iyi karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen oliim reseptorleri FasL/FASR, TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5 olarak tanimlanmistir (180).
Reseptor aracili 6liim yolaginda mekanizmasi en iyi aydmnlatilmis olanlari; FasL/FASR
ve TNF-o/TNFR1 modelleridir. FasL, TNF-o gibi o6liim ligandlarmin plazma
membranindaki reseptorlerine ((TNFR1+ TNF-a) ve (FASR+ Fasl)) baglandiklari
zaman reseptOrlerin homolog trimerizasyonuna neden olurlar (208). FASR ve TNFRI
sitoplazmik adaptor proteinleri olan FADD (Fas-iligkili 6liim domain- Fas-associated
death domain protein) ve TRADD (TNF reseptor-iligkili 6liim domain- TNF receptor-
associated death domain) ile 6liim efektdr bolgesinin dimerizasyonu ile pro kaspaz-8 ile
birlesir. Prokaspaz-8'in otokatalitik aktivasyonu ile sonug¢lanan bir 6liim indiikleyici
sinyal kompleksi (DISC) olusur. Prokaspaz-8 iizerinden efektor kaspaz (kaspaz -7 ve -3)
aktivastonu saglayarak apoptozisi tetikler veya aktif kaspaz-8’in pro-apoptotik gen
aktivasyonu (Bid --> tBid) ile mitokondri membran potansiyelini bozarak sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinmasi ve sirasiyla baslatici (kaspaz -9) / efektor (kaspaz -7 ve -3) kaspaz

aktivasyonu ile hiicre 6liimiini aktiflestirir (Sekil 2.21.)(209).
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Sekil 2.21. Oliim Reseptdr Yolu. (FASR+ FasL) ve (TNFR1+ TNF-a)) baglanmasi ile
aktif kaspaz-8’in hem aktif kaspaz-3’lin substratlarina yonelmesi hemde Bid’in
mitokondriye transportu- Bax ve Bad’in apoptozom olusumu i¢in prokaspaz-9 ve Apaf-
1’1 uyarmasi- Mitokondriden sitokrom c saliimi- Apoptozom olusumu- Hiicrenin
apoptozise girmesi.

2.5.2.3. Stres Kaynaklh Yolak (ER Pathway)

Endoplazmik retikulum (ER); proteinlerin sentezlenmesi, katlanmasi, olgunlagmasi ve
tasinmasinda gorev yapan ¢ift zarl bir organeldir. ER'yi etkileyen fonksiyonel ve yapisal
bozulmalar, agir kosullarda apoptotik programi aktive edebilen veya hiicre dongiisiinii
durdurabilen spesifik bir stres tepkisi vermektedir (210). ER stresi, transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna, Bax/Bcl-2 ailesi proteinlerinin ve ER ile iliskili kaspazlarin
(kaspaz -2 ve -3) da dahil oldugu ¢esitli sinyallerin salgilanmasina neden olmaktadir
(211). ER stresi, Ca™ 'min  ER liimeninden salinmasimi ve mitokondri matriksinde
birikmesi ile mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) nin bozulmasina sebep olan en
giiclii indiikleyicilerinden biridir (212). Sonu¢ olarak ER stresi; Pro-apoptotik gen
ailesinin aktif olmasina ve “geri doniisii olmayan” apoptotik 6liime neden olan fizyolojik

ve pato-fizyolojik stres uyaricilarini olusturur (Sekil 2.22.) (213).
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Sekil 2.22. ER stresi.

2.5.2.4. Sitotoksik T Lenfosit Aracili Apoptozis (Perforin/Granzyme pathway)

Sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler) ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri, viral patojen veya
transforme olmus hiicrelere karsi savunma i¢in gerekli olan ortak sitotoksik yollar
paylasan efektor lenfositlerdir. Her iki hiicre tipinde 6liim mekanizmasini, efektor (6rn.
Fas ligand) ve hedef hiicre arasinda dogrudan temas saglayarak gerceklestirir (214). Tk
olarak, (Graniil-ekzositoz yolu) sitoplazmik graniil toksinler - perforin olarak bilinen
membrant pargalayan bir protein - ve yapisal olarak iliskili serin proteaz ailesinden olan
granzimler, cesitli substrat Ozelliklerine sahip bir ekzositoz tarafindan salgilanir ve
birlikte hedef hiicrenin apoptozise (apoptotik sistein proteazlarmin (kaspazlar)
aktivasyonu ile) gitmesini saglarlar (215). ikinci yol ise, FASR gibi hedef hiicre &liim
reseptorlerinin, FAS ligand (FasL) gibi ligandlar ile, klasik kaspaza bagimli apoptozu
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aktive ederek hedef hiicrenin ¢ekirdek zarinin bozunmasina ve DNA fragmantasyonuna
sebep olur (Sekil 2.23.) (216). Granzim, hedef hiicrelerin apoptozunu tetiklemek igin
gereklidir, ancak bunlar uygun sekilde perforin tarafindan iletilmeye baglidir. Granzim
B, kaspaz aktivasyonunu dolayli olarak tetikler. Bunu, Bid gibi Bcl-2 ailesinin pro-
apoptotik iiyelerini aktive ederek saglar. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Bax/Bak proteinlerini
aktive ederek mitokondri membran potansiyelinin bozulmasina ve sitokrom c gibi pro-
apoptotik mitokondriyal mediyatdrlerinin sitozole sizmasima ve akis asagi kaspaz
aktivasyonuna sebep olurlar. Bununla birlikte granzim A ise perforinle sinerjik olarak

kaspaz bagimsiz olarak apoptozun tetiklenmesinde gérev almaktadir (217).
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Sekil 2.23. Perforin/Granzim Yolagt.
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3. GEREC ve YONTEM

Kronolojik Olarak Yapilan Deneylerin Siralamasi;

e Hiicrelerin kiiltiire edilmesi

e mRNA izolasyonu ve CCT3 gen ekspresyon profilinin ¢ikartilmasi ve data analizi

e CCT3 gen ifadesi yiiksek olan hiicrelere miRNA’larin kendilerinin (mimik)
transfeksiyonu

e miRNA transfeksiyonun dogrulanmasi

e Apoptozis yolaginin tetiklendiginin veya susturuldugunun gosterilmesi

Cahismada Kullanilan Cihazlar;

e Smif Il biyogiivenlik kabini (Tel Star)

e (CO2’li 37°C inkiibator (Thermo Scientific)
e inverted 151k mikroskobu (Olympus CKX41)
¢ Su banyosu (Memmert)

e 37°C inkiibator (Memmert)

e Flouresans mikroskop ve goriintiileme sistemi (Olympus U-RFL-T)
e Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific)

e PCR (Applied Biosystems)

e Real time PCR (Qiagen Rotorgene)

e Vorteks ve Mini santrifiij (Isolab)

e Spektrofotometre (Nano Drop)

e Flow sitometri (BD Facs Via)

e -80 Buzdolab1 (Niive)

e -20 Buzdolab1 (Argelik)

Calismada Kullamlan Kimyasallar;

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose-DMEM (Sigma Aldrich)
e RPMI 1640 (Sigma Aldrich)
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e Hank’s Balanced Salt Solutions-HBSS (Sigma Aldrich)
e Fetal Bovine Serum-FBS (Sigma Aldrich)

e Penicillin/Streptomycin (Sigma Aldrich)

e L-Glutamine (Sigma Aldrich)

e Tripsin EDTA (%2.5)( Sigma Aldrich)

e %0,5’lik Trypan-Blue (Sigma Aldrich)

3.1. Hiicre Kiiltiirii ve Kosullar

3.1.1. Sterilizasyon

Hiicreler acilmadan ve besiyeri hazirlanmadan 6nce laminar kabin sterilizasyonu i¢in 30
dk UV ve %70’lik etil alkol (Sigma Aldrich, ABD) kullanilmigtir. Steril edilen laminar
kabinde kullanilacak malzemeler %70 alkolle silinerek iceri alinmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalar1 i¢in temin edilen sarf malzemeler 0,22 pm ve 0,45 um por c¢apina sahip
filtreler (Sartorius AG, Almanya) kullanilarak kullanilacak olan s1vi malzemelerin (Fetal
Bovine Serum, Penicillin/Streptomycin ve L-Glutamine) (Sigma Aldrich, ABD)

sterilizasyonu saglanmistir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii

3.1.2.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicreleri kiiltiir kaplarinda biiyiitmek i¢in gerekli olan kimyasallar tablo 3.1.’deki
miktarlara gore hazirlanmistir. Her hiicre hatti i¢in besiyeri ortami1 (DMEM-F12 ve RPMI
1640) ayr1 ayr1 hazirlanarak kullanilmisgtir.

Tablo 3.1. Besiyeri kimyasal ve miktarlari.

Besiyeri Icerigi Hacim
DMEM-F12/RPMI 1640 500ml
FBS(Fetal Bovine Serum) 50ml (%10)
Penicillin/Streptomycin (Antibiyotik) Sml (%1)
L-Glutamine Sml (%1)
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3.1.2.2. Hiicrelerin Coziilmesi

Calismada ATCC’den temin edilip stokladigimiz tablo 3.2°de belirtilen hiicreler
kullanilmis olup morfolojik goriintiileri sekil 3.1°deki gibidir. Sivi azot tankindan
c¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37 °C’de ¢oziilerek laminar kabin icerisine alinmistir.
Hiicrelerin biiylimesi i¢in hazir hale getirilen DMEM-F12/RPMI 1640 (Sigma Aldrich,
ABD) besiyerine hiicreler aktarilarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant

uzaklagtirilmigtir.

Pellet el yardimi ile hafif¢e vurularak homojenize edilip 4 ml besiyerinde siispanse hale
getirilmistir. Siispansiyondan alinan hiicreler (10ul) ve %5°lik Tripan-Blue (10ul) (Sigma
Aldrich, ABD) karistirilarak thoma laminda (Marienfeld, Almanya) hiicre canlilig1
degerlendirilerek 25 cm?’lik flaska 5 ml DMEM-F12/RPMI 1640 besiyeri eklenip 37 °C’
de %5 CO2 ve %95 nemli ortam igeren inkiibatorde kapagi hafif acik olacak sekilde
inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler tiim flaskin yiizeyini kapladiktan sonra 75 cm?’lik
flaska almak igin, 25 cm?®lik flask igerisindeki besiyeri cekilerek flaskin ylizeyine

yapigmis halde bulunan hiicreler 2 ml HBSS (Sigma Aldrich, ABD) ile yikanmaistir.

HBSS uzaklastirildiktan sonra 1ml tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, ABD) ilave edilerek
flask yaklasik 2 dk inkiibatorde bekletilip mikroskobik olarak hiicrelerin flask ylizeyinden
ayrilip ayrilmadiklart kontrol edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrildiklart mikroskobik
olarak gozlendikten sonra, besiyeri eklenerek hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi

saglanmustir.

Falkon tiipe aktarilarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirilirak pellet el yardimui ile hafifce vurularak homojenize edilmistir. Falkon tiipe
yaklasik 10-12 ml besiyeri eklenip 75 cm?’lik flaska aktarilarak 37 °C* de %35 CO; ve
%95 nemli ortam igeren inkiibatdrde %80-90 konfluens olana kadar inkiibe edilmistir.
Hiicre ¢ogalmasi tamamlandiktan sonra deney gruplari olusturmak igin ilgili plakalara

ekim yapilmigstir.

46



Tablo 3.2. Farkli kanser ve normal hiicre soylari.

Hiicre Soyu ATCC Adr Kanser Histopatolojisi
MCF-7 HTB-22 Meme Kanseri Adenokarsinom
MDA-MB-231 HTB-26 Meme Kanseri Adenokarsinom
HCC-1500 CRL-2329 Meme Kanseri Duktal karsinom
SK-BR-3 HTB-30 Meme Kanseri Adenokarsinom
184A1 CRL-8798 Meme Epitel Hiicresi Normal

CRL-4010 hTERT-HME1 Meme Epitel Hiicresi Normal

HCT-116 CCL-247 Kolon Kanseri Kolorektal Karsinom
HT-29 HTB-38 Kolon Kanseri Kolorektal Karsinom
DLD-1 CCL-221 Kolon Kanseri Kolorektal Karsinom
DU-145 HTB-81 Prostat Kanseri Karsinom

PC-3 CRL-1435 Prostat Kanseri Karsinom

PNT-1A CRL-11609 Prostat Epitel Hiicresi Normal

HEPG-2 HB-8065 Karaciger Kanseri Hepatoseliiler Karsinom
SNU-423 CRL-2238 Karaciger Kanseri Hepatoseliiler Karsinom
HGC-27 - Mide Kanseri Gastrik Karsinom
A549 CCL-185 Akciger Kanseri Karsinom

BEAS-2B CRL-9609 Akciger Epitel Hiicresi ~ Brons Normal
HELA CCL-2 Rahim Kanseri Adenokarsinom
ECC-1 CRL-2923 Rahim Kanseri Adenokarsinom
HUVEC CRL-1730 Gobek Kordon Endotel Normal

Hiicresi
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ATCC Number: HTB-22 ATCC Numoer: HTB-26 ~ ATCC Number: CRL-1500
Designafion: ~ MCF-7 Designation;  MDA-MB-231 Designafion:  ZR-75-1

Low Danty

ATCC Number: CCL-247 ™
ATCC Number: m~:o; Designation:  HCT116

Designation:  $K-

ATCC Number; HTB-38 e WTBEY
Designation: ~ HT-29 Desgputon DS,

ATCC Number: CCL-185 ATCC Number: CRL-9609 ™
Designation:  A-549 Designotion:  BEAS-28

ATCC Number: CCL-: ATCC Number: CRL-1469 ™ ATCC Number: HTB-96 *
va,gmm " :::,’ Designation:  PANC-1 Designation:  U-208

ATCC Number; CRL-1730 ATCC Number: CRL-2923
Designation: ~ HUV-EC-C Designation: ~ ECC-1

Low Doty Sowa b 10 1igh Denaly

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bazi  hiicrelerin  morfolojik  goriintiileri
(http://www.atcc.org/ internet sitesinden alinmistir).
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3.1.2.3. Hiicre Sayimi

Santrifiij isleminin ardindan elde edilen pellet tiipiin kenarlarina yavasca vurularak
homojenize hale getirilip iizerine 5 ml besiyeri eklenmistir. Hiicre sayimi i¢in 10 pl hiicre
siispansiyonu ve 10 pl %0,5’lik Trypan-Blue karigimi hazirlanarak thoma laminda 151k
mikroskobu altinda boyanmamis (canli) hiicreler sayilmistir. Elde edilen hiicre sayisi
kullanilarak hiicre siispansiyonunun mililitresindeki (ml) hiicre sayisi belirlenmistir.
Sonuca gére DMEM-F12/RPMI1640 besiyeri ile seyreltilerek deney igin uygun steril
plaklara ekim yapilmistir.

1 ml’deki hiicre sayis1 = A x B x 10*

A:Canl1 hiicre sayis1

B: Diliisyon faktorii (Trypan-Blue)(x2)

3.1.2.4. Hiicrelerin Stoklanmasi

Cogaltilan hiicreler deneylere baglamadan Once stok soliisyonu eklenerek 2ml’lik cryo
tiiplere aktarilip sivi azotta muafaza edilmistir. Stok soliisyonu hazirlamak i¢in 25 ml
FBS, 20 ml DMEM-F12/RPMI1640 (Antibiyotik ve L-glutamin eklenmemis) ve 5 ml
DMSO (Sigma Aldrich) kullanilarak hazirlanmistir.

3.1.2.5. Hiicre Ekimi

Hiicreler 75 cm?’lik flasklarda %80-90 oraninda ¢ogalinca, tripsinizasyon ile kaldirilip 1
ml’de 1x10° hiicre/kuyucuk (yapilacak deneye gore hiicre sayisi ayarlandi) olacak

sekilde steril plaklara ekilmistir.

3.2. Real Time PCR

3.2.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu iiretici firmanin 6nerdigi protokol takip edilerek yapilmistir. Bu
asamada ticari ad1 Qiagen RNeasy mini Kit (Cat No./ID:74104) (Qiagen GmbH, Hilden,
Almanya) olan izolasyon kiti kullanilmistir. Kit seti i¢erisinde 50 RNeasy MinElute Spin
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Columns, Collection Tubes (1.5 ml-2 ml), QIAzol Lysis Reagent, RNase-free Reagents

ve Wash Buffers bulunmaktadir. Kitin is akis prosediirii asagidaki gibidir;

1.

Hiicreler 75 cm?’lik flasklarda %80-90 oraninda ¢ogalinca, tripsinizasyon ile
kaldirilip 6 kuyucuklu steril plaklara ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilarak bir gece 37 °C’ de %5 CO:z ve %95 nemli ortamda inkiibe edilmistir.
Hiicreler yeterli yogunluga ulastiktan sonra tripsin enzimi kullanilarak kaldirilip
santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilerek pellet iizerine 350-400 pul RLT (baslangigta
kullanilan hiicre miktar1 5x10°-1x107 arasinda ise RLT miktar1 600 pl ‘ye
cikartildl) eklenmistir. Homojenizatorde 30 sn -1 dk homojen hale getirilmistir.
1X kat1 kadar %70 etanol eklenerek pipetaj yapilarak tek seferde en fazla 700 pl
ornek olacak sekilde 2 ml RNeasy Mini kolona yiiklenmistir. Oda sicakliginda
15-20 sn boyunca 8000 g’de santrifiij edilerek bu agamaya tiim 6rnek bitene kadar
devam edilmistir.

Temiz bir toplama tiipline alinan RNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RWT
cozeltisi eklenip oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 g’de santrifiij yapilarak
toplama tiiplinde biriken kalint1 atilmigtir.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 500 pl Buffer RPE ¢ozeltisi
eklenerek yine oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de santrifiij edilmistir.
Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona tekrar 500 pl Buffer RPE
cozeltisi eklenip oda sicakliginda 2 dk boyunca 8000 g’de santrifiij yapilarak
toplama tiiplinde biriken kalint1 atilmigtir.

1,5 mI’lik toplama tiipline alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase igermeyen
su eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletilip 1 dk boyunca 8000g’de santrifiij
yapilarak total RNA elde edilmistir (bu iglem 2 agamali olarak yapilmaistir).

3.2.2. mRNA’dan ¢cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA icindeki mRNA’y1 ¢cDNA’ya c¢evirmek ic¢in kullanilmistir.
mRNA’dan ¢cDNA elde etmek igin Qiagen RT? First Strand Kit (Cat No./ID:330404)

(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanilmistir. Kitin is akis prosediiriine gore; Revers

Transkriptaz PCR reaksiyonu 2 adimda gergeklestirilmistir (karisiminin igerikleri tablo

3.3. ve tablo 3.4.”de belirtilen sekilde hazirlanmaistir).
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Tablo 3.3. Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karigimi-1.adim.

Bilesenler Miktar

RNA 25-5000ng (1000ng kullanildr)
Buffer GE(genomik DNA eliminasyonu) 2ul

Rnaz/Dnaz igermeyen su Total 10 pl

1. Tablo 3.3’de belirtilen bilesenler karigtiritlip 42°C’de 5 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon bitiminde deney tiipleri, 1 dk soguk blok iizerinde tutularak 2.adim

karisimi1 hazirlanmistir.

Tablo 3.4. Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karigimi-2.adim.

Bilesenler Miktar
5X Buffer BC3 4wl
Control P2 1 ul
RE3 Revers Transkriptaz Mix 2 ul
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3ul
Toplam 10 pl

2. Tablo 3.4’te belirtilen bilesenler kullanilarak hazirlanan karisim (her bir 6rnek
icin 10 pl) 1.adim tiiplerine eklenerek karistirilmistir.

3. 42°C’de 15 dk ve 95 °C’de 5 dk’lik PCR kosullar1 uygulandiktan sonra cDNA
elde edilmistir. Real-Time PCR analizleri i¢in her Ornekten 1ul cDNA

kullanilmistir.

3.2.3. Real-Time PCR (qPCR-mRNA)

Polimeraz zincir reaksiyonu, genetik materyaller iizerinde secilen bolgenin, kimyasal
olarak sentezlenmis olan oligoniikleotid primerler ve polimeraz enzimleri kullanilarak,
1s1l dongii (thermocycle system) ile canli dis1 (in vitro) kosullarda ¢ogaltma yontemdir.
qPCR; denatiirasyon, primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olmak iizere
iic basamakta olusur. Arka arkaya tekrarlanan bu basamaklar ile cDNA pargaciklarinin

kopya sayist iistel olarak artmaktadir.
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3.2.3.1. Primer Tasarimi

Gen ekspresyon primerleri; genin ifade edilip edilmedigini anlamak i¢in kodlanan

bolgelerin herhangi bir yerinde olabilir. Bu baglamda primerler, NCBI veritabaninda yer

alan “Gene” araylizii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/) kullanilarak

tasarlanmistir. Kullanilan primerlerin ileri ve geri primer dizilimleri tablo 3.5.’de

gosterilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH geni kullanilmigtir. Apoptozis yolagi

ile iligkili genlerin ekspresyon diizeyine miRNA transfeksiyonu sonrasinda bakilmstir.

Tablo 3.5. Gen Primer dizileri.

Primer ileri Primer (5'-3") Geri Primer (3'-5')

CCT3 ATTGGCCCGCATAAGGTAGT ACGAGGGTGGGTGATTTGTT
CASP-3 TGTCGGCATACTGTTTCAGCA TGGCGAAATTCAAAGGATGGC
CASP-8 TGGGAGAAGGAAAGTTGGACA CGTTGATTATCTTCAGCAGGCTC
CASP-9 GCCCTGGCCTTATGATGTTTT GCTGTTTCGGTGAAAGGGATTT

FADD TGGCTCGTCAGCTCAAAGTC ATTCTCAGTGACTCCCGCAC

BAX GCTGACATGTTTTCTGACGGC TTGAGCACCAGTTTGCTGGC

BCL-2 TGACCCCACCGAACTCAAAG GACTTCGCCGAGATGTCCA
NOXA AGGAGATTTGGAGACAAACTGAAC CTGAGCAGAAGAGTTTGGATATCAG

APAF GGGAATCCTCACAGACCTTCTAC ATGTTTTGAAGTCAGGGGACACG
CYC-S TCTTCCGCCCAAAGAGACCA CCAGTGCCACACCGTTGAAA

P53 TAACAGTTCCTGCATGGGCG ACCTCAAAGCTGTTCCGTCC
GAPDH CCTGACCTGCCGTCTAGAAA TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC

Tasarimi yapilan primerlerin % GC orani, Tm degerleri, iiriin uzunluklari ve primer

uzunluklar1 gibi primer 6zellikleri Tablo 3.6.’da gosterilmistir.

Tablo 3.6. Tasarimi yapilan primerlerin 6zellikleri.

Primer Ad1 Uriin boyutu (b¢) Tm (°C) % GC Primer uzunlugu (bg)
CCT3 159 F 58.02 50 20

R 58.01 50 20
CASP-3 70 F 60.27 47.62 21

R 59.80 47.62 21
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CASP-8 75 F 58.87 47.62 21
R 59.75 47.83 23
CASP-9 93 F 58.89 47.62 21
R 59.70 45.45 22
FADD 97 F 60.32 55 20
R 59.75 55 20
BAX 80 F 60.40 52.38 21
R 61.74 55 20
BCL-2 139 F 59.89 55 20
R 57.89 57.89 19
NOXA 70 F 58.93 41.67 24
R 59.25 44 25
APAF 75 F 59.87 52.17 23
R 61.30 47.83 23
CYC-S 74 F 61.13 55 20
R 61.38 55 20
Ps3 102 F 60.68 55 20
R 60.25 55 20
GAPDH 141 F 59.10 55 20
R 60.53 55 20

Es zamanli PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR cihazi (Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya) kullanilarak mRNA ekspresyonunu belirlemek icin Tablo 3.7.’de

belirtilen miktarlara gére qPCR karigimi hazirlanmistir.

Tablo 3.7. qPCR karigimu.

Bilesenler Hacim (pl)
SYBR Green Mastermix 5

fleri Primer (10 uM) 0,3

Geri Primer (10 uM) 0,3
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3,9

cDNA 1

Total 10,5

Hazirlanan karisim 9.5 pl olacak sekilde uygun tiiplere dagitilarak, her hiicre soyuna ait
cDNA gPCR karigimi tiiplere eklenmistir. Tablo 3.8.’de belirtilen PCR kosullarinda
calisilmistir.
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Tablo 3.8. qPCR Tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Siire
Enzim aktivasyonu 95 10 dk
Denatiirasyon 95 15 sn
Primer baglanmasi 58 60 sn 40 dongii
Primer uzamasi 72 30 sn
Erime egrisi 72 5dk

3.2.3.2. mRNA Real-Time PCR Sonuclarimin Analizi

Kismi miktarlara dayali yontemde her hiicre i¢in dl¢iimii yapilan CCT3 genine ait Ct
degerleri GAPDH genine ait Ct degerleri ile normalize edilmistir. qRT-PCR gen
ekspresyon diizeylerinin analizi i¢in 2*-AACt (fold change-kathi degisim) formiilii

kullanilmistir. Ekspresyonu artan hiicre soylarina miRNA mimikleri transfekte edilmistir.

ACt = Hedef Gen - Housekeeping Gen
27-AACt = 27-(Ornek ACt (Gen) - Kontrol ACt (Housekeeping Gen)

3.2.3.3. Transfeksiyon Oncesi miRNA Ekspresyon Tayini

CCT3 ekspresyonunun arttigi tespit edilen hiicrelerden elde edilen total RNA’lar
kullanilarak mi-cDNA sentezi yapilmistir. qPCR ile hiicrelere gore ekspresyon seviyeleri

belirlenmistir.

3.3. CCT3 geni ile iliskili miRNA se¢cimi

miRNA databaseleri (http://www .targetscan.org), (http://mirwalk.umm.uni-
heidelberg.de), (http://www.microrna.org), (www.exiqon.com) ve (http://mirdb.org)
kullanilarak gen ile iliskilendirilmis tiim databaselerde ortak olan miRNA’lar tespit

edilmisgtir.
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3.4. miRNA (mimik) transfeksiyonu

CCT3 geni ile iligki olan Qiagen miScript miRNA mimikleri (hsa-miR-24-3p, hsa-miR-
128-3p ve hsa-miR-149-5p) (Cat No./ID: 219600), Qiagen AllStars negatif kontrol
siRNA-scrambled miRNA (Cat No./ID: 1027415) (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) ve
tranfeksiyon reagent Lipofectamine 3000 (Cat No./ID: L3000001) (ThermoFisher,
Massachusetts,ABD) asagida belirtilen protokole gore hiicrelere transfekte edilmistir.

1. Hiicreler 75 cm?’lik flasklarda %80-90 oraninda ¢ogaldiktan sonra tripsinizasyon
ile kaldirilip 12 kuyucuklu steril plaklara 0.8-3.10° hiicre/ml (250.000) olacak
sekilde ekim yapilarak transfeksiyon islemine gecilmistir (Reverse Transfection).

2. (0,4 pl/Inmol) mimik-kontrol-scrambled miRNA transfeksiyonu igin, 200ul
hiicre kiiltlir medyumu ve 6 pl transfeksiyon reagent karigtirtlarak 5-10 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir (Deney gruplar sekil 3.2°de gosterilmistir.).

3. Inkiibasyon sonrasinda hazirlanan bu karisim hiicre ekili plaklara damla damla
verilerek karistirilmis ve 48 saat inkiibe edilmistir.

4. Transfeksiyon kontrolii total RNA izolasyonu yapilarak iligkilendirilmis

miRNA’nin ekspresyonuna bakilarak dogrulanmistir.

Scrambled Transfeksiyon
miRNA (NC) reaktifi (TR)

Hsa-miR-24-3p Hsa-miR-128-3p Hsa-miR-149-5p

Sekil 3.2. Mimik transfeksiyon deney gruplar1 (SF-WT:Hiicre-Wild Type; NC:Negatif
Kontrol-Scrambled miRNA; TR:Transfeksiyon Reaktifi).
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34.1.

Transfekte hiicre soylarindan miRNA izolasyonu ve transfeksiyonun

dogrulanmasi

Hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-3p ve hsa-miR-149-5p miRNA transfeksiyonu yapilmis

hiicre soylarindan miRNA izolasyonu firetici firmanin 6nerdigi protokol takip edilerek

yapilmistir. Bu asamada ticari ad1 Qiagen miRNeasy mini Kit (Cat No./ID:217004)

(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanilmistir. Kit seti igcerisinde 50 RNeasy MinElute

Spin Columns, Collection Tubes (1.5ml-2ml), QIAzol Lysis Reagent, RNase-free

Reagents ve Wash Buffers bulunmaktadir. Kitin is akis prosediir;

1.

Transfekte hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak santrifiij yardimiyla ¢oktiiriiliip
tizerine 700 pl QIAzol Lysis Reagent eklenmistir.

Elde edilen homejenat oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika boyunca muhafaza
edilerek, iizerine 140 ul kloroform eklenip, 10 sn boyunca vortekslenerek agik
pembe renk gozlenmistir. 2-3 dakika boyunca oda sicakliginda tutulup 15 dakika
boyunca 4°C’de 12.000 g’de santrifiij edilip iist faz yeni bir tiipe alinmistir.
Tiipteki miktarin 1,5 kati1 (yaklasik 600 pl) 100% etanol eklenerek karigim
homojen hale getirilmistir. Bu karisimdan en fazla 700 pl olacak sekilde 2 ml’lik
toplama tiiplerine (miRNeasy Mini kolona) yiiklenmistir.

Oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 g’de santrifiije tabi tutularak, toplama
tiipiinde biriken kalint1 atilmistir (kalan 6rnek bitene kadar bu islem tekrar edildi).
Temiz bir toplama tlipline alinan miRNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RWT
cozeltisi eklenerek oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 g’de santrifiij edilmistir.
Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 pl Buffer RPE
cozeltisi eklenerek yine oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de santrifiij
edilmigstir (Not: Kullanmadan 6nce Buffer RWT ve RPE c¢ozeltilerine %96-100
etanol eklenerek hazirlandi.).

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona tekrar 500 pl Buffer RPE
cozeltisi eklenerek bu sefer oda sicakliginda 2 dk boyunca 8000 g’de santrifiij
edilmistir.

1,5 mI’lik toplama tiipline alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase igermeyen
su eklenip oda sicakliginda 1 dk bekletilerek 1 dk boyunca 8000g’de santrifiij
edilmistir. izole edilen miRNA’lar kullanim siirecine kadar -80 °C sicaklikta

muhafaza edilmistir. RNA konsantrasyonu ve kalitesi tayini icin NanoDrop ND-
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1000  Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, ABD) cihazinda

spektrofotometrik 6l¢lim ile yapilmistir.

3.4.2. miRNA’dan cDNA sentezi

miRNA’dan cDNA sentezi ig¢in iiretici firmanin Onerdigi protokol takip edilerek
yapilmistir. Bu asamada ticari adi1 Qiagen miScript II RT Kit (Cat No./ID:218161)
(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak tablo 3.9.’da belirtilen sekilde

hazirlanmastir.

Tablo 3.9. Revers Transkriptaz PCR karigimi.

Bilesenler Hacim (pl)
5x miScript HiSpec tamponu 2

10x miScript Niikleik asit karigim1 1

miScript Reverse Transcriptase Mix 1
Rnaz/Dnaz igermeyen su 1

Kalip RNA 5

Toplam 10 pl

37°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk olan tepkime kosullarmma gére PCR yapilarak cDNA
miktarlar1 200 ng/pl olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan 6rnekler kullanilana kadar

-20°C de saklanmustir.

3.4.3. Real-Time PCR (qPCR-miRNA)

Es zamanli PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR (Qiagen GmbH, Hilden,
Almanya) cihazinda yapilacak PCR igleminden 6nce tablo 3.10.’da belirtilen miktarlarda
qPCR karigimi hazirlanmistir.
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Tablo 3.10. miRNA qPCR karigimu.

Bilesenler Hacim (pl)
SYBR Green PCR-(miRNA) 6.25
Universal Primer 1.25
Primer Assay (ilgili miRNA primer) 1.25
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3.125
Kalip cDNA (200ng/pl) 0.63
Total 12.5

Hazirlanan karigimdan 12.5 pl ve her 6rnege ait cDNA’dan 1 pl karistirilarak Tablo

3.11°de belirtilen PCR kosullarinda reaksiyon yapilmustir.

Tablo 3.11. gPCR Tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Siire(sn)
Enzim aktivasyonu 95 15 dk
Denaturasyon 94 15
Primer baglanmasi/uzama 55 30
Erime egrisi 70 30

3.4.3.1. miRNA primer dizileri

40 dongii

miRNA transfeksiyonunun dogrulanmasi i¢in transfekte edilen miRNA’larin ( miRNA

primer dizileri tablo 3.12.”de listelenmistir) ekspresyonlari analiz edilmistir.

Tablo 3.12. miRNA primer dizileri.

miRNA Primer dizisi Cat.No.

Hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG MS00006552
Hsa-miR-149-5p UCUGGCUCCGUGUCUUCAcCUCCC MS00003570
Hsa-miR-128-3p UCACAGUGAACCGGUCUCUUU MS00008582
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3.4.3.2. miRNA Real-Time PCR Sonuc¢larimin Analizi

Hiicre soylarina ait hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-3p ve hsa-miR-149-5p miRNA’larinin
transfeksiyonu sonrasi ekspresyon diizeyleri ACt ve 2-22¢t formiili kullanilarak

hesaplanmuistir.

3.5. Akridin Oranj / Etidyum Bromiir (AO/EB) Boyamasi

miRNA transfeksiyonu yapilmis hiicrelerde apoptozisin morfolojik olarak tespit edilmesi
icin kullanilmistir. Transfekte edilmis hiicreler inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikanarak
%70 etanol ile fikse edilmistir. Fiksasyonun sonunda hiicreler distile su ile yikanarak
Akridin orange/Ethidium bromide (Cat No./ID:A6014-E1510) (Sigma Aldrich,
Almanya) c¢alisma soliisyonu ile boyanarak floresans mikroskobu altinda goriintii

alinmustir.

3.6. Akim Sitometri Yontemi ile Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi

Akim sitometrik Ol¢iimlerde kullanilan Annexin V boyasi, apoptotik hiicrelerin plazma
zarinin dis yiizeyinde bulunan ve bir apoptozis belirteci olarak bilinen fosfatidilserine
baglanma 6zelliginden dolay1 kullanilmaktadir. Transfekte edilen hiicrelerde apoptozisi
tespit etmek i¢in Annexin V ve PI (Propidium lodide) boyalarini igeren BD FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Cat No./ID:556547) (BD, New Jersey, ABD)

kullanilmistir. Kit prosediiriine gore;

1. 6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.10° hiicre/ml ekim yapilarak hiicreler yaklagik 1
giin sonrasinda belirlenen dozda miRNA mimik (hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-
3p ve hsa-miR-149-5p) ve negatif kontrol (scrambled miRNA) ile 48 saat inkiibe
edilmistir.

2. Hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilarak siispanse edilmistir.

3. Hiicre siispansiyonlarinin iizerine Iml PBS eklenip 2 kez yikanmistir.

4. 1X binding buffer (boyalarin baglanmasi i¢in) eklenip 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek, 500 pl 1X binding buffer ile siispanse edilmistir.

5. 100 pl hiicre siispansiyonu iizerine 5 pl Annexin V, 5 pl PI eklenip, hafifce
karistirilarak 15 dk karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
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6.

Hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilarak 500
ul 1X binding buffer icerisinde BD Facs via (BD, New Jersey, ABD) akim

sitometri cihazinda analiz edilmistir.

3.7. Akim Sitometri Yontemi ile Hiicre Dongiisii Analizi

Transfeksiyon sonrasi hiicrelerin DNA igerigini tespit etmek i¢in PI boyasi iceren BD

Cycletest™ Plus DNA Kit (Cat No./ID:340242) (BD, New Jersey, ABD) kullanilarak

iiretici firmanin dnerileri dogrultusunda ¢aligilmstir.

1.

6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.10° hiicre/ml ekim yapilarak hiicreler yaklagik 1
giin sonrasinda belirlenen dozda miRNA mimik (hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-
3p ve hsa-miR-149-5p) ve negatif kontrol (scrambled miRNA) ile 48 saat inkiibe
edilmistir.

Hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1500 rpm de 5 dk santriflij edildikten sonra
stipernatant uzaklastirilarak siispanse edilmistir.

Hiicre siispansiyonlarinin {izerine 1ml PBS eklenip 2 kez yikanmustir.

1X binding buffer (boyalarin baglanmasi i¢in) eklenip 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirilmastir.

Hiicre pelleti iizerine 250 pl solution A (Tripsin) eklenerek hafif¢e karistirilmig
ve 10 dk karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra 200 pl solution B (Tripsin
inhibitorii) eklenerek tekrar 10 dk karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

Hiicreler, 200 pl solution C (PI) ile 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildikten
sonra BD Facs via (BD, New Jersey, ABD) akim sitometri cihazinda analiz

edilmisgtir.

3.8. Mitokondri Membran Potansiyeli Ol¢iimii (JC-1)

Transfeksiyon sonrasi hiicrelerin mitokondri membran potansiyelini 6lgmek i¢gin BD™

MitoScreen (JC-1) (Cat No./ID:551302) (BD, New Jersey, ABD) kullanilarak iiretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda c¢alisilmistir.

1.

6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.10° hiicre/ml ekim yapilarak hiicreler yaklagik 1
giin sonrasinda belirlenen dozda miRNA mimik (hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-
3p ve hsa-miR-149-5p) ve negatif kontrol (scrambled miRNA) ile 48 saat inkiibe

edilmistir.
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Hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilarak siispanse edilmistir.

Liyofilize JC-1 boyasi iizerine 125 pl DMSO eklenerek stok soliisyonu
hazirlanmis ve her 6rnek i¢in 500 pl stok boya ve 1X Assay buffer kullanilarak
caligma sollisyonu hazirlanmaigtir.

Calisma sollisyonu eklenen hiicre pelletleri 37 °C’de 15 dk inkiibe edildikten
sonra santriflij edilerek 2 kez 1X Assay buffer ile yitkanmstir.

Son asamada 500 pl 1X Assay buffer eklenerek BD Facs via (BD, New Jersey,
ABD) akim sitometri cihazinda analiz edilmistir.

Mitokondri membran potansiyeli bozulan hiicreler 6len hiicre yiizdesi olarak ifade

edilmistir.

3.9. Hiicre I¢i Serbest Reaktif Oksijen (ROS) Seviyelerinin Ol¢iimii

Transfeksiyon sonrasi hiicre i¢i serbest reaktif oksijen seviyesini 6lgmek igin Muse™

Oxidative Stress Kiti (Cat No./ID: MCH100111) (Merc Millipore, Massachusetts, ABD)

iiretici firmanin dnerileri dogrultusunda ¢aligilmastir.

1.

6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.10° hiicre/ml ekim yapilarak hiicreler yaklagik 1
giin sonrasinda belirlenen dozda miRNA mimik (hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-
3p ve hsa-miR-149-5p) ve negatif kontrol (scrambled miRNA) ile 48 saat inkiibe
edilmistir.

Hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1500 rpm de 5 dk santriflij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilarak siispanse edilmistir.

Stok soliisyonu 1:100 diliisyon (2ul of Muse® Oxidative Stress Reagent stock
solution ve 198ul 1X Assay Buffer) ile ara g¢alisma soliisyonu ise stok
sollisyonunun 1:80 oraninda diliisyon ile (23.25 pl of stok soliisyonu ve 1.876,25
ul 1X Assay Buffer) hazirlanmigtir.

10 pl hiicre pelleti ve 190 pl ara ¢alisma soliisyonu karistirilip 37 °C’de 30 dk
inkiibe edilerek BD Facs via (BD, New Jersey, ABD) akim sitometri cihazinda
analiz edilmistir.

Degisen ROS orani grafikte ROS+ olarak ifade edilmistir.
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3.10. Hiicre I¢i Serbest Aminoasit Profilinin incelenmesi (LC-MS/MS)

miRNA transfeksiyonu sonrasi aminoasit degisimlerini belirlemek i¢in hiicre i¢i serbest
aminoasit profillemesi (alanin, arginin, aspartik asit, asparagin, 2-amino-butirik asit,
argininosiikkinik asit, anserin, 2-amino-adipik asit, 3-amino-izobiitirik asit, beta- alanin,
etanolamin, fenilalanin, fosfosinolin, fosforerin, o-fosforil etanolamin, gama
aminobiitirik asit, glutamik asit, glisin, glutamin, hidroksiprolin, homosirkiilin,
homosistein, histidin, hiroksilisin, izoldsin, karnozin, lizin, ldsin, metiyonin, 3-
metilhistidin, 1-metilhistidin, norvalin, ornitin, prolin, sistin, sistatiyonin, sarkosin,
sitrulin, serin, taurin, triptofan, tirosin, treonin, valin) JASEM (Lot No:CL-
5500420160830) (JASEM, Tiirkiye) kiti kullanilarak tiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda ¢aligilmistir.

1. Transfekte hiicreler Qiagen Tissue Lyser kullanilarak 1X PBS (500pl) icerisinde
homojenize edilmis ve siipernatant tizerine 25 pl internal standart + 350 pl R1
(Reagent 1) eklenerek karistirilmistir.

2. 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek 150-200 pl arasi siipernatant insortlii vial
sigelere alinarak 3 tekrar 8045 LC-MS/MS cihazinda calisilmistir.

3.11. istatistiksel Analizler

Deneyler sonrast elde edilen veriler GraphPad prism 8 (GraphPad Software, Inc, San
Diego, ABD) programi kullanilarak analiz edilmistir. Verilerin ortalama ve standart
sapma (SD) degerlerinin analizi en az {i¢c bagimsiz deney tekrarindan sonra Column
Statistics ile yapilmistir. Elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugunu test etmek
icin Shapiro-Wilk normality testi kullanilmistir. Normal dagilima uymayan bagimsiz ikili
grup kiyaslamalarinda Mann-Whitney U testi, Ti¢lii grup kiyaslamalarinda Kruskal-Wallis
H testi ve post-hoc testlerden Dunn’s testi uygulanmistir. Normal dagilima uyan bagimsiz
iki grup kiyaslamalarinda Student-t testi ve {glii grup kiyaslamalarinda One-Way
ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey testi uygulanmistir. Gruplar aras1 anlamlik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edilmis ve anlamlilik dereceleri *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*#%%p<0,0001 olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Hiicre Soylarinda CCT3 Profillemesi

Kanser hiicre hatlar1 (SNU-423, HEPG-2, HCT-116, HT-29, DLD-1, DU-145, PC-3,
HELA, ECC-1, HGC-27, A549, MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3, CRL-2329) ve
normal hiicre hatlarinda (HUVEC, PNT-1A, BEAS-2B, CRL-4010 ve CRL-8798) CCT3
gen ekspresyon profillemesi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, rolatif gen ifadesi
(relative expression) hesaplanmistir (Sekil 4.1.). 2°-AACt sonucuna gore, CRL-2329
(kat degisimi: 4,34 ) ve PC-3 (kat degisimi: 10,5) hiicre hatlarinda CCT3 gen
ekspresyonunun yiiksek oldugu tespit edilmistir (**p<0,01).

20
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Sekil 4.1. Tim hiicrelerde CCT3 gen profillemesi (Bar: %95 giiven araligini
gostermektedir).

CCT3 gen ekspresyonu yiiksek olan hiicre hatlarinda belirlenen miRNA’larin (sekil 4.2A)
ekspresyonlar1 aragtiritlmistir. CCT3 ekspresyonu yiiksek olan hiicre hatlarinda miRNA
ekspresyonlarinin RNU6’ya gore diisiik oldugu bulunmustur (**p<0,01). Mimik
transfeksiyonu yardimiyla diisiik bulunan miRNA’larin ekspresyonlar1 >500 kat
arttirtlmistir (Sekil 4.2B.). Transfeksiyon sonrasi, CCT3 gen ekspresyonlarinin azaldigi
gosterilerek miRNA transkfeksiyon etkililigi dogrulanmistir (Sekil 4.2.C). Bu asamada
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belirlenen mimik transfeksiyon kosullari, diger deneylerde degistirilmeden kullanilmistir

(**p<0,01).
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Sekil 4.2. Transfeksiyon Oncesi ve sonrast miRNA’larin ekspresyon diizeyleri. A. Farkli
veritabanlar1 kullanilarak CCT3’li hedefleyen miRNA’larin “venn sema” sinda gosterimi.
B. CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerinde miRNA transfeksiyonu dncesi ve sonrasi kat degisim
grafigi. C. miRNA transfeksiyonu sonrast CCT3 ekspresyonunun kat degisim grafigi.
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4.2. Akridin Oranj / Etidyum Bromiir (AO/EB) Boyamasi

Hiicre 6liimiine 6zgii 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in floresan mikroskobu ve spesifik
boyalar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple kullanilan boyalardan biri olan
akridin oranj boyasi, hiicrelerin DNA’sina baglanarak yesil floresans, etidyum bromiir
boyasi ise membran biitlinliigli bozulmus hiicrelerin DNA’sina baglanip kirmizi floresans
yaymaktadir (apoptozisin gec evresi ve nekroz). Yapilan ikili boyama sonucuna gore,
mimik transfekte edilen hiicrelerin kontrol hiicrelerine (WT) kiyasla morfolojik olarak
(daha yuvarlak ve hiicre/hiicre baglantilarin1 kaybettikleri) degistigi ve hiicrelerin
membran biitiinliigiinii kaybederek turuncu-kirmizi floresans 151k yaydigi gozlenmistir
(Apoptotik hiicre 6rnegi kirmizi ok ile gosterilmektedir). Bu bulgular, hiicrelerde CCT3
ekspresyonunun azalmasinin hiicre sagkalimini etkiledigini ve apoptotik mekanizmay1
yeniden organize ettigini onermektedir. Sekil 4.3’te CRL-2329 ve Sekil 4.4’te PC-3

hiicrelerinin AO/EB boyama sonuglar1 verilmistir.
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WT NC Hsa- miR-149

Morfoloji

AO/EB

Sekil 4.3. CRL-2329 hiicrelerinin mimik transfeksiyonu sonrast AO/EB boyamasi. A.
miR-24-3p, hiicrelerde apoptozisi tetiklemistir (sari-turuncu). B. miR-128-3p, hiicrelerde
geg apoptotik karakteri (daha yuvarlak ve turuncu-kirmizi) belirginlestirmistir. C. miR-
149-5p, hiicrelerde erken apoptotik (sari-turuncu) karakter olusturmustur. Yesil: Canly;
Sari-turuncu: Erken ve ge¢ apoptotik; Kirmizi: Geg apoptotik ve nekrotik hiicreler.

Objektif 20X.

wT NC

Hsa- miR-24

Morfoloji
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W1 NC Hsa- miR-128
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Sekil 4.4. PC-3 hiicrelerinin mimik transfeksiyonu sonras1t AO/EB boyamasi. A. miR-24-
3p, hiicrelerde ge¢ apoptotik karakter (yuvarlak ve turuncu-kirmizi) olusturmustur. B.
miR-128-3p, hiicrelerde ge¢ apoptotik karakter (yuvarlark ve turuncu-kirmizi)
tetiklemistir. C. miR-149-5p, hiicrelerde erken (sar1) ve gec¢ apoptoik (yuvarlak ve
turuncu-kirmizi) karakteri bir arada gostermistir. Yesil: Canli; Sari-turuncu: Erken ve
geg apoptotik; Kirmizi: Geg apoptotik ve nekrotik hiicreler. Objektif 20X.

4.3. Akim Sitometride Apoptotik Hiicre Oranlar

CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerine mimik transfeksiyonu sonrasi yapilan Annexin/V-PI
boyamast sonucuna gore; her iki hiicre tipinde, kontrol grubuna kiyasla CCT3’ilin
baskilanmasi apoptotik hiicre yiizdesini anlamli diizeyde arttirmigtir. CRL-2329
hiicresinde Annexin-V/PI boyama sonucuna gore hiicre 6liim oranlar1 sirasiyla WT

(yabanil tip)’de erken apoptotik hiicre oran1 %3, gec¢ apoptotik hiicre orani %0.,8, ve
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toplam apoptotik hiicre oram1 %3,8; NC’de erken apoptotik hiicre orant %7,2, gec
apoptotik hiicre oran1 %1,1 ve toplam apoptotik hiicre oran1 %8,3 olarak bulunmustur.
Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-miR-24-3p’de erken
apoptotik hiicre oran1 %9,2, gec apoptotik hiicre oran1 %21,6 ve toplam apoptotik hiicre
orani %30,8; hsa-miR-128-3p’de erken apoptotik hiicre oran1 %3,3, gec apoptotik hiicre
orani %18 ve toplam apoptotik hiicre oran1 %21,3; ve hsa-miR-149-5p’de erken apoptotik
hiicre oran1 %4,8, ge¢ apoptotik hiicre orant %12,4 ve toplam apoptotik hiicre oran1 %17,2
olarak bulunmustur. Gruplar arasi sonuglar kiyaslandiginda mimik transfeksiyonuyla
inhibe edilen CCT3 ekspresyonunun apoptotik hiicre oranini arttirdig: tespit edilmistir
(*p<0,05) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. CRL-2329 hiicrelerinin mimik transfeksiyonlar1 sonrasi Annexin-V/PI boyama
sonuclari. Mavi: Canli-[(FITC-)/(PI-)]; Yesil: Erken apoptotik [(FITC+)/(PI-)]; Kirmizi:
Ge¢ apoptotik [(FITC+)/(PI+)]; Siyah: Nekrotik [(FITC+)/(PI+)] hiicreleri
gostermektedir.
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PC-3 hiicresinde Annexin-V/PI boyama sonucuna gore hiicre 6liim oranlar1 sirasiyla WT
(yabanil tip)’de erken apoptotik hiicre oran1 %1,2, ge¢ apoptotik hiicre oran1 %2,6 ve
toplam apoptotik hiicre oram1 %3,8; NC’de erken apoptotik hiicre orant %1,7, gec
apoptotik hiicre oran1 %3,7 ve toplam apoptotik hiicre oran1 %5,4 olarak bulunmustur.
Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-miR-24-3p’de erken
apoptotik hiicre oranm1 %2,7, ge¢ apoptotik hiicre oran1 %18,6 ve toplam apoptotik hiicre
orani %21,3; hsa-miR-128-3p’de erken apoptotik hiicre oran1 %4,3, gec apoptotik hiicre
orani %25,2 ve toplam apoptotik hiicre oran1 %29,5; ve hsa-miR-149-5p’de erken
apoptotik hiicre oran1 %14,9, gec apoptotik hiicre oran1 %23,8 ve toplam apoptotik hiicre
orant %38,7 olarak bulunmugstur. Gruplar arasi sonuglar kiyaslandiginda mimik
transfeksiyonuyla inhibe edilen CCT3 ekspresyonunun apoptotik hiicre oranin arttirdigi

tespit edilmistir (*p<0,05) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. PC-3 hiicrelerinin mimik transfeksiyonlar1 sonrasi Annexin-V/PI boyama
sonuclari. Mavi: Canli-[(FITC-)/(PI-)]; Yesil: Erken apoptotik [(FITC+)/(PI-)]; Kirmizi:
Gec¢ apoptotik  [(FITC+)/(PI+)]; Siyah: Nekrotik [(FITC+)/(PI+)] hiicreleri
gostermektedir.
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4.4. Akim Sitometride Hiicre Dongiisii Analizi
CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerine mimik transfeksiyonu sonrasi yapilan hiicre dongiisii
analiz sonuglarina gore; her iki hiicre tipinde, kontrol grubuna kiyasla CCT3’iin

baskilanmasi hiicrelerin G0/G1 fazinda yogunlugunu arttirmistir.

CRL-2329 hiicresinde PI boyama sonucuna gore hiicre birikim oranlari sirastyla WT de
GO0/G1 fazindaki oran %51,1; S fazindaki oran %30,6 ve G2/M fazindaki oran %19,1;
NC’de GO/G1 fazindaki oran %57,9; S fazindaki oran %22,8 ve G2/M fazindaki oran
%20 olarak bulunmustur. Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-
miR-24-3p’de GO/G1 fazindaki oran %60,7; S fazindaki oran %28,8 ve G2/M fazindaki
oran %10,9; hsa-miR-128-3p’deki GO/G1 fazindaki oran %64,1; S fazindaki oran %26,7
ve G2/M fazindaki oran %9,5; ve hsa-miR-149-5p’deki GO/G1 fazindaki oran %60,4; S
fazindaki oran %30,3 ve G2/M fazindaki oran %10,1 olarak dlgiilmiistiir.

Gruplardaki hiicre birikim oranlar1 kiyaslandiginda mimik transfeksiyonu yapilan
gruplarda GO/G1 fazindaki hiicre orani artarken G2/M fazindaki hiicre oraninin azaldig:
ve boylece hiicre boliinmesinin durdugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucu mimik transfekste edilen gruplarin GO/G1 fazindaki hiicre oranlarindaki artigin

istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir (*p<0,05) (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. CRL-2329 hiicrelerinin tiim gruplardaki PI boyama sonuglari. Kirmizi: GO/G1
fazi; Mavi: S fazi; Yesil: G2/M fazi.

PC-3 hiicresinde PI boyama sonucuna gore hiicre birikim oranlari sirastyla WT’de GO/G1
fazindaki oran %54,6; S fazindaki oran %17,3 ve G2/M fazindaki oran %28,2; NC’de
GO0/G1 fazindaki oran %59,5; S fazindaki oran %11 ve G2/M fazindaki oran %27,8 olarak
bulunmustur.Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-miR-24-
3p’de GO/G1 fazindaki oran %65,3; S fazindaki oran %13,3 ve G2/M fazindaki oran
%?21,6; hsa-miR-128-3p’deki GO/G1 fazindaki oran %79,6; S fazindaki oran %8 ve G2/M
fazindaki oran %12,6; ve hsa-miR-149-5p’deki G0/G1 fazindaki oran %70; S fazindaki
oran %10,5 ve G2/M fazindaki oran %19,8 olarak 6l¢iilmiistiir. Gruplardaki hiicre birikim
oranlar1 kiyaslandiginda mimik transfeksiyonu yapilan gruplarda G0/G1 fazindaki hiicre
orani artarken G2/M fazindaki hiicre oraninin azaldig1 ve bdylece hiicre boliinmesinin

durdugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu mimik transfekste edilen
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gruplarin GO/G1 fazindaki hiicre oranlarindaki artisin istatiksel olarak anlamli oldugunu

gostermistir (*p<0,05) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. PC-3 hiicrelerinin tiim gruplardaki PI boyama sonuglari. Kirmizi: GO/G1 fazi;
Mavi: S fazi; Yesil: G2/M fazi.

4.5. Mitokondri Membran Potansiyeli Oranlar1 (A¥m)

CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerine mimik transfeksiyonu sonrasi yapilan mitokondri

membran potansiyeli (MMP) analizi sonuglarina gore; her iki hiicre tipinde, kontrol

grubuna kiyasla CCT3’{in baskilanmasinin hiicrelerin mitokondri membran potansiyelini

bozdugu tespit edilmistir.

CRL-2329 hiicresinde JC-1 boyama sonucuna gore sirastyla WT’deki canli hiicre orani

%97,9 ve 6li hiicre oranm1 %1,6; NC’deki canli hiicre oran1 %97,9 ve 6l hiicre orani %5,9

olarak bulunmugtur. Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-miR-
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24-3p’deki canli hiicre oran1 %72,2 ve 6lii hiicre oran1 %21,6; hsa-miR-128-3p’deki canli
hiicre oran1 %71,2 ve 6lii hiicre oran1 %23,6; ve hsa-miR-149-5p’deki canli hiicre orani
%74,0 ve olii hiicre oran1 %21,9 olarak 6l¢iilmiistiir. Gruplar arast sonuglar istatistiksel

olarak kiyaslandiginda mimik transfeksiyonu yapilan hiicrelerde 6lii hiicre oran1 artmigtir

(*p<0,05) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. CRL-2329 hiicrelerinin tiim gruplardaki mitokondri membrane potansiyeli
ol¢iimii sonuglari. Yesil: Canli; Kirmiza: Olii hiicre yiizdesini gostermektedir.

PC-3 hiicrelerinde JC-1 boyama sonucuna gore sirastyla WT’deki canli hiicre orani
%88,1 ve Oli hiicre oran1 %9,6; NC’deki canli hiicre oran1 %83,3 ve 6li hiicre orani
%15,4 olarak bulunmustur. Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan
hsa-miR-24-3p’deki canli hiicre oran1 %67,9 ve o6lii hiicre oran1 %31,3; hsa-miR-128-
3p’deki canli hiicre oran1 %62,8 ve 6l hiicre oran1 %36,4 ve ve hsa-miR-149-5p’deki
canli hiicre oran1 %63,9 ve 6lii hiicre oram1 %35,2 olarak ol¢iilmiistiir. Gruplar arasi
sonugclar istatistiksel olarak kiyaslandiginda mimik transfeksiyonu yapilan hiicrelerde 6lii

hiicre oran1 artmistir (*p<0,05) (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. PC-3 hiicrelerinin tiim gruplardaki mitokondri membran potansiyeli 6l¢limii
sonuglari. Yesil: Canli; Kirmiza: Olii hiicre yiizdesini gdstermektedir.

4.6. Hiicre Ici Serbest Reaktif Oksijen (ROS) Seviyesinin Ol¢iimii

CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerine mimik transfeksiyonu sonrasi yapilan hiicre i¢i ROS
seviyesi Ol¢iimii sonuglarina gore; her iki hiicre tipinde, kontrol grubuna kiyasla CCT3’iin
baskilanmasi hiicre i¢i ROS seviyesini arttirmistir. CRL-2329 hiicresinde tiim gruplar
sirastyla WT’deki kontrol (ROS-) hiicre orani %74,6 ve ROS+ hiicre oran1 %5,4; NC’deki
kontrol (ROS-) hiicre oran1 %91,0 ve ROS+ hiicre oran1 %9,0 olarak bulunmustur. Bunun
yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-miR-24-3p’deki kontrol (ROS-)
hiicre oran1 %76,4 ve ROS+ hiicre oran1 %25,3; hsa-miR-128-3p’deki kontrol (ROS-)
hiicre orant %78,9 ve ROS+ hiicre oranm1 %21,1; ve hsa-miR-149-5p’deki kontrol hiicre

orani %70,1 ve ROS+ hiicre oran1 %29,7 olarak Ol¢iilmiistiir. Gruplar arast sonuglar
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istatistiksel olarak kiyaslandiginda mimik transfeksiyonu yapilan hiicrelerde

seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (*p<0,05) (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. CRL-2329 hiicrelerinin tiim gruplardaki reaktif oksijen seviyesi Ol¢limii
sonuclari. Yesil: Kontrol (ROS-); Kirmizi: ROS+ hiicre yilizdesini gdstermektedir.

PC-3 hiicresinde, WT’deki kontrol (ROS-) hiicre oran1 %96,8 ve ROS+ hiicre orani1 %3,2;
NC’deki kontrol (ROS-) hiicre orami %90,1 ve ROS+ hiicre oram1 %9,9 olarak

bulunmustur. Bunun yaninda, mimik transfeksiyonu yapilan gruplardan hsa-miR-24-
3p’deki kontrol (ROS-) hiicre oran1 %54,4 ve ROS+ hiicre oranm1 %45,6; sa-miR-128-
3p’deki kontrol (ROS-) hiicre oran1 %56,9 ve ROS+ hiicre oran1 %46,7; ve hsa-miR-

149°teki kontrol hiicre orani %49,1 ve ROS+ hiicre oram1 %53,3 olarak Ol¢llmiistiir.

Gruplar aras1 sonuglar istatistiksel olarak kiyaslandiginda mimik transfeksiyonu yapilan

hiicrelerde ROS seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (*p<0,05) (Sekil 4.12.).

75



@ Rost
150

@ Kontrol
WT NC Hsa-miR-24 *
- g g 100-
KONTROL KONTROL KONTROL
2] 95,8% g 24 90,1% Al 2 54,4%
3,28 9,0¢ i
50—+
§ £ — g "
i
8 8
& 04
. - el T T T
¥ I e e e e £ R e i g B e R B R [ e £ WT NC Hsa-miR-24
200
+
wT NC Hsa-miR-128 B Ros
g & & 1s0- EH Kontrol
) KONTROL KONTROL KONTROL
,_'} § 95.8% = g 90,1% " 2 56,9% S *
= | 67%
g 2 ! 100
n i
<] 8 = 2 — 8 ==
& i
g 8 2 ey
B S R e B i N e b i e B S el S Ls
T T T
WT NC Hsa-miR-128
WI NC Hsa-miR-149
§ g g 2007 mE Ros+
& KONTROL 9 KONTROL & KONTROL mm Kontrol
&1 g L& ‘ 150
# HH & — g H
i ] ‘ 100
504
B e e i i 1 e g i e B Bl e e e
0_
T T T
ROS (FL-1) WT NC Hsa-miR-149

Sekil 4.12. PC-3 hiicrelerinin tiim gruplardaki reaktif oksijen seviyesi dl¢limii sonuglari.
Yesil: Kontrol (ROS-); Kirmizi: ROS+ hiicre yiizdesini gostermektedir.

4.7. Apoptotik Gen Ekspresyonlari

CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerinin miRNA transfeksiyonu sonrast apoptotik yolak
mediyator genlerinden FADD, CASS8 (kaspaz-8),CAS3 (kaspaz-3), P53, BAX, BCL-2,
NOXA, APAF-1, CYCS (sitokrom c) ve CAS9 (kaspaz-9) genlerinin ekspresyon
seviyeleri degerlendirilmigtir. RT-PCR sonucunda elde edilen Ct degerleri GAPDH geni
ile normalize edilerek kat degisim analizleri yapilmigtir. CRL-2329 hiicrelerinde hsa-
miR-24-3p transfesiyonu pro-apoptotik genlerden BAX ve NOXA nin artmasina ve anti-
apoptotik gen olan BCL-2’nin azalmasina sebep olmustur (*p<0,05; **p<0,01). Ayrica
hiicrelerde; APAF-1, CYCS, CAS3 ve CAS9 ekpresyonlari iki kattan fazla artis FADD
ekspresyonu ise iki kattan fazla azalig gostermistir (*p<0,05) (Sekil 4.13.A). Hsa-miR-
128-3p transfeksiyonuyla birlikte hiicrelerde P53, CAS9, CAS8 ve CAS3’iin
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ekspresyonlarinda iki kattan fazla artis goriiliirken, BCL-2 ekspresyonunda iki kattan
fazla azalma gozlenmistir (*p<0,05) (Sekil 4.13.B). Hsa-miR-149-5p transfeksiyonuyla
birlikte hiicrelerde NOXA, P53, ARAF-1, CAS9, CAS8 ve CAS3 ekspresyonlarinda artig
goriiliirken, BCL-2 ekspresyonunda azalma goriilmiistiir (*p<0,05) (Sekil 4.13.C).
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Sekil 4.13. CRL-2329 hiicresinde CCT3’lin baskilanmasinin apoptotik genler {izerine
etkisi.A.Hsa-miR-24-3p transfeksiyonu. B. Hsa-miR-128-3p transfeksiyonu. C. Hsa-
miR-149-5p transfeksiyonu (Bar: Standart sapma oranin1 gostermektedir).

PC-3 hiicrelerinde hsa-miR-24-3p transfesiyonu apoptozis ile iliskili genlerden CASS8 ve
CAS3 ekspresyonlarini iki kattan fazla artti§i, BCL-2, FADD, P53, NOXA, CYCS ve

77



CASO9 ekspresyonlarinda iki kattan fazla azaldigi tespit edilmistir (p*<0,05; **p<0,01)
(Sekil 4.14.A). Hsa-miR-128-3p transfeksiyonuyla birlikte hiicrelerde, FADD, CAS3,
P53, BAX ve CAS9’un ekspresyonlarinda iki kattan fazla artis goriiliirken, BCL-2
ekspresyonunda iki kattan fazla azalma gozlenmistir (*p<0,05; **p<0,01) (Sekil 4.14.B).
Hsa-miR-149-5p transfeksiyonuyla birlikte hiicrelerde  FADD, CAS8 ve CAS3
ekspresyonlarinda artig goriilmiistiir (*p<0,05; **p<0,01) (Sekil 4.14.C).
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Sekil 4.14. PC-3 hiicresinde CCT3’iin baskilanmasinin apoptotik genler {izerine etkisi.
A. Hsa-miR-24-3p transfeksiyonu. B. Hsa-miR-128-3p transfeksiyonu. C. Hsa-miR-149-
5p transfeksiyonu (Bar: Standart sapma oranini gostermektedir).
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4.8. Hiicre I¢i Serbest Aminoasit Profilinin incelenmesi

CRL-2329 ve PC-3 hiicre hatlarinda miRNA transfeksiyonu sonrasi serbest aminoasit
profilindeki degisim incelenmistir. Buna gore, CRL-2329 hiicresinde CCT3’{in
baskilanmasi ile glutamin, glutamik asit, lizin ve 16sin aminoasit seviyeleri azalirken
(****p<0,0001); treonin, tirozin, valin ve beta-alanin aminoasit seviyeleri artmigtir
(****p<0,0001). Ayrica, alanin, arjinin, asparajin, fenilalanine, sarkosin, izoldsin,

alloizoldsin ve serin aminoasit seviyelerinin degismedigi bulunmustur (Sekil 4.15A-B).
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Sekil 4.15. CRL-2329 hiicresinde serbest amino asit profili (umol/L). A. CRL-2329
hiicresinde CCT3’iin baskilanmasiyla birlikte degisen serbest aminoasit profili. B. CRL-
2329 hiicresinde anlamli degisim gosteren aminoasitler.
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PC-3 hiicresinde CCT3’lin baskilanmasi ile glutamin, glutamik asit, lizin, glisin ve
sarkosin aminoasit seviyeleri azalirken (****p<0,0001); alanin, arjinin, asparajin,
fenilalanine, treonin, tirozin, valin, beta-alanin, 10sin, izoldsin, alloizolésin aminoasit
seviyeleri artmistir (****p<0,0001). Ayrica, serin aminoasit seviyesinin degismedigi

bulunmustur (Sekil 4.16A-B).
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Sekil 4.16. PC-3 hiicresinde serbest amino asit profili (umol/L). A. PC-3 hiicresinde
CCT3’1in baskilanmasiyla birlikte degisen serbest aminoasit profili. B. PC-3 hiicresinde
anlamli degisim gosteren aminoasitler.
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

CCT/TRiC kompleksinin alt birimlerinden biri olan CCT3 (17) hiicre boliinmesi,
proliferasyonu ve apoptozis yolaklarinda gdrev alan proteinlerin dogru katlanmasini
katalizleyen saperon proteinidir (18, 19). Hiicre proliferasyonunda rol oynadigi
anlasildiktan sonra, CCT3 geninin kanser patogenezi ile iliskisini aydinlatmay1
hedefleyen calismalar literatlirde yer almaya baslamistir.

S6z konusu c¢aligmalardan ilki, Midorikawa ve ark. (218) tarafindan 2002 yilinda farkli
evrelerdeki karaciger kanser dokulari lizerinde yliriitiilmiis olup, CCT3 gen ifadesinin
ilerlemis evrelere paralel bir sekilde arttigi gdosterilmistir. Karaciger hiicrelerinde
kaydedilen bu bulgular Midorikawa ve ekibinden kisa bir siire sonra, Wong ve ark. (219)
tarafindan da dogrulanmistir (20). Hepatoseliiler karsinomanin yaninda, ovaryum kanser
dokusunda yiiriitiilen bir gen ekspresyonunun seri analizinde (SAGE) CCT3 gen
ifadesinin anlaml bir sekilde arttig1 tespit edilmistir (220). Bununla birlikte, CCT3’iin
hiicre 6liim yolaklar1 ve sag kalim proteinleri ile nedensel iliskisini ortaya ¢ikaran ayrintili
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada CCT3’lin farkli kanser hiicre
hatlarindaki apoptotik mekanizmalar ile iliskisi arastirilmistir. Bu amagla, ilk olarak
mekanik bir iliski kurmak icin farkli kanser hiicre hatlarinda CCT3 profillemesi
yapilmustir. Daha sonra, yaygin olarak kullanilan miRNA-aracili gen baskilama yontemi
ile CCT3 geni baskilanmis ve hiicre 6liim genlerinin ifadesi, serbest aminoasit seviyesi,
organel biitlinligli (mitokondri) ve hiicre morfolojisi (membran biitiinliigli)’ ndeki
degisimler incelenmistir.

Calismamizda segilen 20 farkl: hiicre hattinda yapilan profilleme neticesinde CRL-2329
ve PC-3 hatlarinda CCT3’lin istatistiksel olarak anlamli bir bi¢cimde arttig1 goriilmiistiir
(Sekil 4.1). Bu bulguyla uyumlu olarak, Benmammar ve ark., CCT/TRIC kompleks
ifadesini 18 farkli kanser hiicre hattinda (meme, kolorektal, serviks vs.) profillemis ve
PC-3’de dahil olmak iizere bazi hiicre hatlarinda anlamli bir bi¢imde arttigin1 gostermistir
(9). Bu farkhiligin nedeninin ise CCT/TRIC modiilatorleri (PhLP3, Hop/P60 ve
Hsc/Hsp70) olabilecegi belirtilmistir. Ancak bu c¢alismada kaydedilen kanser hiicre
hatlar1 ve CCT/TRIC kompleksi arasinda varsayilan iliskinin nedeni aydinlatilmamis ve

CCTS3 alt biriminin CCT/TRIC kompleksi ile birlikte korele yanit gdsterip gostermedigi
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ortaya c¢ikarilmamistir. miRNA'larin hiicresel farklilasma, metabolizma, biiyiime,
metastaz ve ila¢ direncliligini diizenleyerek kanserlesme siirecinde etkili oldugu ve
anormal ekspresyonlarinin siklikla kanserin ayirt edici 6zelligi oldugu artik bilinmektedir
(103, 221). Bu caligmada, CCT3 gen ekspresyonunun CRL-2329 ve PC3 hatlarinda
gosterdigi spesifik artisin altinda yatan hiicresel olaylari aydinlatmak i¢in CCT3’
hedefleyen miRNA’larin (Sekil 4.2.A) ifadeleri incelendiginde miR-24-3p, miR-128-3p
ve miR-149-5p ifade seviyelerinin azaldigi bulunmustur. CCT3 hedeflerinden ilki olan
miR-24-3p'nin akciger (163) ve kolon adenokarsinom (164), lakrimal adenoid cystic
karcinoma (165), prostat kanseri (166) ve pankreatik duktal adenokarsinoma (167)
patogenezine katildig1 gosterilmistir. ikinci hedefi olan miR-128-3p’nin prostat kanseri
(166), neuroblastoma (168), glioma (169), retinoblastoma (170), tiroid (171) ve meme
(172) kanseri olugsmasinda rolii oldugu belirlenmistir. Diger hedefi olan ve ¢aligmaya
dahil edilen miR-149-5p’nin tiroid (171), kolon adenokarsinoma (173), kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanserinde (174) ve hepatoseliiler karsinomanin (173) gelismesinde ve
ilerlemesinde katkis1 oldugu gdsterilmistir. Bu veriler 151831nda meme ve prostat kanseri
hiicrelerinde CCT3’iin ekspresyonunu baskilamak i¢in CCT3’ii hedefleyen miRNA
mimiklerinin transfeksiyonu yapilmistir. Mimik transfeksiyonuyla miR-24-3p, miR-128-
3p ve miR-149-5p ifadeleri CRL-2329 ve PC3 hiicre hatlarinda anlamli olarak (>500 kat)
arttirllmig (Sekil 4.2.B) ve bu artisin CCT3 ifadesine etkisi degerlendirilmistir. Sonug
olarak mimik transfeksiyonlarinin CCT3 ifadesini anlamli bir sekilde azalttig1 tespit
edilmigtir (Sekil 4.2.C). Caligmadan elde ettigimiz bu bulgular, artmis CCT3 ifadesi ve
kanser patogenezi arasindaki iliskiyi bildiren diger ¢aligmalarla uyumludur (20, 222,
223). miR-24-3p tarafindan CCT3’lin baskilanmasi ile CRL-2329 ve PC3 hiicrelerinde
apoptozisin morfolojik ipuclar1 kaydedilmistir (Sekil 4.3.; 4.4.). Ayrica, apoptotik
boyama sonuglar1 ve hiicre dongiisii bulgulari, baskilanmis CCT3’iin CRL-2329 (Sekil
4.5.;4.7.) ve PC-3 (Sekil 4.6.; 4.8.) hiicre hatlarinda apoptozisi tetikledigini ve hiicrelerin
G0/G1 fazinda tutuldugunu gostermektedir. Son olarak, baskilanmig CCT3’ilin gen,
organel ve apoptotik mekanizmalara etkisi degerlendirildiginde, pro-apoptotik gen ifadesi
(BAX) artarken, anti-apoptotik gen ifadesinin (BCL-2) azaldig1 (Sekil 4.13.; 4.14.A),
mitokondri membran biitlinliigliniin bozuldugu (Sekil 4.9.; 4.10.) ve 6nemli bir apoptozis
mediatorii olan ROS seviyesinin arttigt bulunmustur (Sekil 4.11.; 4.12.). Diger bir
ifadeyle, CRL-2329 ve PC-3 hiicrelerinde CCT3’iin miR-24-3p ile susturulmasi,
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mitokondri membran potansiyelini bozarak ROS seviyesini arttirmis ve apoptotik

modiilator genleri tetikleyerek hiicrelerde apoptozisi uyardig: goriilmistiir.

miR-24-3p aracili CCT3’iin baskilanmasiyla ortaya ¢ikan bulgular literatiirle uyumludur.
Cui ve ark., hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde normal dokulara kiyasla CCT3 gen
ifadesinin anlamli bir bigimde arttigin1 tespit etmistir (224). Dort farkli karaciger hiicre
hattinda, CCT3 genini hedefleyen siRNA transfeksiyonu yapilarak CCT3’{in gen ifadesi
baskilanmis ve hiicre canlilif1 lizerine etkisi degerlendirilmistir. CCT3 gen ifadesinin
baskilanmasiyla hiicre proliferasyonunun durdugu ve apoptozisin tetiklendigi
gosterilmistir. Hepatoseliiler karsinomaya ek olarak Su ve ark., 6zofagus kanser
dokusunda mikroarray analizi sonucunda CCT3 gen ifadesinin en ¢ok artan ii¢ genden
biri oldugunu bulmustur; bununla birlikte, CCT3{in klinik etkisi gosterilmemistir (225).
miR-24-3p’ye ek olarak, miR-128-3p araciligiyla CCT3’iin baskilanmasinin CRL-2329
ve PC3 hiicrelerinde morfolojik degisiklige neden oldugu ve o6lii/canli hiicre oranini
arttirdigr bulunmustur (Sekil 4.3.; 4.4.). Apoptozisin habercisi olan bu bulgular
AnnexinV/PI boyamas1 ile degerlendirildiginde, hiicrelerin gec apoptotik evrede fazla
biriktigi (Sekil 4.5.; 4.6.) ve bununla uyumlu olarak hiicrelerin GO/G1 fazinda tutuldugu
goriilmistiir (Sekil 4.7.; 4.8.). Bunun yaninda, miR-128-3p aracili CCT3 baskilanmasinin
organel (JC-1) ve ROS homeostazisine etkisi degerlendirilmis ve azalmig CCT3’lin her
iki hiicre hattinda da bozulmus mitokondri membran potansiyeli ve dramatik olarak
artmig ROS miktar1 ile karakterize oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9.; 4.11.; 4.10.; 4.12).
Son olarak, CCT3’lin baskilanmasiyla goriilen anti-proliferatif etkinin apoptotik yolakla
iliskisini aydinlatmak i¢in, apoptotik yolakta rol oynayan genlerin ifadeleri
degerlendirilmistir. Buna gore, CRL-2329 hiicre hattinda goriilen apoptotik yanit P53 ile
endikeyken, PC3 hiicre hattinda kaspaz 3 ile endike oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.13.;
4.14.B).

Her gecen giin bilimsel bilginin yarilanma Omrii kisalmaktadir. CCT3 ile ilgili
arastirmalarin yakin tarihine bakildiginda ii¢ calisma dikkat ¢ekmektedir. Bunlardan ilki
Li ve ark. tarafindan BGC-823 ve MGC-803 gastrik kanser hiicre hatlarinda
yiirilitiilmiistiir (226). Buna gore, gastrik kanserde artmis bulunan CCT3’{in gen ve protein
seviyesi siRNA ile susturuldugunda hiicrelerde belirgin apoptotik yanit gortilmistiir.
CCT3’iin hiicre i¢i etki mekanizmasini aragtirdiklarinda; CCT3 baskilanmasiyla birlikte
mitojenle aktiflenen protein kinaz 7, hiicre boliinmesi kontrol proteini 42 ve Siklin D3’lin

aktivitesi azalirken; Siklin-bagimli kinaz 2-6’nin aktivitesinde artis oldugu tespit
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edilmistir. Ikinci ¢alismada papiller tiroid kanser ve normal tiroid dokusu arasinda CCT3
gen ifadesi kiyaslanmis ve papiller tiroid kanser dokusunda anlamli bir bi¢cimde arttig1
tespit edilmistir (227). Artan CCT3 ifadesi shRNA ile susturuldugunda apoptozisin
tetiklendigi tespit edilmistir. Sonuncusu ise 2019 yilinda yayinlanan bir meta-analiz
calismasidir (228). Analizde TCGA portali kullanilarak karaciger kanser ve normal
dokuda CCT3 gen ekspresyonlar1 arasindaki farklilik arastirilmis ve hepatoseliiler
karsinomada CCT3 gen ifadesinin yiiksek bulundugu belirtilmistir. Ayrica, Kyoto Gen
Ansiklopedisine ve Genom yolaklar1 analizlerinde CCT3’ilin karaciger kanseri olusumu
ve gelisimini, hiicre dongiisiinii ve DNA replikasyonunu modiile ederek etkiledigi
vurgulanmustir.

Literatiirde bir¢cok kez vurgulanan CCT3 ve karsinogenez arasindaki iligski bu ¢aligmada
son kez miR-149-5p kullanilarak test edilmistir. miR-149-5p transfeksiyonu sonucunda
CRL-2329 ve PC3 hiicre hatlarinda artan CCT3 gen ifadesi baskilanmistir. Bu
manipiilasyonun  hiicre homeostazisine etkisi degerlendirildiginde, apoptotik
morfolojinin belirginlestigi (Sekil 4.3.; 4.4.), hiicrelerin ge¢ apoptotik evrede biriktigi
(Sekil 4.5.; 4.6.), hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazinda tutuldugu (Sekil 4.7.;4.8.), mitokondri
membran biitiinliigliniin bozuldugu (Sekil 4.9.; 4.10.) ve ROS saliniminin toksik seviyeye
ulastig (Sekil 4.11.; 4.12.) goriilmiistiir. CCT3 geninin susturulmasi sonucu ortaya ¢ikan
bu anti-proliferatif etkinin apoptotik yolakla etkilesimi arastirildiginda ise, miR-149-
5p’nin CRL-2329’da hem i¢ hem de dis apoptotik yolag: diizenleyen genleri tetikleyerek
hiicrelerde apoptozisi baslattig1 goriilmiistiir (Sekil 4.13.C). Bununla birlikte, PC3 hiicre
hattinda CCT3’lin baskilanmasi1 dis yolakta diizenleyici gorevleri olan genleri (FADD,
CAS8, CAS3) tetikleyerek apoptozise yol actigi bulunmustur (Sekil 4.14.C).

CCT3’iin karsinogenez ile yakin iliskisi, biyobelirteg olarak kullanilabilecegini giindeme
getirmistir. Qian ve ark. hepatoseliiler karsinomali hastalar, sirozlu vakalar ve saglikli
bireylerden kan ornekleri toplanarak ELISA analizi ile CCT3 protein seviyesini
Olemiistiir (229). CCT3 seviyesinin hepatoseliiler karsinomali1 hastalarda, sirozlu vakalar
ve kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir. Ayrica CCT3’iin
hastalardaki karaciger kanser etiyolojisi, tiimor hacmi ve TNM (T(tiimor), N (nod:lenf
nodu) ve M (metastaz)) asamasi ile korele olarak degistigi tespit edilmistir. Bu ikna edici
bulgular CCT3iin hepatoseliiler karsinomanin izlenmesinde ve tanisinda kullanilabilecek

potansiyel bir marker oldugunu 6nermektedir. Bu 6nerme yakin zamanda Zhang ve ark.

tarafindan yiiriitiilen bir calisma ile desteklenmistir (22). Bu c¢alismada CCT3’iin
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baskilanmasinin karaciger hiicrelerinde mitotik tutuluma neden oldugu ve apoptoza
yonlendirdigi bulunmus, ayrica CCT3’lin mitoz boyunca diizgiin mikrotiibiil-kinetokor
etkilesimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Bu projeden elde ettigimiz bulgular ve daha
once hepatoseliiler karsinoma hiicreleri ile yapilmis olan ¢aligmalar CCT3’iin potansiyel

bir biyobelirte¢ ve anti-proliferatif ilag hedefi olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

MiRNA’lar tarafindan CCT3’iin baskilanmasinin hiicre i¢i serbest aminoasit profiline
etkisi incelenerek degisen aminoasitler tespit edilmistir. Bu aminoasitlerden ilki olan
glutamin, enerji olusumuna, redoks homeostazina, makromolekiiler sentezine ve kanser
hiicrelerinde sinyalizasyona katilan bir aminoasittir. Mitokondri yapisinin bozulmasi
sonucu enerji metabolizmasi etkilenen timor hiicrelerinin enerji ihtiyaglarini kargilamak
icin, glutamin biyosentetik bir dncii olarak gorev yaptirdigi tespit edilmistir (230). Ayrica
glukozun yoklugunda glutamin, kanser hiicrelerinin ana besini olarak davrandigi ve
yoklugunda hiicrelerin apoptozise girdigi bildirilmistir (231). Bu calismada CRL-2329 ve
PC3 hiicre hatlarinda CCT3’iin baskilanmasi ile apoptozisin tetiklendigi ve tiim mimik
transfeksiyonu yapilan hiicre gruplarinda glutamin aminoasit miktarinin anlaml olarak
azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15.; 4.16.). Diger bir aminoasit olan -Alaninin, hiicre
gociiniin ve proliferasyonun diizenledigi metabolik yolaklarda gorev aldigi bilinmektedir.
Vaughan ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, B-Alaninin hiicre metabolizmasi ve
hiicresel asitligin diizenlenmesinde gorev aldigir ve hem hiicre gociinii hem de malign
hiicrelerinin proliferasyonunu diizenledigi bildirilmistir (232). Ayrica diger bir
caligmada, metastatik osteosarkom hiicrelerinde invazyon ve migrasyonun baskilanmasi
dahil olmak iizere c¢esitli anti-timor etkilerinin oldugu gosterilmistir (233). B-Alanin
aminoasitinin azalmasi mide kanserinde metastatik siddetin ve niiks sikligininin artisina
sebep oldugu tersi durumda ise niiks dnlenmesine ve genel sagkalim siiresinde artisa
sebep oldugu gosterilmistir (234). Bu ¢alismada, CCT3’ilin baskilandigi CRL-2329 ve
PC3 hiicre gruplarinda -alanin aminoasit seviyesinin anlamli olarak arttig1 bulunmustur.
Elde ettigimiz bu bulgular dogrultusunda hiicrelerde artmig [-alaninin hiicre
proliferasyonunu azaltabilecegi ve apoptozisi tetikleyebilecegini onermekteyiz (Sekil
4.15.; 4.16.). Diger aminoasitlerden, glisin ve serin aminoasitlerinin, makromolekiil
biyosentezinde, sitozolik ve mitokondriyal enzimatik yolaklarin diizenlenmesinde ve
ayrica kanser metabolizmasinda gorev alan onko-metabolitler oldugu yapilan ¢aligmalar

ile gosterilmistir (235).
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Glisin aminoasitinin biyosentezindeki artig tiimdregenezi hizlandirdigi (236), hiicre
proliferasyonunu ve metastazini arttirdigi tespit edilmis ve bu aminoasiti kanser tedavisi
icin agik hedef haline getirmistir (237). Calismamizda, CCT3’iin baskilandigi PC3
hiicrelerinde, glisin seviyesi anlamli olarak azalmig; CRL-2329 hiicresinde ise
degismedigi bulunmustur. Lee ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢caligmada sarkozinin,
glisin sentezi ve yikimi i¢in gerekli ara metabolitlerinden biri oldugu ve prostat kanserinin
biyobelirteci olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (238). Yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar sonucunda, idrar Orneklerinde yiiksek seviyede tespit edilen sarkozin
aminoasitinin iyi huylu prostat epitel hiicrelerinde invaziv bir fenotipi indiikledigi
gosterilmistir (239). Ayrica artan sarkozin seviyesinin hiicre proliferasyonunu ve
metastazi arttirdigr tespit edilmistir (240). Bu c¢alismada, PC3 hiicresinde sarkozin
aminoasitinin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Sekil 4.16.). Yapilan ¢alismalarda,
asparajin aminoasitinin, hiicre aminoasit degisim faktorii olarak calistigi ve hiicre dist
(arjinin, serin ve histidin) amino asitlerle hiicre i¢i asparajin degisimini organize ettigi
tespit edilmistir. Ayrica normal hiicre aclhigi olmayan kosullar altinda mTORCI
aktivasyonunu, protein/niikleotit sentezini ve hiicre cogalmasini tesvik etmek i¢in hiicre
ici asparajinin hiicre dis1 amino asitlerle degis tokus ettigi gosterilmistir (241). Bu
calismada, CRL-2329 hiicresinde asparajin, serin, arjinin ve histidin aminoasitlerinin
degismedigi bulunmustur (Sekil 4.15.). PC3 hiicrelerinde ise asparajin ve arjinin
aminoasitlerinin anlamli olarak arttig1, serin ve histidin aminoasitlerinin degismedigi

tespit edilmistir (Sekil 4.16.).

Ozetle, CCT3’iin kanser etiyolojisiyle etkilesimini arastiran ¢alismalarin ¢ogunlugu
karsinogenez ile CCT3 arasinda anlamli bir iligki oldugunu gostermistir. Bununla birlikte,
CCT3’ilin kanser patogenezi ile arasindaki iligki tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
tablonun olas1 nedenlerinden biri gen fonksiyon karakterizasyonunda kullanilan, gen
susturma (miRNA-aracil1 susturma) tekniklerinin yakin zamanda gelistirilmesi ve rutin
kullanima girmesidir. {lk kez bu projede, CRL-2329 ve PC3 hiicre hatlarinda ii¢ farkli
miRNA ile artan CCT3 gen ifadesi baskilanmis ve hiicrede CCT3 ekspresyonunun
azalmasiin iki hiicre hattinda da apoptotik genlerin ifadelerinde anlamli artisa neden
oldugu, mitokondri membran biitiinliigiinii bozdugu ve ROS seviyesini arttirarak
apoptozu tetikledigi tespit edilmistir. Bu bulgulardan hareketle, CCT3’iin modiile ettigi
yolaklarin duktal meme kanseri ve prostat kanseri i¢in terapdtik hedefler sunabilecegi

onerilmektedir. Bununla birlikte, CCT3’lin protein seviyesinin burada kaydedilen
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apoptotik yanitlara korele degisimler gosterdigi dogrulanmalidir. Ayrica, profilleme
yaptigimiz 20 hiicre hatt1 disinda, daha genis spektrumlu ¢alismalar ile CCT3’iin anlaml
diisiis gosterdigi kanser hiicre hatlar arastirilmalidir. “CCT3 semptomu” gosteren hiicre
hatlarinda, yani azalmig CCT3 ifadesine sahip hiicrelerde, fonksiyon kazandirma
yaklasimi ile CCT3 ifadesi arttirilmali ve artmis CCT3’iin kanser patogenezinde oynadigi
rol aydinlatilmalidir. Son olarak, susturulmus CCT3’iin apoptotik etkisini ve tiimor
prognozundaki dnemini aydinlatmak i¢in, sirastyla, hayvan modellerinde yiiriitiilecek
apoptoz deneyleri ve farkli evrelerde alinmis insan dokularinda CCT3 profillemesi
yapmanin bu genin fonksiyonunu goéz 6niine sermek icin etkili ve sistematik karsilig1 olan

strateji olacag1 dnerilmektedir.
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