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ÖZET 

ÇEŞİTLİ KANSER HÜCRE DİZİLERİNDE CCT3 GENİNİ HEDEF ALAN 
MİRNA’LARIN TERAPÖTİK ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Ebru TEMİZ 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 
Tez danışmanı: Prof. Dr. Emel ŞAHİN 

Ekim 2020, 120 sayfa 

Moleküler şaperon proteinleri ve hatalı protein katlanması kanser patogenezinde kritik 
bir rol oynamaktadır. Ökaryotik şaperonların sekiz alt ünitesinden biri olan CCT3, hücre 
bölünmesi, proliferasyon ve apoptozis yolağında görevli proteinlerin doğru katlanmasını 
katalizler. Ayrıca, CCT3 ifadesi karsinogenez ile uyumlu bir biçimde artmaktadır. 
Bununla birlikte, CCT3’ün kanserleşme sürecine nasıl etki ettiği henüz bilinmemektedir. 
Bu çalışmada, CCT3’ün apoptotik yolaklar ve hücre stresörleri ile arasındaki mekanistik 
ve fonksiyonel ilişki araştırılmıştır. İlk olarak, 16 farklı hücre hattının CCT3 gen 
ekspresyonu seviyeleri belirlenmiş ve CCT3 ifadesinin CRL-2329 ve PC-3 hücre 
hatlarında anlamlı olarak arttığı bulunmuştur. Daha sonra, miR-24-3p, miR-128-3p ve 
miR-149-5p mimikleri aracılığı ile CRL-2329 ve PC-3 hücre hatlarının CCT3 gen 
ekspresyonu baskılanmış ve acridin orange/ethidium bromide (AO/EB) ve AnnexinV/PI 
boyaması, hücre döngüsü ve mitokondri membran potansiyeli (MMP) analizi, hücre içi 
reaktif oksijen seviyesi (ROS) ölçümü ve apoptotik modülatör gen ekspresyon analizleri 
ile hücrelerin CCT3 baskılanmasına karşılık gelişen apoptotik yanıtlar ölçülmüştür. 
CCT3’ün baskılanmasından sonra, hücre döngüsünün G0/G1 fazında tutulduğu, 
MMP’nin bozulduğu ve hücre içi ROS seviyesinin arttığı görülmüştür. Bu apoptotik akış 
işaretleri morfolojik görüntülerle, apoptotik genlerin (FADD, CAS8, CAS3, P53, BAX, 
BCL-2, NOXA, CAS9, APAF1 ve CYCS) istatistiksel olarak artan ifadeleri ile ve hücre 
içi serbest amino asit profilindeki değişimlerle doğrulanmıştır. Çarpıcı bir şekilde, 
CCT3’ün baskılanması, enerji metabolizmasında rol alan glutamin, beta-alanin, glisin, 
serin, asparagin ve sarkozin aminoasit seviyelerinde değişikliğe yol açmıştır. Sonuç 
olarak, CCT3’ün miRNA mimik transfeksiyonu ile baskılanması, hücre içi ROS 
homeostazını ve enerji metabolizmasındaki serbest aminoasit profilini değiştirerek 
apoptozisi tetiklemiştir. Birlikte ele alındığında, CCT3’ün miRNA-aracılı 
baskılanmasının, ROS-aracılı geleneksel hücre toksisitesi yaklaşımının yanında enerji 
yoksunluğu etkisiyle “ikili terapötik strateji” sağlayabileceği ön görülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: CCT3, Şaperon, miR-24-3p, miR-128-3p, miR-149-5p, Apoptozis 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC EFFECTS OF MIRNAS 
TARGETING CCT3 GENE IN VARIOUS CANCER CELL LINES 

Ebru TEMİZ 

Ph.D. Thesis, Department of Medical Biology and Genetics 
Supervisor: Prof. Dr. Emel ŞAHİN  

October 2020, 120 pages 

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 
G0/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. 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 
 

 

Hatalı protein katlanması, kanser dahil olmak üzere birçok hastalığın moleküler temelini 

oluşturmaktadır (1, 2). Hücrelerde protein katlanması, şaperon adı verilen proteinler 

aracılığıyla gerçekleşir (3). Ökaryotik grup II şaperon TRiC (ayrıca CCT ya da c-cpn 

olarak da bilinir), sitozolik proteinlerin katlanması ve üç boyutlu yapılarının oluşmasında 

anahtar rol oynamaktadır (4). CCT/TRiC; CCT1 (α), CCT2 (β), CCT3 (γ), CCT4 (δ), 

CCT5 (ε), CCT6 (ζ), CCT7 (η) ve CCT8 (θ)’den oluşan ve her biri yaklaşık 60 kDa 

ağırlığında sekiz farklı alt birim içeren arka arkaya iki tane halkadan meydana gelen 16 

alt birimli bir komplekstir (5). CCT/TRiC, hücrede yeni sentezlenen polipeptitlerin 

yaklaşık %15’inin doğru katlanmasında rol oynamaktadır. Tanımlanmış CCT/TRİC 

subsratlarından bazıları; hücre iskelet proteinlerinden α, β ve γ-tubulinler, α ve β-aktinler 

(6, 7),  sinyal proteinlerinden cyclin E (8), cyclin B ve p21ras (9), polo-benzeri kinazlar 

1 (Plk1) (10), Von Hippel-Lindau tümör supressor proteini (VHL) (11), cdc20  (12), 

histon deasetilaz (13) ve STAT3 proteinleridir (14). Ayrıca, CCT/TRiC kompleksinin 

ifadesi hücre döngüsünün G1/S faz geçişi sırasında artış göstermektedir. (15). Kompleks 

seviyesinin azaldığı durumlarda hücre proliferasyonunun inhibisyonu, hücre canlılığının 

azalması, hücre siklusunun durması ve hücresel apoptozis gözlenebilir (16). Tüm bu 

bulgular, CCT/TRiC kompleksinin hücre döngüsü ilerlemesinde ve tümör gelişiminde rol 

oynayabileceğini önermektedir (9).  

CCT/TRiC kompleksinin alt birimlerinden biri (17) olan CCT3; hücre bölünmesi, 

proliferasyonu ve apoptozis yolaklarında görevli proteinlerin doğru katlanmasını 

katalizler (18, 19). Bununla birlikte, CCT3’ün hücre ölüm yolaklarını nasıl etkilediği tam 

olarak aydınlatılamamıştır. Bu çalışmada, ilk kez mikroRNA (miRNA)-aracılı post-

transkripsiyonel mRNA düzenleme stratejisi kullanılarak CCT3 gen ifadesi modüle 

edilmiş ve bunun hücre sağ kalımına etkisi araştırılmıştır. Bu kapsamda, kısıtlı CCT3 

literatüründe önerilen anti-proliferatif etkinin mekanizması gen ve serbest aminoasit 

seviyesinde ilk kez aydınlatılmıştır.  Ayrıca, CCT3’ü hedefleyen tedavi stratejilerinin 

etkinliği 20 farklı hücre hattında test edilerek, CCT3’ü hedefleyen gelecek kanser 

terapilerinin etkililiği hakkında önermeler sunulmuştur. 

CCT3 literatüründe, bu şaperon proteinin çoğunlukla kanser patogenezinde rol oynadığı 

vurgulanmıştır (20). CCT3 protein seviyesindeki artışın gelişen ilaç direnci ile doğru 
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orantılı olduğu belirlenmiş ve hücre içi serbest radikal düzeyi (ROS) ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (21). Etki mekanizmasının araştırıldığı çalışmalarda, CCT3’ün 

baskılanmasının hücrelerde mitotik tutuluma neden olduğu ve hücreyi apoptozise 

yönlendirdiği bulunmuş, ayrıca CCT3’ün mitoz sürecinde düzgün mikrotübül-kinetokor 

etkileşimi için gerekli olduğu gösterilmiştir. Bununla bağlantılı olarak, CCT3 

baskılanmasının kanser hücrelerini mikrotübül destabilize edici bir ajan olan vinkristine 

karşı duyarlı hale getirdiği tespit edilmiştir (22). Bu bulgular CCT3’ün potansiyel bir 

biyobelirteç ve ifade seviyesi değiştirici-anti-proliferatif ilaç hedefi olabileceği fikrini 

desteklemektedir.  

Bu kapsamda bu çalışmanın amacı, transkripsiyonel gen susturmada yaygın bir biçimde 

başvurulan miRNA-aracılı mRNA düzenleme yöntemi kullanılarak CCT3 gen ifadesini 

baskılamak ve bu baskılamanın apoptozis ile ilişkili genler ve hücresel fonksiyonlar 

üzerine olası etkilerini araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 

 

2.1. Kanser 

Kanser, dünya genelinde en önemli sağlık problemlerinden biri olup kardiyovasküler 

hastalıklardan sonra ölüm oranı en yüksek olan hastalıktır. 2019 yılı kanser istatistiklerine 

göre, ABD’de, yaklaşık 1,7 milyon insanda  yeni kanser vakası teşhis edilirken kansere 

bağlı ölüm oranı ise yaklaşık 607 bin olduğu kaydedilmiştir (23). Son on yılda, kanser 

insidans oranı (2006-2015) kadınlarda değişmezken erkeklerde yıllık yaklaşık % 2 

oranında azaldığı ve  kanser ölüm oranının (2007-2016) yıllık kadınlarda % 1,4 ve 

erkelerde % 1,8 oranında azaldığı raporlanmıştır (23). 

Sağlık Bakanlığının verilerine göre, Türkiye'de her yıl ortalama 163 bin kanser vakası 

görülmektedir. 2015 yılında her 100 bin kadından 177'sine, her 100 bin erkekten 247'sine 

kanser teşhisi konulduğu ve 2030 yılında yaklaşık 22 milyon yeni vakanın ortaya çıkması 

öngörülmektedir. Türkiye'de erkeklerde en sık akciğer ve prostat, kadınlarda ise meme 

kanseri en sık görülen kanser türüdür (hsgm.saglik.gov.tr). 

Kanser, hücrelerin hayati fonksiyonlarını düzenleyen mekanizmalarında meydana gelen 

mutasyonlar sonucu, hücrelerin kontrolsüz olarak çoğalması ve yayılması ile oluşan 

genetik bir hastalıktır (24). Modern anlamda ise “disease of the genome”- “genom 

hastalığı” olarak tanımlamaktadır (25). Normal koşullarda hücreler büyür ve vücudun 

ihtiyaç duyduğu şekilde yeni hücreler oluşturmak için bölünürler aksi durumda ise 

hücreler yaşlandığında veya hasar gördüğünde ölürler. Ancak kanser geliştiğinde, bu 

düzenli süreç bozulur. Hücreler gittikçe daha fazla anormal hale gelir, eski veya hasarlı 

hücreler ölmeleri gerektiğinde hayatta kalır ve ihtiyaç duyulmadığı halde yeni hücreler 

oluştururlar. Bu fazla hücreler durmaksızın bölünür ve vücudun diğer bölümlerine kan 

veya lenf sistemi yoluyla yayılarak orijinal tümörden uzakta yeni tümör oluşumunu 

tetiklerler (24). Normal hücrelerde meydana gelen değişimler incelendiğinde kansere 

sebep olan iki ana gen türü - onkogenler ve tümör baskılayıcı genler- tanımlanmıştır (26). 
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2.1.1. Kanser Biyolojisi 

Kanser, genomda bir dizi hatanın birikmesi ile oluşan genetik bir hastalıktır. Bu tür 

genetik bozukluklar, etkilenen genlerin fonksiyonlarının düzensizliği ile sonuçlanır. 

Etkilenen bu genler “onkogenler”  ve “anti-onkogenlerin-tümör baskılayıcı genler 

(TSG'ler)” olarak adlandırılmıştır (27). Bu genlerin fonksiyonel düzensizlikleri, 

onkogenlerin etkinleşmesi veya tümör baskılayıcı genlerin fonksiyon kaybı ile 

oluşmaktadır (28). Proto-onkogenler, hücrelerin büyüme, çoğalma ve farklılaşma gibi 

mekanizmalarında işlev gören birçok proteinin sentezinden sorumlu olan genlerdir. Bu 

genlerin maruz kaldığı nokta mutasyonu, insersiyon, translokasyon veya gen 

amplifikasyonu gibi genomik değişimler onkogenlerin aktif olmasına sebep olmaktadır 

(29). Onko-proteinlerin (onkogen ürünleri) ortak özellikleri hücre bölünmesi ve 

büyümesinin düzenlendiği yolları etkileyerek malingnitenin oluşması ve ilerlemesine 

katkı sağlamaktır. Onkogenlerden bazıları; büyüme faktör reseptörü (EGFR,ERB-B2); G 

proteinleri (RAS, GSP, GİP); sitoplazmik tirozin kinazlar (SRC, ABL, LCK); Ser/Thr 

kinazlar (RAF-1 MOS, PİN-1); transkripsiyon faktörleri (C-MYC, FOS, JUN, ERBA-1) 

olarak tanımlanmıştır (30). 1969'da Knudson ilk olarak sporadik ve kalıtsal 

retinoblastomların gelişim kinetiklerine dayanarak TSG'lerin varlığını ortaya atmıştır 

(31). İlerleyen yıllarada ise retinoblastoma 1 (RB1) geninin klonlanmasıyla birlikte 

karsinogenez için “iki vuruş (two-hit)” modeli açıklanmış  ve klasik olarak, TSG'lerin 

inaktivasyonu sadece genin her iki kopyası da kaybolduğunda fenotipte etkisini 

göstereceği tespit edilmiştir (32). Kanserde, TSG'nin bir kopyasının inaktivasyonu, 

genellikle genin geri kalan kopyasının kaybı ve ardından tümör fenotipinin ortaya 

çıkmasına sebep olmaktadır (33). TSG'lerden bazıları; apoptozis/ hücre döngüsü CDKI 

2A (sikline bağlı kinaz inhibitörü 2A) (34), TP53 (tümör proteini 53) (35), RB1, TRAF7 

ve CASP8; kromatin modifikasyonu (ARID1A/B/2, ASXL1, ATRX, CREBBP, 

KDM5C, KDM6A, MEN1, MLL2/3, SETD2, TET2, WT1, BAP1); DNA hasarı onarımı 

(ataksi telanjiektazi mutasyona uğramış [ATM], ataksi telanjiektazi ve Rad3 ile ilişkili 

[ATR], BRCA1/2, mutL homolog 1 [MLH1] 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); dönüştürücü büyüme faktörü‐β (SMAD2 / 4); ve transkripsiyonel düzenleme 

(GATA3 ve RUNX1) olarak tanımlanmıştır (27). 
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2.1.2. Kanserin Genetik Yapısı 

Kanser gelişimi genellikle genetik mutasyon ve çoklu genlerin anormal ekspresyonu ile 

ilişkilidir. Kanserleşen bir hücrenin sahip olduğu özellikler, çoğalma sinyalinin 

sürdürülmesi, büyüme baskılayıcılarından kaçış, bağışıklık sisteminden kaçma, hücresel 

ölümsüzlüğün etkinleştirilmesi, kanserleşmeyi destekleyen inflamasyon, invazyon ve 

metastazın aktivasyonu, yeni damar oluşumunun tetiklenmesi, genetik kararsızlık ve 

mutasyonlar, hücresel ölüme direnç ve enerji metabolizmasını değiştirme olarak 

sayılabilir. Kanserleşen bir hücrenin gösterdiği özellikler şekil 2.1’de  özetlenmiştir. (36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Kanserleşen bir hücrenin gösterdiği özelliklerin şematik gösterimi. (36). 

 

2.1.2.1. Çoğalma Sinyalinin Sürdürülmesi 

Kanser hücrelerinin en temel özelliği, kronik proliferasyonu sürdürme yeteneklerinin 

olmasıdır (36). Normal hücreler, hücre büyümesi ve bölünme döngüsüne girmeyi ve 

ilerlemeyi uyaran büyümeyi teşvik edici sinyallerin üretimini ve salınmasını dikkatlice 

kontrol eder, böylece hücre sayısının homeostazisini ve normal doku fonksiyonunun 

korunmasını sağlar. Bunun aksine kanser hücreleri, bu sinyallerin kontrolsüzce 
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salınmasını sağlayarak büyüme ve çoğalmayı sürekli hale getirir (37). Ayrıca kanser 

hücreleri büyümeyi teşvik edici sinyallerin olmadığı durumlarda dahi bu sinyallerin 

bağlandığı reseptörlerin mutasyona uğraması ile sürekli bölünme halini devam ettirir. 

Kanser hücreleri, çoğalma sinyallerini bir dizi alternatif yolla sürdürme kabiliyeti 

kazanabilir: Bunlardan ilki, kendileri büyüme faktörü ligandları üretebilirler, bu da 

otokrin proliferatif uyarıma yol açar. Alternatif olarak, kanser hücreleri, kanser 

hücrelerine çeşitli büyüme faktörleri sağlayarak, tümörle ilişkili stroma içindeki normal 

hücreleri uyarmak için sinyaller gönderebilir, bu da parakrin proliferatif uyarıma yol açar 

(37, 38). 

 

2.1.2.2. Büyüme Baskılayıcılarından Kaçış 

Kanser hücreleri, büyüme teşvik edici sinyallerini indükleme ve sürdürme özelliğinin 

yanı sıra, hücre proliferasyonunu baskılayıcı genlerden (TSG) kaçma ve hayatta kalma 

eğilimdedir. En iyi tanımlanmış ve hücre bölünmesindeki görevleri aydınlatılmış TSG’ler 

RB ve TP53 genleridir ve hücre döngüsünün kontrolü ve düzenlenmesinde önemli rol 

oynarlar. Her ikiside hücrelerin çoğalma kararını onaylayan ya da aksi durumda yaşlanma 

ve apoptotik programları aktive emrini veren merkezi kontrol noktalarıdır (36). RB 

proteini, çeşitli hücre dışı ve hücre içi kaynaklardan gelen sinyalleri birleştirir ve yanıt 

olarak, bir hücrenin büyüme ve bölünme döngüsü boyunca ilerleyip ilerlemeyeceğine 

karar verir (39, 40). RB, büyük ölçüde hücre dışından kaynaklanan etmenlere karşı 

büyüme baskılayıcı etki gösterirken TP53, hücrenin hücre içi denetim sistemlerinde 

fonksiyon gösteren stres ve anormallik durumlarında (genom hasarında artış, glikoz veya 

oksijenasyon yetersizse) koşullar normale dönene kadar hücre döngüsünün ilerlemesini 

baskılayıcı etki gösterir (41). Ayrıca hücresel kararsızlık devam ettiği sürece TP53, DNA 

onarım mekanizmasını tetikleyerek hasarın ortadan kalkmasını sağlar aksi durumda ise 

programlı ölüm yolağını “apoptozis” tetikleyerek hücrenin ölmesi kararını verir (42). 

Normal hücrede, hücre döngüsü hücre sayısını dengede tutabilmek birçok aşamada 

kontrol edilir. Kanser hücrelerinde ise bu kontrol noktalarında kritik görevleri olan 

genlerde meydana gelen mutasyonlar hücre döngüsünün kontrol noktalarından kolaylıkla 

geçmesini ve hatta hiçbir büyüme teşvik edici sinyaline gerek duymadan döngüyü 

tamamlamasına sebep olur (35). Böylelikle kanser hücreleri sınırsız bölünme özelliğini 

kazanmış olur. 
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2.1.2.2.1. Hücre Döngüsü 

Hücre döngüsü, bir hücrenin genomunu çoğalttığı, büyüttüğü ve iki yeni hücreye böldüğü 

olaylar dizisidir. Yaşamın en temel özelliklerinden birini kapsar. Hücre bölünmesinin asıl 

amacı, bir sonraki kuşağa genetik bilginin doğru ve eksiksiz olarak aktarılmasıdır. Hücre 

döngüsü genel olarak G1–S-G2 (interfaz) ve mitotik (M) fazlarına ayrılır (43). İnterfaz 

sırasında hücre, büyüme ve DNA replikasyonu yoluyla bölünmeye hazırlanır. G1 (Gap1) 

fazı, sitokinezin sonu ile S fazının başlangıcı arasındaki boşluktur. Hücrenin DNA 

replikasyonu ve yeni oluşacak hücre için gerekli proteinlerin sentezinin yapıldığı ve aynı 

zamanda bir hücrenin tekrar bölünmesine veya dinlenme fazı G0'a geçmesine karar 

verildiği fazdır. G1'i DNA sentezi (S) fazı takip eder. S fazı sırasında DNA replikasyonu 

meydana gelir ve her kromozom birbirine bağlı iki kardeş kromatidden oluşur. G2 fazı, S 

fazının sonu ile mitoz başlangıcıdır. Bu fazda hücre, RNA ve proteinler gibi mitoz için 

gerekli proteinleri sentezler ve DNA yoğunlaşarak paketlenir. M fazında kardeş 

kromatidler hizalanır ve profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak üzere beş 

mitotik aşamayı geçirdikten sonra sitokinez ile hücrenin bölünmesi tamamlanır. G1, S, 

G2 evreleri (interfaz) hücre döngüsünün %90'nını kapsar ve 16-22 saat sürer, mitoz 

bölünme ise 1-2 saat sürmektedir (44). 

Hücre döngüsü, G1/S, S/G2 ve G2/M geçişlerinde kontrol edilerek, hücre döngüsünün ve 

bölünmesinin kaderi belirlenir. Hücre döngüsünün kontrolü genel olarak protein 

kinazların fosforillenmesi tarafından kontrol edilir. Kontrolde görevli protein kinazlar; 

siklinler (siklin D, E, A, B), siklin bağımlı kinazlar (CDK) (CDK4, CDK6, CDK2, 

CDK1) ve siklin bağımlı kinaz inhibitörleri (CDKI) (INK4/ARF; p15 INK4, p16 INK4, p18 

INK4, p19 INK4 ve CIP/KIP; p21Cip, p27Kip1, p57Kip2) dir (45). 

Siklinlerin, MPF (olgunlaşmayı ilerleten faktör (düzenleyici “siklin” ve katalitik 

birimden “siklin bağımlı kinaz”)) tarafından periyodik yapım/yıkımları ve ilişkide 

bulundukları siklin bağımlı kinazların fonksiyonlarının düzenlenmesini sağlar. Hücre 

döngüsü ilerlemesini yürüten merkezi makineler, sikline bağlı kinazlardır (CDK'ler). 

Bunlar DNA sentezini ve mitotik ilerlemeyi teşvik etmek için anahtar substratları 

fosforile eden serin / treonin protein kinazlardır (46). Hücre döngüsünde, siklin bağımlı 

kinazlar kendi başlarına bulunduklarında inaktiftir, ancak siklinlere bağlandıklarında 

etkinleşir ve böylece işlevsel MPF (siklin-CDK) bileşenleri oluşur. CDKI’ler; siklin-
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CDK kompleksini doğrudan etkileyerek CDK’ların fosforilasyonu ve/veya 

defosforilasyonu şeklinde düzenlenmesini sağlar (Şekil 2.2) (47).  

 

 

Şekil 2.2. Hücre döngüsü fazları ve bu fazların kontrolünde rol oynayan siklinler, CDK 
ve CDKI’nın şematik gösterimi. 

 

2.1.2.3. Bağışıklık Sisteminden Kaçma 

Bağışıklık sisteminin yeni başlayan neo-plazilerin, geç evre tümörlerin ve mikro-

metastazların oluşumuna ve ilerlemesine direnmesinde veya yok edilmesinde oynadığı 

rolü henüz aydınlatılamamıştır (36). Uzun süredir devam eden “bağışıklık gözetleme” 

teorisi, hücrelerin ve dokuların bağışıklık sistemi tarafından sürekli olarak izlenmesini ve 

yeni başlayan kanser hücrelerinin ve dolayısıyla yeni doğan tümörlerin büyük 

çoğunluğunu tanımak ve ortadan kaldırmaktan sorumlu olduğunu ileri sürmektedir. Bu 

mantığa göre, ortaya çıkan solid tümörler, bir şekilde bağışıklık sisteminden gizlenerek 

immünolojik öldürmenin boyutunu sınırlandırabilir ve böylece immünolojik ölümden 

kaçınabilirler. Bu teoriye göre, bazı kanser türlerinin immünite yetmezliği çeken 
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bireylerde aniden artış göstermesi neo-plazilerde bozuk bağışıklık cevabına kanıt olarak 

gösterilebilir (48). Özellikle, CD8+ sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler), CD4 + Th1 yardımcı 

T hücreleri veya doğal öldürücü (NK) hücrelerin geliştirilmesi veya işlevindeki 

eksikliklerin her biri tümör insidansında belirgin artışa sebep olmaktadır. Ayrıca immün 

yetmezlik kanser oluşumuna ve tümör görülme sıklığının artmasına neden olabilir (49).  

 

2.1.2.4. Hücresel Ölümsüzlüğün Etkinleştirilmesi 

Normal vücut hücrelerinin yaşam döngüsü “büyüme, farklılaşma ve ölüm” üçgeninden 

oluşurken kanser hücreleri bu kuralı yok sayarak limitsiz bir şekilde çoğalabilme 

eğilimindedir. Normal hücrelerin yaşam döngüsü sonunda yaşlanması ve yaşlanmaya 

bağlı ölmesi telomer kısalmasına bağlı olduğu gösterilmiştir. Ayrıca yapılan çalışmalar 

telomerler uzunluğunun hücre ölümsüzlüğü ile orantılı olduğunu göstermektedir (50). 

Telomerler, birçok ardışık hekzanükleotid tekrarlarından oluşur ve özel bir DNA 

polimeraz enzimi olan telomeraz tarafından replike edilir (50). Telomeraz enzim etkinliği 

hücre yaşlanmasına bağlı olarak azalır. Ancak, kanser hücreleri gibi ölümsüz ve sınırsız 

bölünme kabiliyetine sahip hücrelerde önemli derecede etkin olan bir enzimdir. Kanser 

hücrelerinde artmış telomeraz aktivitesi hücre yaşlanmasını durdurarak apoptoza karşı 

direnç geliştirmektedir. Kanser hücrelerinde telomeraz aktivitesi durdurulduğunda ise 

telomer boylarında kısalma sonucu yaşlanma ve hücre ölümüne neden olmaktadır (36).  

 

2.1.2.5. Kanserleşmeyi Destekleyen İnflamasyon 

İnflamasyon, neoplastik dokunun oluşması için tümör mikro-çevresine biyo-aktif 

moleküller sağlayarak (büyüme teşvik edici faktörler, hücre ölümünü baskılayıcı 

sağkalım faktörleri, anjiyogenezisi uyarıcı faktörler, anjiyogenezi, istila ve metastazı 

kolaylaştıran hücre dışı matrisi modifiye edici enzimler) zemin hazırlar. İltihaplanma bazı 

durumlarda neoplastik ilerlemenin en erken aşamalarında belirgindir ve yeni başlayan 

neoplazilerin gelişimini, tam gelişmiş kanserlere teşvik edebilir (51). Ayrıca 

inflamasyonlu hücreler, yakındaki kanser hücreleri için aktif olarak mutajenik olan 

kimyasalları, özellikle reaktif oksijen türlerini serbest bırakabilir ve yüksek malignite 

durumlarına doğru genetik değişimleri hızlandırabilir. Bu haliyle, inflamasyon, 

hücrelerin kanserleşmesine teşvik edici bir özellik olarak düşünülmektedir (36). 
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2.1.2.6. İnvazyon ve Metastazın Aktivasyonu  

Kanser hücreleri, lokal invazyon ve uzak metastaz yapabilmeleri için, hücrelerinin tipik 

olarak şekillerini, diğer hücrelerle olan bağlantılarını ve hücre dışı matrikse 

bağlanmalarını (ECM) değiştirerek uyum sağlarlar. Kanser hücrelerine bu süreçte 

epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT) ve E-cadherin molekülü aracılık eder. İyi tanımlanmış 

bir hücre-hücre yapışma molekülü olan E-cadherin, tümör baskılayıcı protein olarak 

fonksiyon görmekle birlikte, tümör hücrelerinde ekspresyonunun kaybı, EMT ile ilişkili 

olarak, tümör ilerlemesi ve metastazı sırasında sıklıkla görülür (52, 53). Sonuçta ortaya 

çıkan hücre-hücre yapışma kaybı ve E-cadherinin zayıf hücre bağlantılarının oluşmasına 

ve hücrelerin primer tümörden ayrılarak çevre dokuları istila etmesine ve uzak bölgelere 

göç etmesine izin verdiğine inanılmaktadır (54, 55).  

EMT; embriyonik gelişim, yara iyileştirme gibi normal biyolojik koşullarda ve kanser 

ilerlemesi (invazyonu, metastazı ve anjiyogenezi) sırasında olağanüstü bir hücresel 

plastisisite örneği gösterir (56). Epitel hücrelerinin komşu hücrelere bağlantılarını 

gevşettiği, apiko-basal polariteyi kaybettiği ve invazyon-metastaz kaskadının ilk adımını 

oluşturduğu dramatik hücresel değişiklikleri içerir (57). EMT’nin göstergesi olarak 

birçok molekül tanımlanmış ve bunlardan en önemlisi E-cadherin’dir. E-cadherin en iyi 

bilinen epitel hücre belirtecidir ve EMT sürecinde çoğunlukla az ifade edilmektedir. 

Hücrelerde E-cadherin azalması, epitel hücrelerin göç kapasitesi kazanması ile doğrudan 

ilişkilidir. Mezenkimal hücre belirteçlerinden olan Snail, Slug, ZEB1, Twist, Vimentin 

ve fibronektin; E-cadherin ifadesini baskılayarak hücrelere esnek bir yapı kazandırır ve 

hücre göçüne zemin hazırlar. Kanser hücreleri uzak doku ve organlara göç etmek için 

EMT’yi aktifleştirdiği yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. Ayrıca kanser tedavisi için 

EMT’nin baskılanmasının oldukça önemli olduğu önerilmiştir (58). 

 

2.1.2.7. Anjiyogenezin Tetiklenmesi 

Anjiyogenez ya da vaskülojenez, fizyolojik bir süreç olup var olan kan damarlarından 

tomurcuklanma yolu ile yeni kapiller damar oluşumu veya tümör hücrelerinin yeni damar 

oluşturması olarak tanımlanabilir. Büyüme/gelişme, yara iyileşmesi ve menstirüyal 

döngüsü gibi birçok fizyolojik süreç için normal bir mekanizma olan anjiyogenez, sedef 

hastalığı, diyabetik retinopati ve kanser gibi patolojik durumlarda da görülür. Tümör 

oluşumunda her oluşan yeni damar hayati öneme sahiptir, çünkü kanser hücrelerinin 
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çoğalması, metastatik yayılması, yeterli miktarda oksijen ve besin kaynağına ve hatta atık 

ürünlerin çıkarılmasına bağlıdır (59).  Anjiyogenez hem aktivatör hem de inhibitör 

molekülleri tarafından düzenlenir. En iyi bilinen pro-anjiyogenik faktörler: Vasküler 

endotelyal büyüme faktörü A (VEGFA), basit fibroblast büyüme faktörü (bFGF), 

anjiyojen, dönüştürücü-transforming büyüme faktörü (TGF)-α, TGF-β, tümör nekroz 

faktörü (TNF)-α’dır. Anti-anjiyogenik faktörler ise: Anjiyostatin, angiopoietin-2, 

endostatin, interferon, trombosit faktörü 4, thrombospondin-1 (TSP-1), -2 (TSP-2), 

prolaktin, Interleukin-1 (IL-1), -4 (IL-4), -12 (IL-12), fibronectin , metalloproteinase 

inhibitor (TIMPs) olarak tanımlanmıştır (60). Anjiyogenik aktivatör ve inhibitör 

faktörleri arasındaki denge bozulduğunda invazyon ve metastaz kapasitesinde artışa 

neden olmaktadır. Kanser tedavi stratejileri arasında anjiyogenezin baskılanması ve 

tümör büyüme durdurucu yeni ilaçlarlar kullanılmaktadır (60). 

 

2.1.2.8. Genetik Kararsızlık ve Mutasyonlar 

Normal bir hücrenin kanserleşmesi, büyük ölçüde neoplastik hücrelerin genomlarında 

meydana gelen mutasyonlara bağlıdır. Buna göre, çok aşamalı tümör progresyonu, etkin 

bir mutant genotipin elde edilmesiyle tetiklenen bir dizi klonal artış olarak ifade edilebilir 

(36). Kalıtsal fenotipin oluşması, mutajenik ajanların yanı sıra tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonu, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları gibi epigenetik 

mekanizmalara da bağlıdır (61).  Genomik kararlılık, DNA hasarını tespit etme ve çözme 

yeteneği sayesinde, her oluşan yeni hücreye aktarılacak DNA’nın mutasyon oranının çok 

düşük olmasını sağlar (34). Kanser hücreleri tümör oluşumunu düzenlemek için gerekli 

olan mutant genlerini elde ederken, sıklıkla mutasyon oranlarını arttırır ve hücrelerde 

genomik karasızlığı tetikler. Bu durum kritik genlerde mutajenik maddelere karşı artan 

duyarlılık ve DNA onarım sisteminde (örn.TP53- genom bekçisi) bir veya daha fazla 

hatanın oluşması ile meydana gelmektedir. Ayrıca bu süreçte yaşlanma ve apoptozisten 

kaçış gibi denetim mekanizmalarından taviz verilerek mutasyon birikimi sağlanır (62). 

 

2.1.2.9. Hücresel Ölüme Direnç   

Apoptoz ile hücre ölümünün programlanması, kanser gelişimine doğal bir engel teşkil 

etmektedir. Kanser hücreleri, DNA onarım mekanizmasının asıl sorumlusu olan TP53’ün 



14 

 

etki mekanizmasını ortadan kaldırarak apoptozise karşı direnç geliştirir (63). Bu şekilde 

hasarlı DNA’ya sahip sınırsız çoğalma kapasitesiyle sağ kalım sürelerini uzatarak 

kontrolsüz hücre bölünmesini devam ettirirler  (64). 

 

2.1.2.10. Enerji Metabolizmasını Değiştirme 

Neoplastik hastalığın temelini oluşturan kronik ve sıklıkla kontrolsüz hücre 

proliferasyonu, sadece hücre çoğalmasının düzensiz kontrolünü değil, aynı zamanda 

hücre büyümesi ve bölünmesini hızlandırmak için enerji metabolizmasının ayarlamasını 

içerir. Aerobik koşullar altında, normal hücreler glikozu sitozolde glikoliz yoluyla ve 

daha sonra da mitokondride enerjiye dönüştürür; anaerobik koşullar altında ise, glikoliz 

tercih edilir ve mitokondriye nispeten daha az gönderilir. Otto Warburg’a göre kanser 

hücresinin enerji metabolizması, oksijenin varlığında glikoz metabolizmasını yeniden 

düzenleyerek enerji üretimini glikoliz yoluyla sınırladığını açıklamış ve bu mekanizmayı 

“aerobik glikoliz” olarak isimlendirmiştir (65).  

Kanser hücrelerinin enerji metabolizmasını yeniden programlaması oksijenin 

varlığında/yokluğunda tek enerji üretim sistemini tetikleyerek hayatta kalmasına ve 

gerekli enerjiyi üretmesine olanak sağlamaktadır. Kanser hücrelerinin oksijenin 

varlığında sadece glikoliz yolağını tercih etmesi, mitokondriyal oksidatif fosfosrilasyona 

göre yaklaşık 18 kat daha az ATP verimliliği mantıksız gelse de kanser hücreleri enerji 

verimini arttırmak için glikoz taşıyıcılarından olan GLUT1’i aşırı ifade ederek glikozun 

sitoplazmaya geçişini arttırır (65). Glikolize dayalı bu enerji metabolizmasına “Warburg 

etkisi” denilmektedir. 

 

2.2. Şaperonlar 

Moleküler şaperonlar, proteinlerin katlanmasını kolaylaştıran veya polipeptitleri stabilize 

ederek hatalı katlanmalarını engelleyen protein ailesidir (66). Proteinler, çok yönlü ve 

yapısal olarak karmaşık biyolojik makromoleküller olup hemen hemen tüm biyolojik 

süreçlere dahil olmaktadır. Memeli hücreleri tipik olarak, ribozomlar üzerinde 

sentezlenen 200.000 farklı protein türünü eksprese ettiği bilinmektedir (2). Bu 

proteinlerin fonksiyonel olması için “native state-ilk hal” yapılarının üç boyutlu (3D) 

hallerine katlanması gerekmektedir (2). Protein katlanması ve proteom bütünlüğünün 
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korunması (proteostaz) şaperonların karmaşık ağına bağlıdır (67). Şaperonlar, protein 

katlanması sırasında eksik veya yanlış katlanmış proteinlerin belirlenmesi, onların 

tutulması ve daha sonra kendiliğinden yeniden katlanması için serbest bırakılması veya 

ortadan kaldırılması için moleküler makineler olarak iş görmektedir (68). Ökaryotik grup 

II şaperon TRiC (ayrıca CCT ya da c-cpn olarak da bilinir), sitozolik protein katlanması 

ve üç boyutlu yapısını kazanmasında hayati rol oynamaktadır (Şekil 2.3)(4)(69) . 

CCT/TRiC; CCT1 (α), CCT2 (β), CCT3 (γ), CCT4 (δ), CCT5 (ε), CCT6 (ζ), CCT7 (η) 

ve CCT8 (θ)’den oluşan ve her biri yaklaşık 60 kDa ağırlığında sekiz farklı alt birim 

içeren arka arkaya iki tane halkadan meydana gelen 16 alt birimli bir komplekstir  (5). 

CCT/TRiC, hücrede yeni sentezlenen polipeptitlerin yaklaşık %15’inin doğru 

katlanmasında rol aldığı bilinmektedir.Tanımlanmış CCT/TRİC subsratlarından bazıları; 

hücre iskelet proteinlerinden α, β ve γ-tubulinler, α ve β-aktinler (6, 7),  sinyal 

proteinlerinden cyclin E (8), cyclin B ve p21ras (9), polo-benzeri kinazlar 1 (Plk1) (10), 

von Hippel-Lindau tümör supressor proteini (VHL) (11), cdc20  (12), histon deasetilaz 

(13) ve STAT3 proteinleridir (14). Ayrıca, CCT/TRiC kompleksi hücre döngüsünün G1/S 

faz geçişi sırasında (15), hücre proliferasyonunun inhibisyonunda, hücre canlılığının 

azalmasında, hücre döngüsünün durmasında ve hücresel apoptozisin tetiklenmesinde 

oldukça önemli olduğu gösterilmiştir (16).  

 

 

 

Şekil 2.3. CCT/TRiC kompleksinin moleküler yapısı (69). 

 

2.2.1. CCT3 Geni 

CCT3 geni (CCTG; PIG48; TRIC5; 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) sürümü kullanılarak 156292687-156398757 bölgeleri arasında bulunduğu 

gösterilmiştir (Şekil 2.4.) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/CCT3). 

Şekil 2.4. CCT3 geninin kromozomda bulunduğu kısım, ekzon ve intron kısımlarının 
şekilsel gösterimi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/CCT3). 

CCT3, hücresel proteostazisin korunmasında merkezi rol oynayan moleküler şaperon 

CCT/TRiC kompleksinin alt birimlerinden biridir (17). CCT3; hücre bölünmesi, 

proliferasyonu ve apoptozis yolaklarında görevli proteinlerin doğru katlanmasını 

katalizleyen bir şaperon proteinidir (18, 19). 

2.3. Kodlamayan RNA’lar 

İnsan genom projesi sonucuna göre, genomun yaklaşık %2’lik kısmı protein kodlayan 

gen bölgelerini oluştururken diğer kısımlarının protein kodlamayan bölgeler olduğu tespit 

edilmiş ve bu bölgeler “çöp (junk) DNA” olarak isimlendirilmiştir. Amerikan Ulusal 

İnsan Genomu Araştırma Enstitüsü (The National Human Genome Research Institute, 

NHGRI), 2007 yılında insan genom dizisinde tüm fonksiyonel kısımlarını belirlemek 

için, ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Project) projesi adında bir kamu 

araştırma konsorsiyumu başlattı (70). Bu projenin amacı, insan genomunun %98’ini 

oluşturan ve kodlanmayan RNA (noncoding-RNA) olarak adlandırılan bu bölgelerin 

tanımlanmasıdır. İlk başlarda yardımcı moleküller olarak bilinen nc-RNA’lar, ökaryotik 

hücrelerin moleküler mekanizmalarının düzenlenmesinde kritik rollerinin olduğu 

gösterilmiştir. Bu RNA molekülleri, karmaşık üçüncül yapıları nedeniyle proteinlerin 

belirli bölgelerine bağlanarak onların fonksiyonel olarak düzenlenmesinde rol oynayan 

çok yönlü moleküllerdir. Dahası, farklı proteinler ile ribo-kompleks oluşturarak veya özel 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/CCT3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/CCT3
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DNA-RNA dizilimlerine bağlanarak birçok farklı moleküler yolakda gen ifadesinin 

düzenlenmesinde görev alırlar (71). Nc-RNA’lar incelendiğinde, normal hücrelerde 

birçok moleküler olaylarda etkin rol (gelişimsel olarak düzenlenme) oynadığı ve X-

inaktivasyonu, kromatin yapısal düzenleme, kromozom organizasyonu, genomik 

imprinting (damgalanma) ve DNA/histon metilasyonu, embriyonik gelişim, 

transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen ifadesinin düzenlenmesinde işlevlerinin 

olduğu bildirilmiştir (72). Tanımlanmış bazı nc-RNA’lar; miRNA (MikroRNA), siRNA 

(Küçük Müdahaleci RNA), lncRNA (Uzun kodlanmayan RNA) ve piRNA(Piwi-

etkileşimli RNA)’lardır (73). 

 

2.4. miRNA (Mikro RNA) 

miRNA, 1993 yılında iki bağımsız grup tarafından yürütülen çalışmada toprak solucanın 

(Caenorhabditis elegans)’da gen ekspresyonunun transkripsiyonel düzenleyicisi olarak 

keşfedilmiştir (74-78). Yapılan çalışmalarla yüzlerce miRNA, virüs, bitki ve hayvanlarda 

tanımlanmış ve bu sayı her geçen gün artmaktadır (76, 79-87). miRNA’lar 18-24 nükleotit 

uzunluğunda, protein kodlamayan tek iplikçikli RNA molekülleridir. miRNA’lar 

transkripsiyon sonrası salınan RNA moleküllerinin işlenmesi sonucu oluştur ve post-

transkripsiyonel modifikasyonda görev yapmaktadır. Dahası; miRNA’lar embriyogenez, 

organogenez, gelişme, hücre farklılaşması, sağkalım, hücre ölümü I (apoptozis), hücre 

ölümü II (otofaji), hücresel yaşlanması, metabolizma gibi çeşitli biyolojik olayların 

kontrolünde de görev aldıkları yapılan çalışmalar ile bulunmuştur (88-90). Hücre tipi ve 

fonksiyonuna göre miRNA’ların birçok hedef mRNA’sı olduğu artık bilinmektedir (91, 

92). Böylelikle insan mRNA kütüphanesinin (transkriptom) neredeyse yarısı miRNA’lar 

tarafından düzenlendiği gösterilmiştir. miRNA-mRNA etkileşiminin araştırıldığı bazı 

çalışmalara göre miRNA’ların, hedef mRNA’nın sıklıkla 3’UTR (translasyon olmayan-

un-translated region) bölgesine bağlanarak mRNA’nın yıkılmasına veya translasyonel 

olarak baskılanmasına sebep olduğu bildirilmiştir (93). Ancak son yıllarda yapılan 

çalışma sonuçlarına göre miRNA’lar mRNA’ların farklı bölgelerine bağlanıp, 

hedefledikleri mRNA’nın moleküler yolaklardaki özelliğine göre tümör baskılayıcı veya 

onkogenik özellik kazanabildiği raporlanmıştır. Fonksiyonları bir onkogenin 

ekspresyonunu kontrol etmek olan bu miRNA’ları “tümör baskılayıcı miRNA’lar” olarak 

isimlendirilmiştir. Bu miRNA’ların fonksiyonları araştırıldığında ekspresyonlarının 
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azalması hedefledikleri onkogenin ekspresyonunun artışına sebep olarak tümör 

oluşumunu tetikledikleri tespit edilmiştir (89, 94-96). Bunun tersi fonksiyon gösteren 

miRNA’lar ise, “onko-mir” olarak isimlendirilmiş ve bu grupta yer alan bazı miRNA’lar 

incelendiğinde kanser gelişiminde etkin rol oynadıkları bulunmuştur. Ayrıca bu 

miRNA’lar bir tümör baskılayıcı genin baskılanmasını sağlayarak kanserleşmeyi 

arttırdığı bildirilmiştir (94-96). 

 

2.4.1. miRNA’nın Genomik Organizasyonu 

miRNA’lar kromozomlar üzerinde tek tek veya kümelenmiş olarak konumlanmıştır. Bu 

durum miRNA’ların gen ifadelerini ve hücre için fonksiyonlarını etkilemektedir (74, 80, 

85, 97). miRNA genleri  tüm kromozomlarda (Y kromozomu hariç) dağınık halde 

yerleşik (97) olup yaklaşık yarısı polisistronik olarak transkripsiyona uğradıkları tespit 

edilmiştir (97, 98). Kromozomlar üzerindeki lokasyonlarına göre; intergenik, ekzonik ve 

intronik olarak sınıflandırılmaktadırlar (Şekil 2.5.) (99). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.5. Kromozomlar üzerindeki lokasyonlarına göre miRNA’ların sınıflandırılması. 
A. İntergenik miRNA'ların genomik bölgelerdeki yerleşimi. B. İntronik miRNA'lar, 
ekzon aralarında bir veya daha fazla sayıda bulunmaktadır. C. Eksonik miRNA'lar, diğer 
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yerleşim bölgelerine göre çok daha nadirdir ve çoğu zaman bir ekzonik bölgede 
bulunmaktadır (99, 100). 

2.4.2. miRNA’nın Biyogenezi  

MiRNA'lar kodlamayan RNA ailesinden olup, mRNA'ların 3’UTR dizilerine bağlanarak 

mRNA’ların parçalanması veya translasyonel olarak baskılanması şeklinde görev alırlar 

(91, 101). miRNA genlerinin %30’nun ekspresyonları intronik bölgelerde olurken 

yarısında fazlasının ekspresyonları miRNA’ların bulunduğu gen lokuslarından 

sentezlenmektedir (90).  MiRNA genlerinin çoğunluğu, çekirdekteki RNA polimeraz II 

(Pol II) tarafından sentezlenir (DNA polimeraz III tarafından sentezlenen miRNA’larda 

tanımlanmıştır) (Şekil 2.6.) (102, 103). İlk sentezlenen miRNA’lar, primer (pri-

miRNA'lar) olarak sentezlenir (yaklaşık 1kb’dan daha uzun) ve  5’ ucuna 7mG şapkası, 

3’ ucunada poliA kuyruğu eklenerek enzim yıkımından korunur (91, 101, 104-106). Bu 

ilk transkripten tek bir miRNA yada ortak bir birincil transkriptten işlenen iki veya daha 

fazla miRNA sentezlenmektedir (101). Dahası, uzun pri-miRNA’lar, RNaz III enzim 

ailesine üye olan Drosha ve bu enzimin esas kofaktörü, çift sarmallı RNA (dsRNA- 

double stranded RNA) bağlayıcı protein DGCR8 (DiGeorge Syndrome critical region 8) 

tarafından işlenir (107-109). İki adet RNAaz III (IIIa ve IIIb) domaini içeren Drosha 

enzimi, her biri yaklaşık 60-70 bç uzunluğunda firkete (saç tokası) şeklinde öncül RNA 

(pre-miRNA)’ların oluşmasını ve  3’ ucunda bir çıkıntıya sahip olmalarını katalizler (107, 

108, 110, 111). Sonrasında bu pre-miRNA’lar Ran-GTP bağımlı bir protein olan exportin 

5 (XPO5) tarafından sitoplazmaya taşınır (112-114). Sitoplazmaya geçen pre-miRNA 

ileri işlenme basamağı için, Dicer1 (endonükleaz) enzimi tarafından kesilir ve tam 

komplementer olmayan yaklaşık 20-21 baz uzunluğunda miRNA/miRNA dubleksi 

oluşturur (115). Dicer1 enzimi ayrıca TRBP (Transactivation- responsive RNA-binding 

protein) ile ilişkilidir. Pre- miRNA’ların işlenmesinde ve miRNA ile indüklenen susturma 

kompleksinin (miRISC) oluşmasında, Dicer'in Argonaute proteinleri (AGO1, AGO2, 

AGO3 veya AGO4) ile fiziksel olarak köprülenmesinde görev yapmaktadır (116-118). 

Memelilerde AGO2 proteini oldukça güçlü RNaz benzeri endonükleaz aktiviteye sahiptir 

ve pre-miRNA’nın işlenmesinde Dicer1 enzimi ile birlikte çalıştığı düşünülmektedir 

(109, 119). miRNA/miRNA dubleksinin, bir zinciri işlevsel diğeri ise rehber olarak 

isimlendirilir ve TRBP, Dicer ve AGO 1-4 enzimleri yardımıyla hangi miRNA zincirinin 

miRISC’e aktarılacağı bu enzimler tarafından belirlenir (89, 101). Bu enzimlerin 

aktarılacak olan miRNA zincir seçimi ise zincirlerden 5’ucu daha kararlı olanın seçilmesi 
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yönündedir (102, 109, 118). MiRISC kompleksi hedef mRNA ile eşleşme sağlayarak 

transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyonda işlev göstermektedir (101). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. miRNA Biyogenezi (101). 

 

2.4.3. miRNA’nın Fonksiyonları 

Olgun miRNA’ların fonksiyonel olarak aktivite göstermesi hedef mRNA ile olan dizi 

komplementerliğine bağlı olarak değişiklik gösterir (120). Olgun miRNA’nın miRISC 

kompleksine eklenmesiyle, mRNA’nın hücre içi fonksiyonunu etkileyerek ilgili genin 

protein traslasyonunun engellenmesine yada mRNA’nın yıkılmasına neden olmaktadır 

(120). MiRNA- mRNA etkileşimi (Şekil 2.7.), mRNA’nın 3’UTR, ORF(open reading 

frame) veya 5’UTR bölgelerine tam olmayan komplementerlik translasyonun 

baskılanmasına veya bu etkileşim tam komplementerlik göstermesi halinde ise  

miRISC/Ago-2 enzim aktivitesi ile mRNA’nın yıkılmasına sebep olmaktadır (121, 122). 

 

 

 (102,103). 
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Şekil 2.7. miRNA-mRNA komplementerliği (123). 

 

2.4.4. miRNA’nın Hedef mRNA ile Eşleşmesi ve Veri Tabanları 

MiRNA hedef mRNA’ya standart olmayan baz çifti ile etkileşime girer (92).  

MiRNA’ların 5’ nükleotid bölgeleri oldukça korunmuş ve 2-7 pozisyonunda (yaklaşık 6-

7 nükleotid) hedef mRNA’ya bağlanmada oldukça önemlidir (97). MiRNA ile hedef 

mRNA’nın etkileşime girmesi için dört çeşit uyuşum (seed-matched) dizisi vardır ve bu 

diziler 6mer, 7mer-m8, 7mer-A1 ve 8mer olarak isimlendirilmiştir (Şekil 2.8.A) (124-

126). 6mer dizi, miRNA uyuşum bölgesinde 6 nükleotidlik mükemmel eşleşme, iki tip 7 

mer dizisi içinde en iyi tanımlanmış 7mer-m8 dizisi 8. nükleotid pozisyonunda eşleşme 

sağlarken ,diğer etkili 7mer dizisi ise 7mer-A1 dizisi olup miRNA’nın 1. pozisyonunda 

bulunan Adenin nükleotidi ile eşleşme yapmaktadır (91, 92, 127). Son uyuşumlu dizi olan 

8mer dizisinde de 8.pozisyonda eşlemenin yanısıra 1. pozisyonda bulunan Adenin 

nükleotidi ile eşleşme yaptığı bilinmektedir (91, 92, 126, 128). Yapılan araştırmalar ve 

elde edilen bulgular doğrultusunda bu gruplar genişletilmiş ve yeniler eklenmiştir (Şekil 

2.8.B). Bu uyuşum dizilerinden olan Offset 6mer dizisi miRNA’nın 5’ucunun 3. veya 8. 

nükleotidleriyle eşleşme yapmaktadır (129). Bu dizilerin uyuşum etkililiği hiyerarşisine 

bakıldığında; 8mer> 7mer-m8> 7mer-A1> 6mer olarak sıralanmaktadır (128, 130). 

Ayrıca çok sık rastlanmayan miRNA’ların yaklaşık %4’ünde görülen alışılmamış 

3’ucunda 6-8 nükleotit bölgesine ek olarak (13-16 pozisyonlarında) Watson-Crick 

eşleşmesi yapmaktadır (127, 131). Bir diğeri ise 3’ ucunda yine 13-16 pozisyonlarında 
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Watson-Crick eşleşmesini dengelemek için bulunur ve böylece işlevsel bölge oluşturur 

(127, 131). 

Şekil 2.8. mRNA’nın etkileşime girdiği uyuşum (seed-matched) dizileri. A. Standart 
baz eşleşmesi. B. Standart olmayan baz eşleşmesi  (127, 129). 

 

miRNA’lar, mRNA’ların  genellikle  3’UTR bölgesine tamamlayıcı olup daha az da olsa 

egzonik bölgelere veya 5’UTR bölgesine bağlanama yaparlar. Bağlanma yaptıkları 

bölgeler genellikle mRNA’nın AU nükleotidlerince zengin ve katlanmaların olmadığı 

bölgeleri kapsar (96). Son yıllarda yapılan çalışmalardan elde edilen veriler 

doğrultusunda miRNA’ların özelliklerine göre hedefledikleri mRNA’ları bulmak için 

birçok veri tabanı ortaya çıkmıştır (91). Bu veri tabanları kullanılarak hangi miRNA’nın 

hangi mRNA’ları hedefleyebilecekleri tahmin edilebilmektedir (91). Bilindiği üzere bir 

mRNA birçok miRNA’nın hedefi olabilmekte ve bu miRNA’lar tarafından 

düzenlenebilmektedir (92). MiRNA’ların hedef mRNA’larını tespit etmek için kullanılan  

veri tabanlarında bazıları; TargetScan, miRWalk, miRBase, MiRanda ve Exiqon 

sayılabilir (89, 91, 132). Bu veri tabanları çoğunlukla sıkı uyuşum dizilerini dikkate 

alarak bağlanma ihtimali olan bölge sayısını vermekle birlikte bazıları çok daha gelişmiş 

olarak hedef bölgenin tipini, miRNA’ların eşleşme kararlılıkları gibi ek özellikleri de 

belirtmektedir (91, 128). 

 

2.4.5. miRNA’nın Düzenlenmesi 

Ökaryotik hücrelerde, miRNA’nın düzenlenmesi transkripsiyon ve post-transkripsiyon 

aşamalarında yapılmaktadır (133, 134). MiRNA’nın traskripsiyonu ve işlenmesi (5’ 

ucuna 7mG şapkası ve  3’ ucuna poliA kuyruğu) mRNA’nın transkripsiyonu ve 
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işlenmesine benzer olarak düzenlenir (109). mRNA’ların yapısal düzenine benzer şekilde 

miRNA genlerininde promotor bölgeleri (CpG adacıkları), korunumuş dizileri (TATA 

kutusu), enhancır ve baskılayıcı elementlere sahiptir (109). miRNA genlerinde yapısal 

değişiklikler ve uğradıkları modifikasyon tipine göre hücre ve dokularda gösterdikleri 

etkileri değişmektedir. Promotor bölgesinde yer alan CpG adacıklarının metilasyon 

paterni miRNA’nın hücre içi fonksiyonu ve ekspresyonunu değiştirmektedir (135). 

MiRNA’nın hücresel fonksiyonlarının düzenlenmesinde birçok kontrol basamağı ile 

denetlenmektedir. Olgun miRNA oluşum sürecinde görevli enzimlerin (Drosha, Dicer, 

exportin-5, Ago1-4 vs.) aktivitelerinin düzenlemesi ilgili miRNA’nın ekspresyonunu 

arttırıcı veya azaltıcı yönde değiştirmektedir (Şekil 2.9.) (136). 

 

 

 

Şekil 2.9. miRNA’nın düzenlenmesi (134). 

 

2.4.6. miRNA ve Kanser İlişkisi 

miRNA’ların, hücre proliferasyonu başta olmak üzere birçok biyolojik süreçte etkili 

oldukları bilinmektedir. Bugüne kadar tanımlanmış miRNA’ların birçok hastalığın 

patogenezinde rol oynadığı gösterilmiştir (137). Kanser hücrelerinde düzensiz ifade 

edilen miRNA’lar, hücrenin proliferasyonu (138), farklılaşması (137) ve apoptozisin 

(139) düzenlenmesin, metastaz (140) ve anjiyogenezis mekanizmalarında görev 

(136). 
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yaptıkları bilinmektedir (141). Bu şekilde miRNA’ların düzensiz ifade edilmesi; 

kromozom delesyonları, onko-miRNA’ların aşırı ekspresyonu, miRNA’nın bulunduğu 

bölgedeki mutasyonlar, epigenetik baskılanmalar, hedefe özel miRNA’ların 

transkripsiyon faktörlerindeki düzensizlikler gibi çeşitli mekanizmalarla kanser 

gelişimini tetikledikleri gösterilmiştir (142, 143).  

Kanserleşme sürecine miRNA’ların katkıda bulunduğunun ilk kanıtı, 2001 yılında kronik 

lenfositik lösemili (KLL) hastalarında yapılan bir çalışma ile gösterilmiş ve KLL 

hastalarının %68’inde miR-15-a ve miR-16-1 ekspresyonlarının farklılığı tespit edilmiştir 

(144). miRNA’ların kanser patogenezindeki rollerini belirlemek için yapılan çalışmalar 

hız kazanmış ve kanser hücrelerinde miRNA ekspresyonu, normal hücrelere kıyasla 

düzensiz olduğu belirlenmiştir (145). Örneğin,  meme kanserinde (146), burkitt’s 

lenfomada (147), malign beyin tümörlerinde (148), tiroid kanserinde (149), akciğer 

kanserinde (150), prostat kanserinde (151) ve hepatosellüler karsinomda (152) kanser ve 

normal doku ve/veya miRNA ekspresyonları arasında farklılıklar bulunmuştur.  

miRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nın moleküler yolaklardaki özelliğine göre onkogenik 

veya tümör baskılayıcı olarak sınıflandırılmıştır (153, 154). Onkogen mRNA’ların 

ekspresyonlarını kontrol eden ve düzenlenmesinde görevli miRNA’lara “tümör 

baskılayıcı”, (örneğin; miR-145 (155), let-7 ailesi (156) ve miR-205 (157) ) bunun tersi 

mekanizmayla çalışarak hücrelerin kanserleşmesine sebep olan miRNA’lara ise “onko-

miR” (örneğin; miR-221/222 (158), miR-27a (159) ve miR-21 (160, 161) olarak 

isimlendirilmiştir (162).  

 

2.4.7. Hsa-miR-24-3p 

MiR-24, miR-189, miR-24-1 ve miR-24-2 kümesine ait olup 9. kromozomun q kolu 

(9q22.32) ve 19. kromozomun p kolundan (19p13.12) sentezlenmektedir. Tablo 2.1’de 

miR-24-3p’nin dizilimi verilmiştir.  

miR-24-3p’nin ikincil yapısı (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyuşum 

bölgesi (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) Şekil 2.10’da gösterilmiştir. 

 

 

http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl
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Tablo 2.1. miR-24-3p’nin dizilimi ve sap ilmik şeklini oluşturması. 
 

miRNA miR-24 Dizisi 

miR-24-1 
 
CUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAUUUUAC
ACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGAG  

miR-24-3p  

 
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

5p 
 

      g   g   a         ua     ucuca  

5' cucc gu ccu cugagcuga  ucagu     u 

   |||| || ||| |||||||||  |||||     u 

3' gagg ca gga gacuugacu  gguca     u 

       a  a   c         -c     cacau  

 
 
                                                                                       3p 

 
 

*Pre-miR-24 (saç tokası)’ün koyu renkli kısımları 5p ve 3p kolunun dizilimlerini vermektedir. 

 

miR-24-3p ile ilgili yapılan çalışmaların bazıları, akciğer kanseri (163), kolon kanseri 

(164), lakrimal adenoit sistik karsinoma (165), prostat kanseri (166) ve pankreatik duktal 

karsinomada (167) yürütülmüş ve kanser patogenezinde rol oynadığı gösterilmiştir. Bu 

çalışmalarda hücre proliferasyonu, migrasyon, invasyon, apoptozis ve ilaç dirençliliğinde 

rol oynayan genlerin negatif düzenleyicisi olarak kullanılmış ve tümör baskılayıcı gibi 

davrandığı tespit edilmiştir.  

Bu kanser türlerinde miR-24-3p’nin kanserli dokularda ekspresyon seviyesinin düşük 

olduğu ve karsinoma hücrelerelerinde bu miRNA’nın artışı hücre proliferasyonu ve 

koloni oluşumunu yavaşlatarak hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiştir (164, 166). 

Pre-miR-24 
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Şekil 2.10. miR-24-3p ikincil yapısı (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyuşum 
bölgesi (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 kümesine 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 verilmiştir.  

miR-128-3p ikincil yapısı (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyuşum bölgesi 

(http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) Şekil 2.11’de gösterilmiştir. 

 

http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl
http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl


27 

 

Tablo 2.2. miR-128-3p’nin dizilimi ve sap ilmik şeklini oluşturması. 

 

miRNA miR-128 Dizisi 

miR-128-1 

 
UGAGCUGUUGGAUUCGGGGCCGUAGCACUGUCUGAGAGG
UUUACAUUUCUCACAGUGAACCGGUCUCUUUUUCAGCUG
CUUC 
  

miR-128-3p  

 
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU  

 

  

5p 
 

  u    u      uuc       uag      cu       u  

5'  gagc guugga   ggggccg   cacugu  gagaggu u 

    |||| ||||||   |||||||   ||||||  |||||||   

3'  uucg cgacuu   cucuggc   gugaca  cucuuua a 

   c    u      uuu       caa      --       c  

 

                                                                                                       3p 
 

*Pre-miR-128 (saç tokası)’in koyu renkli kısımları 5p ve 3p kolunun dizilimlerini vermektedir. 

 

miR-128-3p’nin fonksiyonunu belirlemek için yürütülen çalışmaların bazılarında, prostat 

(166), neuroblastoma (168), glioma (169), retinoblastoma (170),  tiroid (171) ve meme 

kanserinin (172) prognozunda rolü olduğu belirlenmiştir. Kanser hücrelerinin bölünmesi, 

çoğalması, göçü, istilası, enerji metabolizması ve ölümü ile ilişkili birçok genin 

ekspresyonunu düzenlediği gösterilmiştir. İnvivo ve in vitro koşullarında yürütülen bir 

çalışmada artmış olan gen ekspresyonunun baskılanması sonucu tümör büyümesini 

yavaşlattığı ve hücre proliferasyonunu durdurduğu bulunmuştur (169).  

Ayrıca diğer kodlamayan RNA’ların hücre içi fonksiyonunu düzenleyerek metastazı ve 

hücre sağ kalımı düzenlediği tespit edilmiştir (170). Meme kanserinde yürütülen bir 

çalışmada, hücrelerde miR-128-3p’nin aşırı ekspresyonu hücre döngüsünde görevli siklin 

ve siklin bağımlı kinazların fonksiyonunu etkileyerek hücrelerin bölünmesini ve  motilite 

yeteneklerini baskıladığı bulunmuştur (172).  

 

 

 

 

Pre-miR-128 
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Şekil 2.11. miR-128-3p ikincil yapısı (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile 
uyuşum bölgesi (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl). 

 

2.4.9. Hsa-miR-149-5p 

MiR-149 kümesine ait olup 2. kromozomun q kolundan (2q37.3) sentezlenmektedir. 

Tablo 2.3.’de miR-149-5p’nin dizilimi verilmiştir.  

miR-149-5p ikincil yapısı (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile uyuşum bölgesi 

(http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl) Şekil 2.12’de gösterilmiştir. 

 

http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl
http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl
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Tablo 2.3. miR-149-5p’nin dizilimi ve sap ilmik şeklini oluşturması. 

miRNA miR-149 Dizisi 

miR-149 

 
GCCGGCGCCCGAGCUCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCCGUG
CUUGUCGAGGAGGGAGGGAGGGACGGGGGCUGUGCUGGG
GCAGCUGGA  

miR-149-5p  

 
UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC   

 
 
 
 
 
 
 
 

 

5p 
 

   g     -    g   u u g      g     a  g g   g  

5'  ccggc gccc agc c g cuccgu ucuuc cuccc ucuu  

    ||||| |||| ||| | | |||||| ||||| ||||| ||||  

3'  ggucg cggg ucg g c ggggca ggagg gaggg agag  

   a     a    g   u u g      g     -     - g    

 
                                                                                                       3p 

  

*Pre-miR-149 (saç tokası)’un koyu renkli kısımları 5p ve 3p kolunun dizilimlerini vermektedir. 

 

miR-149-5p’nin fonksiyon analizinin test edildiği çalışmalardan bazıları, tiroid kanseri 

(171), kolon adenokarsinoma (173), küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (174) ve 

hepatoselüler karsinomanın (173) gelişmesine ve ilerlemesine katkısı sağladığı 

gösterilmiştir. Bu miRNA’nın hücrede ekspresyonunun artması hücre proliferasyonu ve 

invazyonunu azalttığı bulunmuştur. Ayrıca kanserleşme sürecinde etkili olan diğer 

kodlanmayan RNA’ların fonksiyonlarını etkileyerek siklin, siklin bağımlı kinaz, pro- ve 

anti- apoptotik genlerin ekspresyonlarını düzenlediği tespit edilmiştir (173).  

Tümör başlanmasında ve ilerlemesinde kritik role sahip olan dairesel (circular) RNA’nın 

AKT/mTOR yolağını düzenleyerek, enerji homeostazisi, otofaji, proliferasyon, invazyon, 

apoptozis ve EMT geçişi üzerinde pozitif etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. ciRNA’nın 

miR-149-5p tarafından baskılanması sonucu hücrelerin malign özelliklerini bloke 

ettikleri tespit edilmiştir (175).  

 

 

 

Pre-miR-149 
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Şekil 2.12. miR-149-5p ikincil yapısı (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve CCT3 geni ile 
uyuşum bölgesi (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 tarafından 

apoptotik bir hücrenin, hücre membranı ile çevrili fragmanlara bölünmesini, bir ağacın 

yapraklarını dökmesine benzeterek Yunanca’da “düşmek, dökülmek” ve Latince’de 

“ağaç yapraklarının gövdeden ayrılması” anlamında kullanmışlardır (176-178). 

Apoptozis yada programlı hücre ölümü; inflamatuar bir yanıtı tetiklemeden hücrelerin 

genetik olarak belirlenmiş bir şekilde ortadan kaldırılmasını içeren “programlanmış”, çok 

http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmir.pl
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iyi regüle edilen ve evrimsel olarak korunmuş enerji bağımlı bir “hücre intiharı” 

programıdır (177). Apoptoziste hücre morfolojisi; çekirdek zarına yakın kromatin 

yoğunlaşması görülür ve kromatin yarımay/hilal şeklini alır (179). DNA endonükleazlar 

tarafından 180-200 bç veya katları şeklinde nükleozomal bölgelerinde kırılır. Ayrıca 

hücre zarında bulunan iyon kanallarının aktivasyonu bozulur ve hücre-hücre 

intraksiyonunu kaybedip büzülerek hacimlerinin 3’te 1’ini kaybederler. Hücre zarı 

tomurcuklanarak, sitoplazma ve parçalanmış kromatinden oluşan apoptotik cisimcikleri 

oluşturur (Şekil 2.13.)(180)(181). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.13. Transmisyon elektron mikroskobisi (TEM) ile alınan detaylı apoptotik hücre 
görüntüsü. A. Apoptotik hücre (2800x). B. Apoptotik hücre çekirdeğinin detaylı 
görüntüsü (5600x) (181). 

 

Çok hücreli canlılarda apoptozis, normal gelişim ve yaşlanma sırasında dokulardaki hücre 

popülasyonlarını korumak için homeostatik bir mekanizma olarak ortaya çıkmaktadır. 

Ayrıca immün reaksiyonlarda olduğu gibi savunma mekanizması olarak veya  hücrelerin 

zararlı ajanlar tarafından zarar gördüğünde meydana gelen bir mekanizmadır (182). 

Apoptozisi tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik çok çeşitli uyaran ve koşullar 

olmasına rağmen, tüm hücrelerin aynı uyarana yanıt olarak ölmesi beklenmemektedir 

(180). Radyasyon, sıcaklık, yetersiz oksijen ve kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar gibi 

hücreye zarar veren uyaranlar düşük dozlarda apoptozisi uyarırken yüksek dozda 

maruziyet nekroza sebep olmaktadır (183). 
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2.5.1. Apoptoziste Görev Alan Başlıca Mediatörler  

2.5.1.1. Kaspazlar 

Memeli hücrelerinde, apoptozise farklı biyokimyasal ve morfolojik değişikliklerden 

sorumlu olan bir dizi sistein proteaz aktivasyon kaskadı (kaspaz- Caspase: Cysteine-

Containing Aspartate Specific Proteases) aracılık etmektedir (184). Kaspazlar, sistein 

proteazlardır ve aspartik asitten sonra gelen peptid bağını kırarak aktivasyon gösterirler. 

Yapısal olarak bir pro-domain ve iki aktif alt birimden oluşan inaktif öncüllerden 

(zimojenler) oluşurlar. Pro-domain uzunluğuna ve aktivasyon mekanizmasına göre, 

“başlatıcı” ve “efektör” kaspazlar olarak iki gruba ayrılırlar. Başlatıcı kaspazlar, kaspaz 

aktive edici kompleksler içine alımlarına izin veren uzun bir pro-domain varlığı ile 

karakterize olup memelilerde dört apoptotik başlatıcı kaspaz vardır (kaspaz-2, -8, -9 ve -

10) (185, 186). Efektör kaspazlar (-3, -6 ve -7), iki büyük ve iki küçük alt birimin bir tek 

aktif tetramerde birleştirilmesine yol açan proteolitik bölünme ile aktive edilir (Şekil 

2.14.).Hücresel bütünlük kaybına neden olan geniş bir yelpazedeki hücresel proteinleri 

parçalayabilme (187) ve hücresel proliferasyonun yanısıra enflamatuar yanıt gibi diğer 

apoptotik olmayan işlemlere de aracılık ettikleri bilinmektedir (184). 

Kaspaz-aracılı apoptozun başlatılması dört yolak üzerinden gerçekleşmektedir; (1) 

mitokondriyal yolak (intrinsik yol), mitokondri zar yapısının bozularak geçirgenleşmesi 

ve sitokrom c’nin sitoplazmaya salınması ile karakterize edilir. Sitokrom c daha sonra 

"apoptozom" olarak bilinen çok proteinli bir kompleks oluşturur ve kaspaz kaskadı 

(kaspaz-9 ve -3)’nın aktivasyonunu sağlar; (2) Ölüm reseptörü yolu (ekstrinsik yol), hücre 

zarı üzerindeki ölüm reseptörlerine (FasR, TNFR1) ölüm sinyallerinin (FasL, TNF-alfa), 

bağlanmasıyla  (kaspaz 8 ve 3) aktive edilen yolak; (3) Endoplazmik retikulum (ER)’da 

kaspaz 2 ve 9'u aktive eden stres kaynaklı apoptotik yol; (4) Sitotoksik T lenfositleri ve 

doğal öldürücü hücreleri (Naturel killer-NK) tarafından salgılanan bir protez olan 

perforin/granzim B enziminin efektör kaspazları (kaspaz 10) aktifleştirdiği yolak (188). 
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Şekil 2.14. Başlatıcı/Efektör kaspazlar ve görev aldıkları yolaklar. 

 

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

Hücrede apoptozisin regülasyonu Bcl-2 gen ailesi tarafından sağlanmaktadır. Bu ailenin 

üyeleri; 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 tanımlanmıştır (Şekil 2.15.) (189).  

Anti-apoptotik genler; çekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondrinin dış zarında yer 

alan, uyarılmaları durumunda membranda por oluşumunu sağlayarak iyon transportunu 

arttıran düzenleyicilerdir. Ayrıca Ca++ konsantrasyonunu kontrol altında tutmanın 

yanısıra apoptoz indükleyici faktörler (AIF) ve sitokrom c’nin salınımını inhibe ederek 

apoptozisi engellerler. Pro-apoptotik genler ise tersi yönde çalışarak hücrenin programlı 

ölüm kaskadını aktifleştirici yönde çalışırlar (190). 
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Şekil 2.15. Bcl-2 gen ailesi üyeleri. 

 

2.5.1.3. Apoptozis İnhibitör Proteinleri (IAP) 

Apoptozis, değişken endojen ve eksojen uyaranlara cevap olarak tetiklenir ve üç kritik 

faktörün etkisi altında düzenlenir; IAP (apoptozis inhibitör proteinleri), IAP inhibitörleri 

ve kaspazlar. Bu faktörlerin düzenlenmesi, hücresel homeostazisi için oldukça önemlidir 

(180, 191). Tanımlanan ilk hücresel IAP, memeli nöronal apoptoz inhibitör proteinidir 

(NAIP). NAIP'nin keşfedilmesinden bu yana, insan IAP gen ailesine yedi üye daha 

eklenmiştir; hücresel cIAP1; hücresel cIAP2; X'e bağlı apoptoz inhibitörü (XIAP); IAP 

benzeri protein 2 (ILP-2); Ubikuitin eşlenik enzimi içeren BIR (BRUCE / Apollon); 

Survivin ve Livin (ML-IAP) (Şekil 2.16.) (192).  

IAP'lerin, apoptozisin temel uygulayıcıları olan hem başlatıcı hem de efektör kaspazlarını 

baskılayabilen tek endojen proteinlerdir. Hücresel IAP'ler (cIAP1 ve cIAP2) ve XIAP 

kaspaz aktivitesinin düzenlenmesinde benzer rollere sahiptir, aynı zamanda NF-kB 

yolağının düzenlenmesinde de rol oynarlar. Bu inhibitör proteinleri, kaspazların (-2,-3,-7 

ve -9) aktif bölgesine bağlanarak proteolitik fonksiyonlarını inhibe ederler (193).  

BH4 BH3 BH1 BH2 TM 
Anti-Apoptotik 

Pro-Apoptotik 

BH3 domain 

Bcl-2; Bcl-XL 

Bax; Bak 

Bim; Bik; Bnip3 

Bid; Bad; Puma; Noxa 
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Şekil 2.16. IAP ailesi üyeleri 

 

IAP inhibitörleri, sağlıklı hücrelerin mitokondrilerinde bulunan ve çekirdek tarafından 

transkripte edilen hücre içi protein ailesidir. IAP inhibitörlerinden ikisi; Smac/DIABLO 

(second mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein with low pI) ve 

HtrA2(Omi) (high temperature- regulated A2/Omi)’dir. Smac/DIABLO: Hücrede 

apoptozis tetiklendiğinde sırada sitoplazmaya salınan (sitokrom c ile birlikte) bir 

mitokondri proteinidir. Sitokrom c’nin salınması mitokondri zar yapısının bozulduğunu 

ve kaspaz -9 /-3’ün aktivasyonunun olduğunu gösterir. Sitokrom c ile birlikte salınan bu 

protein IAP’lerin inhibisyonunu sağlar ve kaspaz aktivasyonu ile apoptozisin 

tetiklenmesine olanak sağlar (194).  

HtrA2 (Omi): kaspaz aktivasyonu sağlayan protein olarak tanımlanmış ve sağlıklı 

hücrelerin mitokondri zarları arasında yer alarak proteolitik hasarı engelleyen protein 

grubudur. Hücrede apoptozis uyarısından sonra bozulan mitokondriden sitoplazmaya 

geçerek, XIAP (X’e bağımlı IAP)’nin kaspaz -9 üzerindeki etkisini inhibe ederek çalışır 

(Şekil 2.17.) (195). 
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Şekil 2.17. IAP, IAP inhibitörleri ve kaspazların etkileşimi. 

 

2.5.1.4. TP53/TRP53 ve PARP 

Tümör protein 53/ Transformasyonla ilişkili protein 53 (OMIM no. 191117), hücresel 

stres formlarına cevap olarak aktive edilen ve apoptozis, yaşlanma, DNA onarımı, hücre 

proliferasyon ve otofaji dahil olmak üzere çeşitli hücre fonksiyonlarını düzenleyen bir 

transkripsiyon faktörüdür (196). Hücrede DNA hasarı olduğunda, TP53 proteini 

doğrudan DNA’ya bağlanarak hasarı tanımlar ve ilk olarak S fazına geçişi bloke ederek 

tamir için gerekli zamanı kazanır hasar tamiri olmadığı durumda ise apoptozisi uyararak 

hasarlanmış hücreler yok edilir (197). Bunun yanısıra bir tümör baskılayıcı gen olarak 

çalışan TP53 mutasyona uğradığı zaman hücre kontrolsüz bir şekilde bölünmeye devam 

eder ve yaşam süresini uzatır (Şekil 2.18.). Kanser, nörodejeneratif hastalıklar, iskemi, 

kolestaz ve ateroskleroz gibi patolojik durumların tümü, TP53 disfonksiyonunun belirgin 

bir rol oynadığı düzensiz apoptozis seviyeleri ile güçlü bir şekilde ilişkili olduğu 

raporlanmıştır (198).  



37 

 

 

 

 

 

Şekil 2.18. DNA hasarı veya diğer stres faktörlerinin etkisi ile değişen TP53 gen 
ekspresyonu. 

 

Poli(ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) (OMIM no. 173870); DNA tamir mekanizması, 

genomik stabilite kontrolü, apoptozis ve hücre proliferasyonu gibi anahtar hücresel 

işlevlerde görev yapan bir enzim ailesinin üyesidir (199). PARP, tek zincir DNA 

kırıklarına (SSB'ler) cevap olarak baz eksizyon onarımında (BER) yer almakla birlikte 

DNA ligaz III, DNA polimeraz β’dan oluşan BER kompleksinin bir bileşenidir  (200).  

Hücre içerisinde aşırı PARP aktivasyonu; NAD+/ATP'nin tükenmesine, kalsiyum 

dengesizliğine, mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) ve fonksiyonunun 

kaybına ve apoptoz-indükleyici faktörün (AIF) salınmasına neden olarak spesifik bir 

programlanmış hücre ölüm yolunu aktive etmektedir (kaspaz bağımsız hücre ölüm yolu) 

(Şekil 2.19.) (201). 
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Şekil 2.19. Kaspaz bağımsız hücre ölümü. 

 

2.5.2. Apoptozis Mekanizmaları 

Hücrede apoptozisin başlatılması için hücrenin çeşitli uyaranlar tarafında uyarılması 

gerekir. Bu hücresel uyarılar; hücre içi uyarılarla (hücre içi; Ca++ düzeyinde artış, pH 

seviyesinde ve oksijen seviyesinde azalış (hipoksi), hücre döngüsünde bozukluklar ve 

DNA hasarı) olduğu gibi hücre dışı uyarılardan da (büyüme faktörleri ve hayatta kalma 

sinyallerinin azlığı, ölüm reseptörlerinin aktivasyonu (FasR/FasL ve TNFR1/ TNF-alfa, 

sitotoksik T lenfosit/ NK hücreleri tarafından granzim B/perforin enzim aktivasyonu ve 

kimyasal/çevresel faktörler) kaynaklanabilmektedir (Şekil2.20.) (202). 
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Şekil 2.20. Apoptozis mekanizmaları. 

 

2.5.2.1. Mitokondriyal Yolak (Intrinsic Pathway) 

Mitokondriyal yolak, mitokondride çok çeşitli sinyallerin üretilmesi ve bu sinyallerin 

hücre içi hedeflere doğrudan etki etmesi ile uyarılan hücre ölüm tipidir. Bu yolağın 

uyarılmasında  negatif uyaranlar olan büyüme faktörleri ve hormonların (trofik faktörler) 

bulunmaması apoptotik baskılama kaybını sağlarken, pozitif uyaranlardan, uv/iyonize (x 

ışını) radyasyon, hipoksi, genotoksik ajanlar ve serbest radikaller ise doğrudan 

apoptozisin uyarılmasını sağlar (180). Bu uyaranların tamamı, mitokondri membran 

potansiyelinin (MMP) bozulmasına, mitokondri dış zarında por açılmasına ve pro-

apoptotik proteinlerin zarlar arası yüzeyden sitozole salınmasına sebep olur (203). 

Apoptotik uyarının alınmasından sonra pro-apoptotik proteinlerden Bid, Bcl-2’yi 

baskılayarak Bax/Bak’ı aktifleştirir. Aktifleşen bu pro-apoptotikler, mitokondri zarında 

por oluşumunu uyararak zar potansiyelinin değişmesine, iç ve dış mitokondri zarı 
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arasından proteinlerin salınmasına neden olurlar. Mitokondriden sitozole; sitokrom c, 

IAP inhibitörleri (Smac/DIABLO ve HtrA2(Omi)), Endo-G (Endonükleaz-G) ve AIF’nin 

salınımını uyarır (204). Sitokrom c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktör)’e 

bağlanarak apoptozom kompleksini (heptamerik protein halkası) oluşturur. Bu kompleks, 

sitozolde bir kaspaz kaskadı oluşumunu uyararak kaspaz-9 ve 3’ün aktivasyonunu sağlar 

(205). IAP inhibitörleri, IAPs’leri inhibe ederek apoptozisin hızlanmasını sağlar (206). 

AIF ve Endo-G proteinleri çekirdeğe yerleşerek, DNA’nın  (~50-300kb) parçalanmasına 

ve kromatinin yoğunlaşmasına neden olur (207). Mitokondriyal yolakta apoptozun 

tetiklenmesi, kontrolü ve düzenlenmesi Bcl-2 protein ailesi üyeleri ve mitokondride 

görevli proteinler aracılığıyla gerçekleşmektedir (180). 

 

2.5.2.2. Ölüm Reseptör Yolu (Extrinsic Pathway) 

Ekstrinsik yolak, transmembran reseptör-aracılı etkileşimleri sonucu meydana gelir ve en 

iyi karakterize edilmiş ligandlar ve karşılık gelen ölüm reseptörleri FasL/FASR, TNF- 

α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5 olarak tanımlanmıştır (180). 

Reseptör aracılı ölüm yolağında mekanizması en iyi aydınlatılmış olanları; FasL/FASR 

ve TNF-α/TNFR1 modelleridir. FasL, TNF-α gibi ölüm ligandlarının plazma 

membranındaki reseptörlerine ((TNFR1+ TNF-α) ve (FASR+ FasL)) bağlandıkları 

zaman reseptörlerin homolog trimerizasyonuna neden olurlar (208).  FASR ve TNFR1 

sitoplazmik adaptör proteinleri olan FADD (Fas-ilişkili ölüm domain- Fas-associated 

death domain protein) ve TRADD (TNF reseptör-ilişkili ölüm domain- TNF receptor-

associated death domain) ile ölüm efektör bölgesinin dimerizasyonu ile pro kaspaz-8 ile 

birleşir. Prokaspaz-8'in otokatalitik aktivasyonu ile sonuçlanan bir ölüm indükleyici 

sinyal kompleksi (DISC) oluşur. Prokaspaz-8 üzerinden efektör kaspaz (kaspaz -7 ve -3) 

aktivastonu sağlayarak apoptozisi tetikler veya aktif kaspaz-8’in pro-apoptotik gen 

aktivasyonu (Bid --> tBid) ile mitokondri membran potansiyelini bozarak sitokrom c’nin 

sitoplazmaya salınması ve sırasıyla başlatıcı (kaspaz -9) / efektör (kaspaz -7 ve -3) kaspaz 

aktivasyonu ile hücre ölümünü aktifleştirir  (Şekil 2.21.)(209). 
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Şekil 2.21. Ölüm Reseptör Yolu. ((FASR+ FasL) ve (TNFR1+ TNF-α)) bağlanması ile 
aktif kaspaz-8’in hem aktif kaspaz-3’ün substratlarına yönelmesi hemde Bid’in 
mitokondriye transportu- Bax ve Bad’in apoptozom oluşumu için prokaspaz-9 ve Apaf-
1’i uyarması- Mitokondriden sitokrom c salınımı- Apoptozom oluşumu- Hücrenin 
apoptozise girmesi. 

 

2.5.2.3. Stres Kaynaklı Yolak (ER Pathway) 

Endoplazmik retikulum (ER); proteinlerin sentezlenmesi, katlanması, olgunlaşması ve 

taşınmasında görev yapan çift zarlı bir organeldir. ER'yi etkileyen fonksiyonel ve yapısal 

bozulmalar, ağır koşullarda apoptotik programı aktive edebilen veya hücre döngüsünü 

durdurabilen spesifik bir stres tepkisi vermektedir (210). ER stresi, transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonuna, Bax/Bcl-2 ailesi proteinlerinin ve ER ile ilişkili kaspazların 

(kaspaz -2 ve -3) da dahil olduğu çeşitli sinyallerin salgılanmasına neden olmaktadır 

(211). ER stresi, Ca++ 'nın  ER lümeninden salınmasını ve mitokondri matriksinde 

birikmesi ile mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)’nin bozulmasına sebep olan en 

güçlü indükleyicilerinden biridir (212). Sonuç olarak ER stresi; Pro-apoptotik gen 

ailesinin aktif olmasına ve “geri dönüşü olmayan” apoptotik ölüme neden olan fizyolojik 

ve pato-fizyolojik stres uyarıcılarını oluşturur (Şekil 2.22.)  (213). 
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Şekil 2.22. ER stresi. 

 

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

Sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler) ve doğal öldürücü (NK) hücreleri, viral patojen veya 

transforme olmuş hücrelere karşı savunma için gerekli olan ortak sitotoksik yolları 

paylaşan efektör lenfositlerdir. Her iki hücre tipinde ölüm mekanizmasını, efektör (örn. 

Fas ligand) ve hedef hücre arasında doğrudan temas sağlayarak gerçekleştirir (214). İlk 

olarak, (Granül-ekzositoz yolu) sitoplazmik granül toksinler - perforin olarak bilinen 

membranı parçalayan bir protein - ve yapısal olarak ilişkili serin proteaz ailesinden olan 

granzimler, çeşitli substrat özelliklerine sahip bir ekzositoz tarafından salgılanır ve 

birlikte hedef hücrenin apoptozise (apoptotik sistein proteazlarının (kaspazlar) 

aktivasyonu ile) gitmesini sağlarlar (215). İkinci yol ise, FASR gibi hedef hücre ölüm 

reseptörlerinin, FAS ligand (FasL) gibi ligandları ile, klasik kaspaza bağımlı apoptozu 
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aktive ederek hedef hücrenin çekirdek zarının bozunmasına ve DNA fragmantasyonuna 

sebep olur (Şekil 2.23.) (216). Granzim, hedef hücrelerin apoptozunu tetiklemek için 

gereklidir, ancak bunlar uygun şekilde perforin tarafından iletilmeye bağlıdır. Granzim 

B, kaspaz aktivasyonunu dolaylı olarak tetikler. Bunu, Bid gibi Bcl-2 ailesinin pro-

apoptotik üyelerini aktive ederek sağlar. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Bax/Bak proteinlerini 

aktive ederek mitokondri membran potansiyelinin bozulmasına ve sitokrom c gibi pro-

apoptotik mitokondriyal mediyatörlerinin sitozole sızmasına ve akış aşağı kaspaz 

aktivasyonuna sebep olurlar. Bununla birlikte granzim A ise perforinle sinerjik olarak 

kaspaz bağımsız olarak apoptozun tetiklenmesinde görev almaktadır (217). 

 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

Şekil 2.23. Perforin/Granzim Yolağı.
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 
 

 

Kronolojik Olarak Yapılan Deneylerin Sıralaması; 

• Hücrelerin kültüre edilmesi 

• mRNA izolasyonu ve CCT3 gen ekspresyon profilinin çıkartılması ve data analizi 

• CCT3 gen ifadesi yüksek olan hücrelere miRNA’ların kendilerinin (mimik) 

transfeksiyonu 

• miRNA transfeksiyonun doğrulanması 

• Apoptozis yolağının tetiklendiğinin veya susturulduğunun gösterilmesi 

 

Çalışmada Kullanılan Cihazlar; 

• Sınıf II biyogüvenlik kabini (Tel Star) 

• CO2’li  37℃ inkübatör (Thermo Scientific) 

• İnverted ışık mikroskobu (Olympus CKX41) 

• Su banyosu (Memmert) 

• 37℃ inkübatör (Memmert) 

• Flouresans mikroskop ve görüntüleme sistemi (Olympus U-RFL-T) 

• Soğutmalı santrifüj (Thermo Scientific) 

• PCR (Applied Biosystems) 

• Real time PCR (Qiagen Rotorgene) 

• Vorteks ve Mini santrifüj (Isolab) 

• Spektrofotometre (Nano Drop) 

• Flow sitometri (BD Facs Via) 

• -80 Buzdolabı (Nüve) 

• -20 Buzdolabı (Arçelik) 

 

Çalışmada Kullanılan Kimyasallar; 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose-DMEM (Sigma Aldrich) 

• RPMI 1640 (Sigma Aldrich) 

https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/applied-biosystems.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/applied-biosystems.html
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• Hank’s Balanced Salt Solutions-HBSS (Sigma Aldrich) 

• Fetal Bovine Serum-FBS (Sigma Aldrich) 

• Penicillin/Streptomycin (Sigma Aldrich) 

• L-Glutamine (Sigma Aldrich) 

• Tripsin EDTA (%2.5)( Sigma Aldrich) 

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

 

3.1. Hücre Kültürü ve Koşulları 

3.1.1. Sterilizasyon  

Hücreler açılmadan ve besiyeri hazırlanmadan önce laminar kabin sterilizasyonu için 30 

dk UV ve %70’lik etil alkol (Sigma Aldrich, ABD) kullanılmıştır. Steril edilen laminar 

kabinde kullanılacak malzemeler %70 alkolle silinerek içeri alınmıştır. Hücre kültürü 

çalışmaları için temin edilen sarf malzemeler 0,22 μm ve 0,45 μm por çapına sahip 

filtreler (Sartorius AG, Almanya) kullanılarak kullanılacak olan sıvı malzemelerin (Fetal 

Bovine Serum, Penicillin/Streptomycin ve L-Glutamine) (Sigma Aldrich, ABD) 

sterilizasyonu sağlanmıştır. 

3.1.2. Hücre Kültürü 

3.1.2.1. Besiyerinin Hazırlanması 

Hücreleri kültür kaplarında büyütmek için gerekli olan kimyasallar tablo 3.1.’deki 

miktarlara göre hazırlanmıştır. Her hücre hattı için besiyeri ortamı (DMEM-F12 ve RPMI 

1640) ayrı ayrı hazırlanarak kullanılmıştır.  

 

Tablo 3.1. Besiyeri kimyasal ve miktarları. 

Besiyeri İçeriği Hacim 

DMEM-F12/RPMI 1640 500ml 

FBS(Fetal Bovine Serum) 50ml (%10) 

Penicillin/Streptomycin (Antibiyotik) 5ml (%1) 

L-Glutamine 5ml (%1) 
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3.1.2.2. Hücrelerin Çözülmesi 

Çalışmada ATCC’den temin edilip stokladığımız tablo 3.2’de belirtilen hücreler 

kullanılmış olup morfolojik görüntüleri şekil 3.1’deki gibidir. Sıvı azot tankından 

çıkarılan donmuş haldeki hücreler 37 °C’de çözülerek laminar kabin içerisine alınmıştır. 

Hücrelerin büyümesi için hazır hale getirilen DMEM-F12/RPMI 1640 (Sigma Aldrich, 

ABD) besiyerine hücreler aktarılarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edilip süpernatant 

uzaklaştırılmıştır. 

Pellet el yardımı ile hafifçe vurularak homojenize edilip 4 ml besiyerinde süspanse hale 

getirilmiştir. Süspansiyondan alınan hücreler (10µl) ve %5’lik Tripan-Blue (10µl) (Sigma 

Aldrich, ABD) karıştırılarak thoma lamında (Marienfeld, Almanya)  hücre canlılığı 

değerlendirilerek 25 cm2’lik flaska 5 ml DMEM-F12/RPMI 1640 besiyeri eklenip 37 °C’ 

de %5 CO2 ve %95 nemli ortam içeren inkübatörde kapağı hafif açık olacak şekilde 

inkübasyona bırakılmıştır. Hücreler tüm flaskın yüzeyini kapladıktan sonra 75 cm2’lik 

flaska almak için, 25 cm2’lik flask içerisindeki besiyeri çekilerek flaskın yüzeyine 

yapışmış halde bulunan hücreler 2 ml  HBSS (Sigma Aldrich, ABD) ile yıkanmıştır.  

HBSS uzaklaştırıldıktan sonra 1ml tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, ABD) ilave edilerek 

flask yaklaşık 2 dk inkübatörde bekletilip mikroskobik olarak hücrelerin flask yüzeyinden 

ayrılıp ayrılmadıkları kontrol edilmiştir. Hücrelerin yüzeyden ayrıldıkları mikroskobik 

olarak gözlendikten sonra, besiyeri eklenerek hücrelerin flask yüzeyinden kalkması 

sağlanmıştır.  

Falkon tüpe aktarılarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek süpernatant  

uzaklaştırılırak pellet el yardımı ile hafifçe vurularak homojenize edilmiştir. Falkon tüpe 

yaklaşık 10-12 ml besiyeri eklenip 75 cm2’lik flaska aktarılarak 37 °C’ de %5 CO2 ve 

%95 nemli ortam içeren inkübatörde %80-90 konfluens olana kadar inkübe edilmiştir. 

Hücre çoğalması tamamlandıktan sonra deney grupları oluşturmak için ilgili plakalara 

ekim yapılmıştır. 
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Tablo 3.2. Farklı kanser ve normal hücre soyları. 

 

Hücre Soyu ATCC Adı 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 Hücresi Normal  

CRL-4010 hTERT-HME1 Meme Epitel Hücresi 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 Hücresi Normal 

HEPG-2 HB-8065 Karaciğer Kanseri Hepatoselüler Karsinom 

SNU-423 CRL-2238 Karaciğer Kanseri Hepatoselüler Karsinom 

HGC-27 - Mide Kanseri Gastrik Karsinom 

A549 CCL-185 Akciğer Kanseri Karsinom 

BEAS-2B CRL-9609 Akciğer Epitel Hücresi Bronş Normal 

HELA CCL-2 Rahim Kanseri Adenokarsinom 

ECC-1 CRL-2923 Rahim Kanseri Adenokarsinom 

HUVEC CRL-1730 Göbek Kordon Endotel 
Hücresi 

Normal  
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Şekil 3.1. Çalışmada kullanılan bazı hücrelerin morfolojik görüntüleri 
(http://www.atcc.org/ internet sitesinden alınmıştır). 
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3.1.2.3. Hücre Sayımı 

Santrifüj işleminin ardından elde edilen pellet tüpün kenarlarına yavaşça vurularak 

homojenize hale getirilip üzerine 5 ml besiyeri eklenmiştir.  Hücre sayımı için 10 µl hücre 

süspansiyonu ve 10 µl %0,5’lik Trypan-Blue karışımı hazırlanarak  thoma lamında ışık 

mikroskobu altında boyanmamış (canlı) hücreler sayılmıştır. Elde edilen hücre sayısı 

kullanılarak hücre süspansiyonunun mililitresindeki (ml) hücre sayısı belirlenmiştir. 

Sonuca göre DMEM-F12/RPMI1640 besiyeri ile seyreltilerek deney için uygun steril 

plaklara ekim yapılmıştır. 

1 ml’deki hücre sayısı = A x B x 104 

A:Canlı hücre sayısı 

B: Dilüsyon faktörü (Trypan-Blue)(x2) 

 

3.1.2.4. Hücrelerin Stoklanması 

Çoğaltılan hücreler deneylere başlamadan önce stok solüsyonu eklenerek 2ml’lik cryo 

tüplere aktarılıp sıvı azotta muafaza edilmiştir. Stok solüsyonu hazırlamak için 25 ml 

FBS, 20 ml DMEM-F12/RPMI1640 (Antibiyotik ve L-glutamin eklenmemiş) ve 5 ml 

DMSO (Sigma Aldrich) kullanılarak hazırlanmıştır. 

 

3.1.2.5. Hücre Ekimi 

Hücreler 75 cm2’lik flasklarda %80-90 oranında çoğalınca, tripsinizasyon ile kaldırılıp 1 

ml’de 1x105  hücre/kuyucuk (yapılacak deneye göre hücre sayısı ayarlandı) olacak  

şekilde steril plaklara ekilmiştir. 

 

3.2. Real Time PCR  

3.2.1. Total RNA İzolasyonu  

Total RNA izolasyonu üretici firmanın önerdiği protokol takip edilerek yapılmıştır. Bu 

aşamada ticari adı Qiagen RNeasy mini Kit (Cat No./ID:74104) (Qiagen GmbH, Hilden, 

Almanya) olan izolasyon kiti kullanılmıştır.  Kit seti içerisinde 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 bulunmaktadır. Kitin iş akış prosedürü aşağıdaki gibidir; 

1. Hücreler 75 cm2’lik flasklarda %80-90 oranında çoğalınca, tripsinizasyon ile 

kaldırılıp 6 kuyucuklu steril plaklara ml’de 1x105 hücre olacak şekilde ekim 

yapılarak bir gece 37 °C’ de %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkübe edilmiştir. 

2. Hücreler yeterli yoğunluğa ulaştıktan sonra tripsin enzimi kullanılarak kaldırılıp 

santrifüj yardımıyla çöktürülerek pellet üzerine 350-400 μl RLT (başlangıçta 

kullanılan hücre miktarı 5x106-1x107 arasında ise RLT miktarı 600 μl ‘ye 

çıkartıldı) eklenmiştir. Homojenizatörde 30 sn -1 dk homojen hale getirilmiştir. 

3. 1X katı kadar %70 etanol eklenerek pipetaj yapılarak tek seferde en fazla 700 μl 

örnek olacak şekilde 2 ml RNeasy Mini kolona yüklenmiştir. Oda sıcaklığında 

15-20 sn boyunca 8000 g’de santrifüj edilerek bu aşamaya tüm örnek bitene kadar 

devam edilmiştir. 

4. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona 700 μl Buffer RWT 

çözeltisi eklenip oda sıcaklığında 20 sn boyunca 8000 g’de santrifüj yapılarak 

toplama tüpünde biriken kalıntı atılmıştır. 

5. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona 500 μl Buffer RPE çözeltisi 

eklenerek yine oda sıcaklığında 15 sn boyunca 8000 g’de santrifüj edilmiştir. 

6. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona tekrar 500 μl Buffer RPE 

çözeltisi eklenip oda sıcaklığında 2 dk boyunca 8000 g’de santrifüj yapılarak 

toplama tüpünde biriken kalıntı atılmıştır. 

7. 1,5 ml’lik toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona 30-50 μl RNase içermeyen 

su eklenerek oda sıcaklığında 1 dk bekletilip 1 dk boyunca 8000g’de santrifüj 

yapılarak total RNA elde edilmiştir (bu işlem 2 aşamalı olarak yapılmıştır). 

 

3.2.2. mRNA’dan cDNA Sentezi 

Elde edilen total RNA içindeki mRNA’yı cDNA’ya çevirmek için kullanılmıştır. 

mRNA’dan cDNA elde etmek için Qiagen RT2 First Strand Kit (Cat No./ID:330404) 

(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanılmıştır. Kitin iş akış prosedürüne göre; Revers 

Transkriptaz PCR reaksiyonu 2 adımda gerçekleştirilmiştir (karışımının içerikleri tablo 

3.3. ve tablo 3.4.’de belirtilen şekilde hazırlanmıştır). 
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Tablo 3.3. Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karışımı-1.adım. 

Bileşenler                                                     Miktar 

RNA                                                           25-5000ng (1000ng kullanıldı) 

Buffer GE(genomik DNA eliminasyonu) 2 μl 

Rnaz/Dnaz içermeyen su Total 10 μl  

 

1. Tablo 3.3’de belirtilen bileşenler karıştırılıp 42°C’de 5 dk inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon bitiminde deney tüpleri, 1 dk soğuk blok üzerinde tutularak 2.adım 

karışımı hazırlanmıştır. 

 

Tablo 3.4. Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karışımı-2.adım. 

Bileşenler                                                     Miktar 

5X Buffer BC3 4 μl 

Control P2 1 μl 

RE3 Revers Transkriptaz Mix 2 μl 

Rnaz/Dnaz içermeyen su 3 μl 

Toplam 10 μl 

 

2. Tablo 3.4’te belirtilen bileşenler kullanılarak hazırlanan karışım (her bir örnek 

için 10 µl) 1.adım tüplerine eklenerek karıştırılmıştır. 

3. 42°C’de 15 dk ve 95 °C’de 5 dk’lık PCR koşulları uygulandıktan sonra cDNA 

elde edilmiştir. Real-Time PCR analizleri için her örnekten 1μl cDNA 

kullanılmıştır. 

 

3.2.3. Real-Time PCR (qPCR-mRNA) 

Polimeraz zincir reaksiyonu, genetik materyaller üzerinde seçilen bölgenin, kimyasal 

olarak sentezlenmiş olan oligonükleotid primerler ve polimeraz enzimleri kullanılarak, 

ısıl döngü (thermocycle system) ile canlı dışı (in vitro) koşullarda çoğaltma yöntemdir.  

qPCR; denatürasyon, primerin bağlanması (annealing) ve uzama (extension) olmak üzere 

üç basamakta oluşur. Arka arkaya tekrarlanan bu basamaklar ile cDNA parçacıklarının 

kopya sayısı üstel olarak artmaktadır. 
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3.2.3.1. Primer Tasarımı 

Gen ekspresyon primerleri; genin ifade edilip edilmediğini anlamak için kodlanan 

bölgelerin herhangi bir yerinde olabilir. Bu bağlamda primerler, NCBI veritabanında yer 

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

tasarlanmıştır. Kullanılan primerlerin ileri ve geri primer dizilimleri tablo 3.5.’de 

gösterilmiştir. Housekeeping gen olarak GAPDH geni kullanılmıştır. Apoptozis yolağı 

ile ilişkili genlerin ekspresyon düzeyine miRNA transfeksiyonu sonrasında bakılmıştır. 

 

Tablo 3.5. Gen Primer dizileri. 

Primer İleri 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 

 

Tasarımı yapılan primerlerin % GC oranı, Tm değerleri, ürün uzunlukları ve primer 

uzunlukları gibi primer özellikleri Tablo 3.6.’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.6. Tasarımı yapılan primerlerin özellikleri. 

Primer Adı Ürün boyutu (bç) Tm (oC) % GC Primer uzunluğu (bç) 

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 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/
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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 
P53 102 F        60.68 55 20 
  R        60.25 55 20 
GAPDH 141 F        59.10 55 20 
  R        60.53 55 20 

 

Eş zamanlı PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR cihazı (Qiagen GmbH, 

Hilden, Almanya) kullanılarak mRNA ekspresyonunu belirlemek için Tablo 3.7.’de 

belirtilen miktarlara göre qPCR karışımı hazırlanmıştır. 

 

Tablo 3.7. qPCR karışımı. 

Bileşenler Hacim (μl) 

SYBR Green Mastermix 5 

İleri Primer (10 μM) 0,3 

Geri Primer (10 μM) 0,3 

Rnaz/Dnaz içermeyen su 3,9 

cDNA  1 

Total 10,5 

 

 

Hazırlanan karışım 9.5 µl olacak şekilde uygun tüplere dağıtılarak, her hücre soyuna ait 

cDNA qPCR karışımı tüplere eklenmiştir. Tablo 3.8.’de belirtilen PCR koşullarında 

çalışılmıştır. 
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Tablo 3.8. qPCR Tepkime koşulları. 

 Sıcaklık (ºC) Süre  

Enzim aktivasyonu 95 10 dk  

Denatürasyon 95 15 sn  

Primer bağlanması 58 60 sn 40 döngü 

Primer uzaması 72 30 sn  

Erime eğrisi 72 5 dk  

 

3.2.3.2. mRNA Real-Time PCR Sonuçlarının Analizi 

Kısmi miktarlara dayalı yöntemde her hücre için ölçümü yapılan CCT3 genine ait Ct 

değerleri GAPDH genine ait Ct değerleri ile normalize edilmiştir. qRT-PCR gen 

ekspresyon düzeylerinin analizi için 2^-ΔΔCt (fold change-katlı değişim) formülü 

kullanılmıştır. Ekspresyonu artan hücre soylarına miRNA mimikleri transfekte edilmiştir. 

ΔCt = Hedef Gen - Housekeeping Gen 

2^-ΔΔCt = 2^-(Örnek ΔCt (Gen) - Kontrol ΔCt (Housekeeping Gen) 

 

3.2.3.3. Transfeksiyon Öncesi miRNA Ekspresyon Tayini 

CCT3 ekspresyonunun arttığı tespit edilen hücrelerden elde edilen total RNA’lar 

kullanılarak mi-cDNA sentezi yapılmıştır. qPCR ile hücrelere göre ekspresyon seviyeleri 

belirlenmiştir. 

 

3.3. CCT3 geni ile ilişkili miRNA seçimi 

miRNA databaseleri (http://www.targetscan.org), (http://mirwalk.umm.uni-

heidelberg.de), (http://www.microrna.org), (www.exiqon.com) ve (http://mirdb.org) 

kullanılarak gen ile ilişkilendirilmiş tüm databaselerde ortak olan miRNA’lar tespit 

edilmiştir. 

 

http://www.targetscan.org/
http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
http://www.microrna.org)/
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3.4. miRNA (mimik) transfeksiyonu 

CCT3 geni ile ilişki 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)  aşağıda belirtilen protokole göre hücrelere transfekte edilmiştir. 

1. Hücreler 75 cm2’lik flasklarda %80-90 oranında çoğaldıktan sonra tripsinizasyon 

ile kaldırılıp 12 kuyucuklu steril plaklara 0.8-3.105 hücre/ml (250.000) olacak 

şekilde ekim yapılarak transfeksiyon işlemine geçilmiştir (Reverse Transfection). 

2. (0,4 µl/1nmol) mimik-kontrol-scrambled miRNA transfeksiyonu için, 200µl 

hücre kültür medyumu ve 6 µl transfeksiyon reagent karıştırılarak 5-10 dk oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir (Deney grupları şekil 3.2’de gösterilmiştir.). 

3. İnkübasyon sonrasında hazırlanan bu karışım hücre ekili plaklara damla damla 

verilerek karıştırılmış ve 48 saat inkübe edilmiştir. 

4. Transfeksiyon kontrolü total RNA izolasyonu yapılarak ilişkilendirilmiş 

miRNA’nın ekspresyonuna bakılarak doğrulanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. Mimik transfeksiyon deney grupları (SF-WT:Hücre-Wild Type; NC:Negatif 
Kontrol-Scrambled miRNA; TR:Transfeksiyon Reaktifi). 

 

 

 

 SF-WT Scrambled 
miRNA (NC) 

Transfeksiyon 
reaktifi (TR) 

Hsa-miR-128-3p  Hsa-miR-24-3p  Hsa-miR-149-5p 
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3.4.1. Transfekte hücre soylarından miRNA izolasyonu ve transfeksiyonun 

doğrulanması 

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

hücre soylarından miRNA izolasyonu üretici firmanın önerdiği protokol takip edilerek 

yapılmıştır. Bu aşamada ticari adı Qiagen miRNeasy mini Kit (Cat No./ID:217004) 

(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanılmıştır. Kit seti içerisinde 50 RNeasy MinElute 

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

Reagents ve Wash Buffers bulunmaktadır. Kitin iş akış prosedürü; 

1. Transfekte hücreler tripsinizasyon ile kaldırılarak santrifüj yardımıyla çöktürülüp 

üzerine 700 μl QIAzol Lysis Reagent eklenmiştir. 

2. Elde edilen homejenat oda sıcaklığında (15-25°C) 5 dakika boyunca muhafaza 

edilerek, üzerine 140 μl kloroform eklenip, 10 sn boyunca vortekslenerek açık 

pembe renk gözlenmiştir. 2-3 dakika boyunca oda sıcaklığında tutulup 15 dakika 

boyunca 4°C’de 12.000 g’de santrifüj edilip üst faz yeni bir tüpe alınmıştır. 

3. Tüpteki miktarın 1,5 katı (yaklaşık 600 μl) 100% etanol eklenerek karışım 

homojen hale getirilmiştir. Bu karışımdan en fazla 700 μl olacak şekilde 2 ml’lik 

toplama tüplerine (miRNeasy Mini kolona) yüklenmiştir. 

4. Oda sıcaklığında 20 sn boyunca 8000 g’de santrifüje tabi tutularak, toplama 

tüpünde biriken kalıntı atılmıştır (kalan örnek bitene kadar bu işlem tekrar edildi). 

5. Temiz bir toplama tüpüne alınan miRNeasy Mini kolona 700 μl Buffer RWT 

çözeltisi eklenerek oda sıcaklığında 20 sn boyunca 8000 g’de santrifüj edilmiştir.  

6. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 μl Buffer RPE 

çözeltisi eklenerek yine oda sıcaklığında 15 sn boyunca 8000 g’de santrifüj 

edilmiştir (Not: Kullanmadan önce Buffer RWT ve RPE çözeltilerine %96-100 

etanol eklenerek hazırlandı.).  

7. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona tekrar 500 μl Buffer RPE 

çözeltisi eklenerek bu sefer oda sıcaklığında 2 dk boyunca 8000 g’de santrifüj 

edilmiştir.  

8. 1,5 ml’lik toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona 30-50 μl RNase içermeyen 

su eklenip oda sıcaklığında 1 dk bekletilerek 1 dk boyunca 8000g’de santrifüj 

edilmiştir. İzole edilen miRNA’lar kullanım sürecine kadar -80 0C sıcaklıkta 

muhafaza edilmiştir. RNA konsantrasyonu ve kalitesi tayini için NanoDrop ND-
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1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, ABD) cihazında 

spektrofotometrik ölçüm ile yapılmıştır.  

 

3.4.2. miRNA’dan cDNA sentezi 

miRNA’dan cDNA sentezi için üretici firmanın önerdiği protokol takip edilerek 

yapılmıştır. Bu aşamada ticari adı Qiagen miScript II RT Kit (Cat No./ID:218161) 

(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanılarak tablo 3.9.’da belirtilen şekilde 

hazırlanmıştır. 

 

Tablo 3.9. Revers Transkriptaz PCR karışımı. 

Bileşenler Hacim (μl) 

5x miScript HiSpec tamponu 2 

10x miScript Nükleik asit karışımı 1 

miScript Reverse Transcriptase Mix 1 

  Rnaz/Dnaz içermeyen su 1 

Kalıp RNA 5 

Toplam  10 µl 

 

37oC’de 60 dk, 95oC’de 5 dk olan tepkime koşullarına göre PCR yapılarak cDNA 

miktarları 200 ng/µl olacak şekilde ayarlanmıştır. Hazırlanan örnekler kullanılana kadar 

-20°C de saklanmıştır. 

 

3.4.3. Real-Time PCR (qPCR-miRNA) 

Eş zamanlı PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR (Qiagen GmbH, Hilden, 

Almanya) cihazında yapılacak PCR işleminden önce  tablo 3.10.’da belirtilen miktarlarda 

qPCR karışımı hazırlanmıştır. 
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Tablo 3.10. miRNA qPCR karışımı. 

Bileşenler Hacim (μl) 

SYBR Green PCR-(miRNA) 6.25  

Universal Primer 1.25 

Primer Assay (ilgili miRNA primer) 1.25  

Rnaz/Dnaz içermeyen su 3.125  

Kalıp cDNA (200ng/µl) 0.63  

 Total   12.5 

 

Hazırlanan karışımdan 12.5 µl ve her örneğe ait cDNA’dan 1 µl karıştırılarak Tablo 

3.11’de belirtilen PCR koşullarında reaksiyon yapılmıştır. 

 

Tablo 3.11. qPCR Tepkime koşulları. 

 Sıcaklık (ºC) Süre(sn)  

Enzim aktivasyonu 95 15 dk  

Denaturasyon 94 15   

Primer bağlanması/uzama 55 30 40 döngü 

Erime eğrisi 70 30  

 

 

3.4.3.1. miRNA primer dizileri 

miRNA transfeksiyonunun doğrulanması için transfekte edilen miRNA’ların ( miRNA 

primer dizileri tablo 3.12.’de listelenmiştir) ekspresyonları analiz edilmiştir.  

 

Tablo 3.12. miRNA primer dizileri. 

miRNA Primer dizisi Cat.No. 

Hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG MS00006552 

Hsa-miR-149-5p UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC MS00003570 

Hsa-miR-128-3p UCACAGUGAACCGGUCUCUUU MS00008582 
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3.4.3.2. miRNA Real-Time PCR Sonuçlarının Analizi 

Hücre soylarına ait hsa-miR-24-3p, hsa-miR-128-3p ve hsa-miR-149-5p miRNA’larının 

transfeksiyonu sonrası ekspresyon düzeyleri DCt ve 2-DDCt formülü kullanılarak 

hesaplanmıştır. 

 

3.5. Akridin Oranj / Etidyum Bromür (AO/EB) Boyaması 

miRNA transfeksiyonu yapılmış hücrelerde  apoptozisin morfolojik olarak tespit edilmesi 

için kullanılmıştır. Transfekte edilmiş hücreler inkübasyon sonrasında PBS ile yıkanarak 

%70 etanol ile fikse edilmiştir. Fiksasyonun sonunda hücreler distile su ile yıkanarak 

Akridin orange/Ethidium bromide (Cat No./ID:A6014-E1510) (Sigma Aldrich, 

Almanya) çalışma solüsyonu ile boyanarak floresans mikroskobu altında görüntü 

alınmıştır. 

 

3.6. Akım Sitometri Yöntemi ile Apoptotik Hücrelerin Belirlenmesi 

Akım sitometrik ölçümlerde kullanılan Annexin V boyası, apoptotik hücrelerin plazma 

zarının dış yüzeyinde bulunan ve bir apoptozis belirteci olarak bilinen fosfatidilserine 

bağlanma özelliğinden dolayı kullanılmaktadır. Transfekte edilen hücrelerde apoptozisi 

tespit etmek için Annexin V ve PI (Propidium İodide) boyalarını içeren BD FITC 

Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Cat No./ID:556547) (BD, New Jersey, ABD)  

kullanılmıştır. Kit prosedürüne göre;  

1. 6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.105 hücre/ml ekim yapılarak hücreler yaklaşık 1 

gün sonrasında 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 inkübe 

edilmiştir. 

2. Hücreler tripsin ile kaldırılarak 1500 rpm de 5 dk santrifüj edildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılarak süspanse edilmiştir. 

3. Hücre süspansiyonlarının üzerine 1ml PBS eklenip 2 kez yıkanmıştır.  

4. 1X binding buffer (boyaların bağlanması için) eklenip 1500 rpm’de 5 dk santrifüj 

edilerek, 500 μl 1X binding buffer ile süspanse edilmiştir. 

5. 100 μl hücre süspansiyonu üzerine 5 μl Annexin V, 5 μl PI eklenip, hafifçe 

karıştırılarak 15 dk karanlık ortamda inkübe edilmiştir. 



60 

 

6. Hücreler 1500 rpm de 5 dakika santrifüj edilip, süpernatant uzaklaştırılarak 500 

μl 1X binding buffer içerisinde BD Facs via (BD, New Jersey, ABD) akım 

sitometri cihazında analiz edilmiştir. 

 

3.7. Akım Sitometri Yöntemi ile Hücre Döngüsü Analizi 

Transfeksiyon sonrası hücrelerin DNA içeriğini tespit etmek için PI boyası içeren BD 

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

üretici firmanın önerileri doğrultusunda çalışılmıştır. 

1. 6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.105 hücre/ml ekim yapılarak hücreler yaklaşık 1 

gün sonrasında 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 inkübe 

edilmiştir. 

2. Hücreler tripsin ile kaldırılarak 1500 rpm de 5 dk santrifüj edildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılarak süspanse edilmiştir. 

3. Hücre süspansiyonlarının üzerine 1ml PBS eklenip 2 kez yıkanmıştır.  

4. 1X binding buffer (boyaların bağlanması için) eklenip 1500 rpm’de 5 dk santrifüj 

edilerek süpernatant uzaklaştırılmıştır. 

5. Hücre pelleti üzerine 250 μl solution A (Tripsin) eklenerek hafifçe karıştırılmış 

ve 10 dk karanlık ortamda inkübe edildikten sonra 200 μl solution B (Tripsin 

inhibitörü) eklenerek tekrar 10 dk karanlık ortamda inkübe edilmiştir. 

6. Hücreler, 200 μl solution C (PI) ile 10 dakika karanlık ortamda inkübe edildikten 

sonra BD Facs via (BD, New Jersey, ABD) akım sitometri cihazında analiz 

edilmiştir. 

 

3.8. Mitokondri Membran Potansiyeli Ölçümü (JC-1) 

Transfeksiyon sonrası hücrelerin mitokondri membran potansiyelini ölçmek için  BDTM 

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

firmanın önerileri doğrultusunda çalışılmıştır. 

1. 6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.105 hücre/ml ekim yapılarak hücreler yaklaşık 1 

gün sonrasında 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 inkübe 

edilmiştir. 
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2. Hücreler tripsin ile kaldırılarak 1500 rpm de 5 dk santrifüj edildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılarak süspanse edilmiştir. 

3. Liyofilize JC-1 boyası üzerine 125 μl DMSO eklenerek stok solüsyonu 

hazırlanmış ve her örnek için 500 μl stok boya ve 1X Assay buffer kullanılarak 

çalışma solüsyonu hazırlanmıştır.  

4. Çalışma solüsyonu eklenen hücre pelletleri 37 ℃’de 15 dk inkübe edildikten 

sonra santrifüj edilerek 2 kez 1X Assay buffer ile yıkanmıştır. 

5. Son aşamada 500 μl 1X Assay buffer eklenerek BD Facs via (BD, New Jersey, 

ABD) akım sitometri cihazında analiz edilmiştir. 

6. Mitokondri membran potansiyeli bozulan hücreler ölen hücre yüzdesi olarak ifade 

edilmiştir. 

 

3.9. Hücre İçi Serbest Reaktif Oksijen (ROS) Seviyelerinin Ölçümü 

Transfeksiyon sonrası hücre içi serbest reaktif oksijen seviyesini ölçmek için MuseTM 

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

üretici firmanın önerileri doğrultusunda çalışılmıştır. 

1. 6 kuyucuklu steril plakalara 1-6.105 hücre/ml ekim yapılarak hücreler yaklaşık 1 

gün sonrasında 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 inkübe 

edilmiştir. 

2. Hücreler tripsin ile kaldırılarak 1500 rpm de 5 dk santrifüj edildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılarak süspanse edilmiştir. 

3. Stok solüsyonu 1:100 dilüsyon (2μl of Muse® Oxidative Stress Reagent stock 

solution ve 198μl 1X Assay Buffer) ile ara çalışma solüsyonu ise stok 

solüsyonunun 1:80 oranında dilüsyon ile (23.25 μl of stok solüsyonu ve 1.876,25 

μl 1X Assay Buffer) hazırlanmıştır. 

4. 10 μl hücre pelleti ve 190 μl ara çalışma solüsyonu karıştırılıp 37 ℃’de 30 dk 

inkübe edilerek BD Facs via (BD, New Jersey, ABD) akım sitometri cihazında 

analiz edilmiştir. 

5. Değişen ROS oranı grafikte ROS+ olarak ifade edilmiştir. 
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3.10. Hücre İçi Serbest Aminoasit Profilinin İncelenmesi (LC-MS/MS) 

miRNA transfeksiyonu sonrası aminoasit değişimlerini belirlemek için  hücre içi serbest 

aminoasit profillemesi (alanin, arginin, aspartik asit, asparagin, 2-amino-butirik asit, 

argininosükkinik asit, anserin, 2-amino-adipik asit, 3-amino-izobütirik asit, beta-  alanin, 

etanolamin, fenilalanin, fosfosinolin, fosforerin, o-fosforil etanolamin, gama 

aminobütirik asit, glutamik asit, glisin, glutamin, hidroksiprolin, homosirkülin, 

homosistein, histidin, hiroksilisin, izolösin, karnozin, lizin, lösin, metiyonin, 3-

metilhistidin, 1-metilhistidin, norvalin, ornitin, prolin, sistin, sistatiyonin, sarkosin, 

sitrulin, serin, taurin, triptofan, tirosin, treonin, valin) JASEM (Lot No:CL-

5500420160830) (JASEM, Türkiye) kiti kullanılarak üretici firmanın önerileri 

doğrultusunda çalışılmıştır. 

1. Transfekte hücreler Qiagen Tissue Lyser kullanılarak 1X PBS (500µl) içerisinde 

homojenize edilmiş ve süpernatant üzerine  25 µl internal standart + 350 µl R1 

(Reagent 1) eklenerek karıştırılmıştır. 

2. 10.000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek 150-200 µl arası süpernatant insörtlü vial 

şişelere alınarak 3 tekrar 8045 LC-MS/MS cihazında çalışılmıştır. 

 

3.11. İstatistiksel Analizler 

Deneyler sonrası elde edilen veriler GraphPad prism 8 (GraphPad Software, Inc, San 

Diego, ABD) programı kullanılarak analiz edilmiştir. Verilerin ortalama ve standart 

sapma (SD) değerlerinin analizi en az üç bağımsız deney tekrarından sonra Column 

Statistics ile yapılmıştır. Elde edilen verilerin normal dağılıma uygunluğunu test etmek 

için Shapiro-Wilk normality testi kullanılmıştır. Normal dağılıma uymayan bağımsız ikili 

grup kıyaslamalarında Mann-Whitney U testi, üçlü grup kıyaslamalarında Kruskal-Wallis 

H testi ve post-hoc testlerden Dunn’s testi uygulanmıştır. Normal dağılıma uyan bağımsız 

iki grup kıyaslamalarında Student-t testi ve üçlü grup kıyaslamalarında One-Way 

ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey testi uygulanmıştır. Gruplar arası anlamlık düzeyi 

p<0,05 olarak kabul edilmiş ve anlamlılık dereceleri *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 

****p<0,0001 olarak ifade edilmiştir.  
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4. BULGULAR

4.1. Farklı Hücre Soylarında CCT3 Profillemesi 

Kanser hücre hatları (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 hücre hatlarında (HUVEC, PNT-1A, BEAS-2B, CRL-4010 ve CRL-8798) CCT3 

gen ekspresyon profillemesi yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, rölatif gen ifadesi 

(relative expression) hesaplanmıştır (Şekil 4.1.). 2^-DDCt  sonucuna göre,  CRL-2329 

(kat değişimi: 4,34 ) ve PC-3 (kat değişimi: 10,5) hücre hatlarında CCT3 gen 

ekspresyonunun yüksek olduğu tespit edilmiştir (**p<0,01). 

Şekil 4.1. Tüm hücrelerde CCT3 gen profillemesi (Bar: %95 güven aralığını 
göstermektedir). 

CCT3 gen ekspresyonu yüksek olan hücre hatlarında belirlenen miRNA’ların (şekil 4.2A) 

ekspresyonları araştırılmıştır. CCT3 ekspresyonu yüksek olan hücre hatlarında miRNA 

ekspresyonlarının RNU6’ya göre düşük olduğu bulunmuştur (**p<0,01). Mimik 

transfeksiyonu yardımıyla düşük bulunan miRNA’ların ekspresyonları >500 kat 

arttırılmıştır (Şekil 4.2B.). Transfeksiyon sonrası, CCT3 gen ekspresyonlarının azaldığı 

gösterilerek miRNA transkfeksiyon etkililiği  doğrulanmıştır (Şekil 4.2.C). Bu aşamada 
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belirlenen mimik transfeksiyon koşulları, diğer deneylerde değiştirilmeden kullanılmıştır 

(**p<0,01). 

 

 

  

 

Şekil 4.2. Transfeksiyon öncesi ve sonrası miRNA’ların ekspresyon düzeyleri. A. Farklı 
veritabanları kullanılarak CCT3’ü hedefleyen miRNA’ların “venn şema” sında gösterimi. 
B. CRL-2329 ve PC-3 hücrelerinde miRNA transfeksiyonu öncesi ve sonrası kat değişim 
grafiği. C. miRNA transfeksiyonu sonrası CCT3 ekspresyonunun kat değişim grafiği. 
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4.2. Akridin Oranj / Etidyum Bromür (AO/EB) Boyaması 

Hücre ölümüne özgü özelliklerin belirlenebilmesi için floresan mikroskobu ve spesifik 

boyalar yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu sebeple kullanılan boyalardan biri olan 

akridin oranj boyası, hücrelerin DNA’sına bağlanarak yeşil floresans, etidyum bromür 

boyası ise membran bütünlüğü bozulmuş hücrelerin DNA’sına bağlanıp kırmızı floresans 

yaymaktadır (apoptozisin geç evresi ve nekroz). Yapılan ikili boyama sonucuna göre, 

mimik transfekte edilen hücrelerin kontrol hücrelerine (WT) kıyasla morfolojik olarak 

(daha yuvarlak ve hücre/hücre bağlantılarını kaybettikleri) değiştiği ve hücrelerin 

membran bütünlüğünü kaybederek turuncu-kırmızı floresans ışık yaydığı gözlenmiştir 

(Apoptotik hücre örneği kırmızı ok ile gösterilmektedir). Bu bulgular, hücrelerde CCT3 

ekspresyonunun azalmasının hücre sağkalımını etkilediğini ve apoptotik mekanizmayı 

yeniden organize ettiğini önermektedir. Şekil 4.3’te CRL-2329 ve Şekil 4.4’te PC-3 

hücrelerinin AO/EB boyama sonuçları verilmiştir. 
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Şekil 4.3. CRL-2329 hücrelerinin mimik transfeksiyonu sonrası AO/EB boyaması. A. 
miR-24-3p, hücrelerde apoptozisi tetiklemiştir (sarı-turuncu). B. miR-128-3p, hücrelerde 
geç apoptotik karakteri (daha yuvarlak ve turuncu-kırmızı) belirginleştirmiştir. C. miR-
149-5p, hücrelerde erken apoptotik (sarı-turuncu) karakter oluşturmuştur. Yeşil: Canlı; 
Sarı-turuncu: Erken ve geç apoptotik; Kırmızı: Geç apoptotik ve nekrotik hücreler. 
Objektif 20X. 
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Şekil 4.4. PC-3 hücrelerinin mimik transfeksiyonu sonrası AO/EB boyaması. A. miR-24-
3p, hücrelerde geç apoptotik karakter (yuvarlak ve turuncu-kırmızı) oluşturmuştur. B. 
miR-128-3p, hücrelerde geç apoptotik karakter (yuvarlark ve turuncu-kırmızı) 
tetiklemiştir. C. miR-149-5p, hücrelerde erken (sarı) ve geç apoptoik (yuvarlak ve 
turuncu-kırmızı) karakteri bir arada göstermiştir. Yeşil: Canlı; Sarı-turuncu: Erken ve 
geç apoptotik; Kırmızı: Geç apoptotik ve nekrotik hücreler. Objektif 20X. 

 

4.3. Akım Sitometride Apoptotik Hücre Oranları 

CRL-2329 ve PC-3 hücrelerine mimik transfeksiyonu sonrası yapılan Annexin/V-PI 

boyaması sonucuna göre; her iki hücre tipinde, kontrol grubuna kıyasla CCT3’ün 

baskılanması apoptotik hücre yüzdesini anlamlı düzeyde arttırmıştır. CRL-2329 

hücresinde Annexin-V/PI boyama sonucuna göre hücre ölüm oranları sırasıyla WT 

(yabanıl tip)’de erken apoptotik hücre oranı %3, geç apoptotik hücre oranı %0,8, ve 
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toplam apoptotik hücre oranı %3,8; NC’de erken apoptotik hücre oranı %7,2, geç 

apoptotik hücre oranı %1,1 ve toplam apoptotik hücre oranı %8,3 olarak bulunmuştur. 

Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-miR-24-3p’de erken 

apoptotik hücre oranı %9,2, geç apoptotik hücre oranı %21,6 ve toplam apoptotik hücre 

oranı %30,8; hsa-miR-128-3p’de erken apoptotik hücre oranı %3,3, geç apoptotik hücre 

oranı %18 ve toplam apoptotik hücre oranı %21,3; ve hsa-miR-149-5p’de erken apoptotik 

hücre oranı %4,8, geç apoptotik hücre oranı %12,4 ve toplam apoptotik hücre oranı %17,2 

olarak bulunmuştur. Gruplar arası sonuçlar kıyaslandığında mimik transfeksiyonuyla 

inhibe edilen CCT3 ekspresyonunun apoptotik hücre oranını arttırdığı tespit edilmiştir 

(*p<0,05) (Şekil 4.5.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4.5. CRL-2329 hücrelerinin mimik transfeksiyonları sonrası Annexin-V/PI boyama 
sonuçları. Mavi: Canlı-[(FITC-)/(PI-)]; Yeşil: Erken apoptotik [(FITC+)/(PI-)]; Kırmızı: 
Geç apoptotik [(FITC+)/(PI+)]; Siyah: Nekrotik [(FITC+)/(PI+)] hücreleri 
göstermektedir.  
 

* 

* 

* 
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PC-3 hücresinde Annexin-V/PI boyama sonucuna göre hücre ölüm oranları sırasıyla WT 

(yabanıl tip)’de erken apoptotik hücre oranı %1,2, geç apoptotik hücre oranı %2,6 ve 

toplam apoptotik hücre oranı %3,8; NC’de erken apoptotik hücre oranı %1,7, geç 

apoptotik hücre oranı %3,7 ve toplam apoptotik hücre oranı %5,4 olarak bulunmuştur. 

Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-miR-24-3p’de erken 

apoptotik hücre oranı %2,7, geç apoptotik hücre oranı %18,6 ve toplam apoptotik hücre 

oranı %21,3; hsa-miR-128-3p’de erken apoptotik hücre oranı %4,3, geç apoptotik hücre 

oranı %25,2 ve toplam apoptotik hücre oranı %29,5; ve hsa-miR-149-5p’de erken 

apoptotik hücre oranı %14,9, geç apoptotik hücre oranı %23,8 ve toplam apoptotik hücre 

oranı %38,7 olarak bulunmuştur. Gruplar arası sonuçlar kıyaslandığında mimik 

transfeksiyonuyla inhibe edilen CCT3 ekspresyonunun apoptotik hücre oranını arttırdığı 

tespit edilmiştir (*p<0,05) (Şekil 4.6.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6. PC-3 hücrelerinin mimik transfeksiyonları sonrası Annexin-V/PI boyama 
sonuçları. Mavi: Canlı-[(FITC-)/(PI-)]; Yeşil: Erken apoptotik [(FITC+)/(PI-)]; Kırmızı: 
Geç apoptotik [(FITC+)/(PI+)]; Siyah: Nekrotik [(FITC+)/(PI+)] hücreleri 
göstermektedir. 

* 

* 

* 
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4.4. Akım Sitometride Hücre Döngüsü Analizi 

CRL-2329 ve PC-3 hücrelerine mimik transfeksiyonu sonrası yapılan hücre döngüsü 

analiz sonuçlarına göre; her iki hücre tipinde, kontrol grubuna kıyasla CCT3’ün 

baskılanması hücrelerin G0/G1 fazında yoğunluğunu arttırmıştır.  

CRL-2329 hücresinde PI boyama sonucuna göre hücre birikim oranları sırasıyla WT’de 

G0/G1 fazındaki oran %51,1; S fazındaki oran %30,6 ve G2/M fazındaki oran %19,1; 

NC’de G0/G1 fazındaki oran %57,9; S fazındaki oran %22,8 ve G2/M fazındaki oran 

%20 olarak bulunmuştur. Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-

miR-24-3p’de G0/G1 fazındaki oran %60,7; S fazındaki oran %28,8 ve G2/M fazındaki 

oran %10,9; hsa-miR-128-3p’deki G0/G1 fazındaki oran %64,1; S fazındaki oran %26,7 

ve G2/M fazındaki oran %9,5; ve hsa-miR-149-5p’deki G0/G1 fazındaki oran %60,4; S 

fazındaki oran %30,3 ve G2/M fazındaki oran %10,1 olarak ölçülmüştür.  

Gruplardaki hücre birikim oranları kıyaslandığında mimik transfeksiyonu yapılan 

gruplarda G0/G1 fazındaki hücre oranı artarken G2/M fazındaki hücre oranının azaldığı 

ve böylece hücre bölünmesinin durduğu tespit edilmiştir. Yapılan istatistiksel analiz 

sonucu mimik transfekste edilen grupların G0/G1 fazındaki hücre oranlarındaki artışın 

istatiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (*p<0,05) (Şekil 4.7.). 
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Şekil 4.7. CRL-2329 hücrelerinin tüm gruplardaki PI boyama sonuçları. Kırmızı: G0/G1 
fazı; Mavi: S fazı; Yeşil: G2/M fazı. 

 

 

PC-3 hücresinde PI boyama sonucuna göre hücre birikim oranları sırasıyla WT’de  G0/G1 

fazındaki oran %54,6; S fazındaki oran %17,3 ve G2/M fazındaki oran %28,2; NC’de 

G0/G1 fazındaki oran %59,5; S fazındaki oran %11 ve G2/M fazındaki oran %27,8 olarak 

bulunmuştur.Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-miR-24-

3p’de G0/G1 fazındaki oran %65,3; S fazındaki oran %13,3 ve G2/M fazındaki oran 

%21,6; hsa-miR-128-3p’deki G0/G1 fazındaki oran %79,6; S fazındaki oran %8 ve G2/M 

fazındaki oran %12,6; ve hsa-miR-149-5p’deki G0/G1 fazındaki oran %70; S fazındaki 

oran %10,5 ve G2/M fazındaki oran %19,8 olarak ölçülmüştür. Gruplardaki hücre birikim 

oranları kıyaslandığında mimik transfeksiyonu yapılan gruplarda G0/G1 fazındaki hücre 

oranı artarken G2/M fazındaki hücre oranının azaldığı ve böylece hücre bölünmesinin 

durduğu tespit edilmiştir. Yapılan istatistiksel analiz sonucu mimik transfekste edilen 

* 

* 

* 
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grupların G0/G1 fazındaki hücre oranlarındaki artışın istatiksel olarak anlamlı olduğunu 

göstermiştir (*p<0,05) (Şekil 4.8.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. PC-3 hücrelerinin tüm gruplardaki PI boyama sonuçları. Kırmızı: G0/G1 fazı; 
Mavi: S fazı; Yeşil: G2/M fazı. 

 

 

4.5. Mitokondri Membran Potansiyeli Oranları (ΔΨm) 

CRL-2329 ve PC-3 hücrelerine mimik transfeksiyonu sonrası yapılan mitokondri 

membran potansiyeli (MMP) analizi sonuçlarına göre; her iki hücre tipinde, kontrol 

grubuna kıyasla CCT3’ün baskılanmasının hücrelerin mitokondri membran potansiyelini 

bozduğu tespit edilmiştir.  

CRL-2329 hücresinde JC-1 boyama sonucuna göre sırasıyla WT’deki canlı hücre oranı 

%97,9 ve ölü hücre oranı %1,6; NC’deki canlı hücre oranı %97,9 ve ölü hücre oranı %5,9 

olarak bulunmuştur. Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-miR-

* 

* 
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24-3p’deki canlı hücre oranı %72,2 ve ölü hücre oranı %21,6; hsa-miR-128-3p’deki canlı 

hücre oranı %71,2 ve ölü hücre oranı %23,6; ve hsa-miR-149-5p’deki canlı hücre oranı 

%74,0 ve ölü hücre oranı %21,9 olarak ölçülmüştür. Gruplar arası sonuçlar istatistiksel 

olarak kıyaslandığında mimik transfeksiyonu yapılan hücrelerde ölü hücre oranı artmıştır 

(*p<0,05) (Şekil 4.9.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. CRL-2329 hücrelerinin tüm gruplardaki mitokondri membrane potansiyeli 
ölçümü sonuçları. Yeşil: Canlı; Kırmızı: Ölü hücre yüzdesini göstermektedir. 

 

PC-3 hücrelerinde JC-1 boyama sonucuna göre sırasıyla WT’deki canlı hücre oranı 

%88,1 ve ölü hücre oranı %9,6; NC’deki canlı hücre oranı %83,3 ve ölü hücre oranı 

%15,4 olarak bulunmuştur. Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan 

hsa-miR-24-3p’deki canlı hücre oranı %67,9 ve ölü hücre oranı %31,3; hsa-miR-128-

3p’deki canlı hücre oranı %62,8 ve ölü hücre oranı %36,4 ve ve hsa-miR-149-5p’deki 

canlı hücre oranı %63,9 ve ölü hücre oranı %35,2 olarak ölçülmüştür. Gruplar arası 

sonuçlar istatistiksel olarak kıyaslandığında mimik transfeksiyonu yapılan hücrelerde ölü 

hücre oranı artmıştır (*p<0,05) (Şekil 4.10.). 
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Şekil 4.10. PC-3 hücrelerinin tüm gruplardaki mitokondri membran potansiyeli ölçümü 
sonuçları. Yeşil: Canlı; Kırmızı: Ölü hücre yüzdesini göstermektedir. 

 

4.6. Hücre İçi Serbest Reaktif Oksijen (ROS) Seviyesinin Ölçümü 

CRL-2329 ve PC-3 hücrelerine mimik transfeksiyonu sonrası yapılan hücre içi ROS 

seviyesi ölçümü sonuçlarına göre; her iki hücre tipinde, kontrol grubuna kıyasla CCT3’ün 

baskılanması hücre içi ROS seviyesini arttırmıştır.  CRL-2329 hücresinde tüm gruplar 

sırasıyla WT’deki kontrol (ROS-) hücre oranı %74,6 ve ROS+ hücre oranı %5,4; NC’deki 

kontrol (ROS-) hücre oranı %91,0 ve ROS+ hücre oranı %9,0 olarak bulunmuştur. Bunun 

yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-miR-24-3p’deki kontrol (ROS-) 

hücre oranı %76,4 ve ROS+ hücre oranı %25,3; hsa-miR-128-3p’deki kontrol (ROS-) 

hücre oranı %78,9 ve ROS+ hücre oranı %21,1; ve hsa-miR-149-5p’deki kontrol hücre 

oranı %70,1 ve ROS+ hücre oranı %29,7 olarak ölçülmüştür. Gruplar arası sonuçlar 
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istatistiksel olarak kıyaslandığında mimik transfeksiyonu yapılan hücrelerde ROS 

seviyesinin arttığı tespit edilmiştir (*p<0,05) (Şekil 4.11.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11. CRL-2329 hücrelerinin tüm gruplardaki reaktif oksijen seviyesi ölçümü 
sonuçları. Yeşil: Kontrol (ROS-); Kırmızı: ROS+ hücre yüzdesini göstermektedir. 

 

PC-3 hücresinde, WT’deki kontrol (ROS-) hücre oranı %96,8 ve ROS+ hücre oranı %3,2; 

NC’deki kontrol (ROS-) hücre oranı %90,1 ve ROS+ hücre oranı %9,9 olarak 

bulunmuştur. Bunun yanında, mimik transfeksiyonu yapılan gruplardan hsa-miR-24-

3p’deki kontrol (ROS-) hücre oranı %54,4 ve ROS+ hücre oranı %45,6; sa-miR-128-

3p’deki kontrol (ROS-) hücre oranı %56,9 ve ROS+ hücre oranı %46,7; ve hsa-miR-

149’teki kontrol hücre oranı %49,1 ve ROS+ hücre oranı %53,3 olarak ölçülmüştür. 

Gruplar arası sonuçlar istatistiksel olarak kıyaslandığında mimik transfeksiyonu yapılan 

hücrelerde ROS seviyesinin arttığı tespit edilmiştir (*p<0,05) (Şekil 4.12.).  
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Şekil 4.12. PC-3 hücrelerinin tüm gruplardaki reaktif oksijen seviyesi ölçümü sonuçları. 
Yeşil: Kontrol (ROS-); Kırmızı: ROS+ hücre yüzdesini göstermektedir. 

 

4.7. Apoptotik Gen Ekspresyonları  

CRL-2329 ve PC-3 hücrelerinin miRNA transfeksiyonu sonrası apoptotik yolak 

mediyatör genlerinden FADD, CAS8 (kaspaz-8),CAS3 (kaspaz-3), P53, BAX, BCL-2, 

NOXA, APAF-1, CYCS (sitokrom c) ve CAS9 (kaspaz-9)  genlerinin ekspresyon 

seviyeleri değerlendirilmiştir. RT-PCR sonucunda elde edilen Ct değerleri GAPDH geni 

ile normalize edilerek kat değişim analizleri yapılmıştır. CRL-2329 hücrelerinde hsa-

miR-24-3p transfesiyonu pro-apoptotik genlerden BAX ve NOXA’nın artmasına ve anti-

apoptotik gen olan BCL-2’nin azalmasına sebep olmuştur (*p<0,05; **p<0,01). Ayrıca 

hücrelerde; APAF-1, CYCS, CAS3 ve CAS9 ekpresyonları iki kattan fazla artış FADD 

ekspresyonu ise iki kattan fazla azalış göstermiştir (*p<0,05) (Şekil 4.13.A). Hsa-miR-

128-3p transfeksiyonuyla birlikte hücrelerde P53, CAS9, CAS8 ve CAS3’ün 

* 
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ekspresyonlarında iki kattan fazla artış görülürken, BCL-2 ekspresyonunda iki kattan 

fazla azalma gözlenmiştir (*p<0,05) (Şekil 4.13.B). Hsa-miR-149-5p transfeksiyonuyla 

birlikte hücrelerde NOXA, P53, ARAF-1, CAS9, CAS8 ve CAS3 ekspresyonlarında artış 

görülürken, BCL-2 ekspresyonunda azalma görülmüştür (*p<0,05) (Şekil 4.13.C). 

 

 

 

Şekil 4.13. CRL-2329 hücresinde CCT3’ün baskılanmasının apoptotik genler üzerine 
etkisi.A.Hsa-miR-24-3p transfeksiyonu. B. Hsa-miR-128-3p transfeksiyonu. C. Hsa-
miR-149-5p transfeksiyonu (Bar: Standart sapma oranını göstermektedir). 

 

PC-3 hücrelerinde hsa-miR-24-3p transfesiyonu apoptozis ile ilişkili genlerden CAS8 ve 

CAS3 ekspresyonlarını iki kattan fazla arttığı, BCL-2, FADD, P53, NOXA, CYCS ve 
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CAS9 ekspresyonlarında iki kattan fazla azaldığı tespit edilmiştir (p*<0,05; **p<0,01) 

(Şekil 4.14.A). Hsa-miR-128-3p transfeksiyonuyla birlikte hücrelerde, FADD, CAS3, 

P53, BAX ve CAS9’un ekspresyonlarında iki kattan fazla artış görülürken, BCL-2 

ekspresyonunda iki kattan fazla azalma gözlenmiştir (*p<0,05; **p<0,01) (Şekil 4.14.B). 

Hsa-miR-149-5p transfeksiyonuyla birlikte hücrelerde FADD, CAS8 ve CAS3 

ekspresyonlarında artış görülmüştür (*p<0,05; **p<0,01) (Şekil 4.14.C). 

 

 

 

Şekil 4.14. PC-3 hücresinde CCT3’ün baskılanmasının apoptotik genler üzerine etkisi. 
A. Hsa-miR-24-3p transfeksiyonu. B. Hsa-miR-128-3p transfeksiyonu. C. Hsa-miR-149-
5p transfeksiyonu (Bar: Standart sapma oranını göstermektedir). 
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4.8. Hücre İçi Serbest Aminoasit Profilinin İncelenmesi  

CRL-2329 ve PC-3 hücre hatlarında miRNA transfeksiyonu sonrası serbest aminoasit 

profilindeki değişim incelenmiştir. Buna göre, CRL-2329 hücresinde CCT3’ün 

baskılanması ile glutamin, glutamik asit, lizin ve lösin aminoasit seviyeleri azalırken 

(****p<0,0001); treonin, tirozin, valin ve beta-alanin aminoasit seviyeleri artmıştır 

(****p<0,0001). Ayrıca, alanin, arjinin, asparajin, fenilalanine, sarkosin, izolösin, 

alloizolösin ve serin aminoasit seviyelerinin değişmediği bulunmuştur (Şekil 4.15A-B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.15. CRL-2329 hücresinde serbest amino asit profili (µmol/L). A. CRL-2329 
hücresinde CCT3’ün baskılanmasıyla birlikte değişen serbest aminoasit profili. B. CRL-
2329 hücresinde anlamlı değişim gösteren aminoasitler.  
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PC-3 hücresinde CCT3’ün baskılanması ile glutamin, glutamik asit, lizin, glisin ve 

sarkosin aminoasit seviyeleri azalırken (****p<0,0001); alanin, arjinin, asparajin, 

fenilalanine, treonin, tirozin, valin, beta-alanin, lösin, izolösin, alloizolösin aminoasit 

seviyeleri artmıştır (****p<0,0001). Ayrıca, serin aminoasit seviyesinin değişmediği 

bulunmuştur (Şekil 4.16A-B).  

 

Şekil 4.16. PC-3 hücresinde serbest amino asit profili (µmol/L). A. PC-3 hücresinde 
CCT3’ün baskılanmasıyla birlikte değişen serbest aminoasit profili. B. PC-3 hücresinde 
anlamlı değişim gösteren aminoasitler. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇLAR 
 

 

 

CCT/TRiC kompleksinin alt birimlerinden biri olan CCT3 (17) hücre bölünmesi, 

proliferasyonu ve apoptozis yolaklarında görev alan proteinlerin doğru katlanmasını 

katalizleyen şaperon proteinidir (18, 19). Hücre proliferasyonunda rol oynadığı 

anlaşıldıktan sonra, CCT3 geninin kanser patogenezi ile ilişkisini aydınlatmayı 

hedefleyen çalışmalar literatürde yer almaya başlamıştır.  

Söz konusu çalışmalardan ilki, Midorikawa ve ark. (218) tarafından 2002 yılında farklı 

evrelerdeki karaciğer kanser dokuları üzerinde yürütülmüş olup, CCT3 gen ifadesinin 

ilerlemiş evrelere paralel bir şekilde arttığı gösterilmiştir. Karaciğer hücrelerinde 

kaydedilen bu bulgular Midorikawa ve ekibinden kısa bir süre sonra, Wong ve ark. (219) 

tarafından da doğrulanmıştır (20). Hepatoselüler karsinomanın yanında, ovaryum kanser 

dokusunda yürütülen bir gen ekspresyonunun seri analizinde (SAGE) CCT3 gen 

ifadesinin anlamlı bir şekilde arttığı tespit edilmiştir (220). Bununla birlikte, CCT3’ün 

hücre ölüm yolakları ve sağ kalım proteinleri ile nedensel ilişkisini ortaya çıkaran ayrıntılı 

bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu nedenle, bu çalışmada CCT3’ün farklı kanser hücre 

hatlarındaki apoptotik mekanizmalar ile ilişkisi araştırılmıştır. Bu amaçla, ilk olarak 

mekanik bir ilişki kurmak için farklı kanser hücre hatlarında CCT3 profillemesi 

yapılmıştır. Daha sonra, yaygın olarak kullanılan miRNA-aracılı gen baskılama yöntemi 

ile CCT3 geni baskılanmış ve hücre ölüm genlerinin ifadesi, serbest aminoasit seviyesi, 

organel bütünlüğü (mitokondri) ve hücre morfolojisi (membran bütünlüğü)’ndeki 

değişimler incelenmiştir. 

Çalışmamızda seçilen 20 farklı hücre hattında yapılan profilleme neticesinde CRL-2329 

ve PC-3 hatlarında CCT3’ün istatistiksel olarak anlamlı bir biçimde arttığı görülmüştür 

(Şekil 4.1). Bu bulguyla uyumlu olarak, Benmammar ve ark., CCT/TRİC kompleks 

ifadesini 18 farklı kanser hücre hattında (meme, kolorektal, serviks vs.) profillemiş ve 

PC-3’de dahil olmak üzere bazı hücre hatlarında anlamlı bir biçimde arttığını göstermiştir 

(9). Bu farklılığın nedeninin ise CCT/TRİC modülatörleri (PhLP3, Hop/P60 ve 

Hsc/Hsp70) olabileceği belirtilmiştir. Ancak bu çalışmada kaydedilen kanser hücre 

hatları ve CCT/TRİC kompleksi arasında varsayılan ilişkinin nedeni aydınlatılmamış ve 

CCT3 alt biriminin CCT/TRİC kompleksi ile birlikte korele yanıt gösterip göstermediği 



82 

 

ortaya çıkarılmamıştır. miRNA'ların hücresel farklılaşma, metabolizma, büyüme, 

metastaz ve ilaç dirençliliğini düzenleyerek kanserleşme sürecinde etkili olduğu ve 

anormal ekspresyonlarının sıklıkla kanserin ayırt edici özelliği olduğu artık bilinmektedir 

(103, 221). Bu çalışmada, CCT3 gen ekspresyonunun CRL-2329 ve PC3 hatlarında 

gösterdiği spesifik artışın altında yatan hücresel olayları aydınlatmak için CCT3’ü 

hedefleyen miRNA’ların (Şekil 4.2.A) ifadeleri incelendiğinde miR-24-3p, miR-128-3p 

ve miR-149-5p ifade seviyelerinin azaldığı bulunmuştur. CCT3 hedeflerinden ilki olan  

miR-24-3p'nin akciğer (163) ve kolon adenokarsinom (164), lakrimal adenoid cystic 

karcinoma (165), prostat kanseri (166) ve pankreatik duktal adenokarsinoma (167) 

patogenezine  katıldığı gösterilmiştir. İkinci hedefi olan miR-128-3p’nin prostat kanseri 

(166), neuroblastoma (168), glioma (169), retinoblastoma (170), tiroid (171) ve meme 

(172) kanseri oluşmasında rolü olduğu belirlenmiştir. Diğer hedefi olan ve çalışmaya 

dahil edilen  miR-149-5p’nin tiroid (171), kolon adenokarsinoma (173), küçük hücreli 

olmayan akciğer kanserinde (174) ve hepatoselüler karsinomanın (173) gelişmesinde ve 

ilerlemesinde katkısı olduğu gösterilmiştir. Bu veriler ışığında meme ve prostat kanseri 

hücrelerinde CCT3’ün ekspresyonunu baskılamak için CCT3’ü hedefleyen miRNA 

mimiklerinin transfeksiyonu yapılmıştır. Mimik transfeksiyonuyla miR-24-3p, miR-128-

3p ve miR-149-5p ifadeleri CRL-2329 ve PC3 hücre hatlarında anlamlı olarak (>500 kat) 

arttırılmış (Şekil 4.2.B) ve bu artışın CCT3 ifadesine etkisi değerlendirilmiştir. Sonuç 

olarak mimik transfeksiyonlarının CCT3 ifadesini anlamlı bir şekilde azalttığı tespit 

edilmiştir (Şekil 4.2.C). Çalışmadan elde ettiğimiz bu bulgular, artmış CCT3 ifadesi ve 

kanser patogenezi arasındaki ilişkiyi bildiren diğer çalışmalarla uyumludur (20, 222, 

223). miR-24-3p tarafından CCT3’ün baskılanması ile CRL-2329 ve PC3 hücrelerinde 

apoptozisin morfolojik ipuçları kaydedilmiştir (Şekil 4.3.; 4.4.). Ayrıca, apoptotik 

boyama sonuçları ve hücre döngüsü bulguları, baskılanmış CCT3’ün CRL-2329 (Şekil 

4.5.;4.7.) ve PC-3 (Şekil 4.6.; 4.8.) hücre hatlarında apoptozisi tetiklediğini ve hücrelerin 

G0/G1 fazında tutulduğunu göstermektedir. Son olarak, baskılanmış CCT3’ün gen, 

organel ve apoptotik mekanizmalara etkisi değerlendirildiğinde, pro-apoptotik gen ifadesi 

(BAX) artarken, anti-apoptotik gen ifadesinin (BCL-2) azaldığı (Şekil 4.13.; 4.14.A), 

mitokondri membran bütünlüğünün bozulduğu (Şekil 4.9.; 4.10.) ve önemli bir apoptozis 

mediatörü olan ROS seviyesinin arttığı bulunmuştur (Şekil 4.11.; 4.12.). Diğer bir 

ifadeyle, CRL-2329 ve PC-3 hücrelerinde CCT3’ün miR-24-3p ile susturulması, 
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mitokondri membran potansiyelini bozarak ROS seviyesini arttırmış ve apoptotik 

modülatör genleri tetikleyerek hücrelerde apoptozisi uyardığı görülmüştür. 

miR-24-3p aracılı CCT3’ün baskılanmasıyla ortaya çıkan bulgular literatürle uyumludur. 

Cui ve ark., hepatoselüler karsinom hücrelerinde normal dokulara kıyasla CCT3 gen 

ifadesinin anlamlı bir biçimde arttığını tespit etmiştir (224). Dört farklı karaciğer hücre 

hattında, CCT3 genini hedefleyen siRNA transfeksiyonu yapılarak CCT3’ün gen ifadesi 

baskılanmış ve hücre canlılığı üzerine etkisi değerlendirilmiştir. CCT3 gen ifadesinin 

baskılanmasıyla hücre proliferasyonunun durduğu ve apoptozisin tetiklendiği 

gösterilmiştir. Hepatoselüler karsinomaya ek olarak Su ve ark., özofagus kanser 

dokusunda mikroarray analizi sonucunda CCT3 gen ifadesinin en çok artan üç genden 

biri olduğunu bulmuştur; bununla birlikte, CCT3’ün klinik etkisi gösterilmemiştir (225). 

miR-24-3p’ye ek olarak, miR-128-3p aracılığıyla CCT3’ün baskılanmasının CRL-2329 

ve PC3 hücrelerinde morfolojik değişikliğe neden olduğu ve ölü/canlı hücre oranını 

arttırdığı bulunmuştur (Şekil 4.3.; 4.4.). Apoptozisin habercisi olan bu bulgular 

AnnexinV/PI boyaması ile değerlendirildiğinde, hücrelerin geç apoptotik evrede fazla 

biriktiği (Şekil 4.5.; 4.6.) ve bununla uyumlu olarak hücrelerin G0/G1 fazında tutulduğu 

görülmüştür (Şekil 4.7.; 4.8.). Bunun yanında, miR-128-3p aracılı CCT3 baskılanmasının 

organel (JC-1) ve ROS homeostazisine etkisi değerlendirilmiş ve azalmış CCT3’ün her 

iki hücre hattında da bozulmuş mitokondri membran potansiyeli ve dramatik olarak 

artmış ROS miktarı ile karakterize olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.9.; 4.11.; 4.10.; 4.12). 

Son olarak, CCT3’ün baskılanmasıyla görülen anti-proliferatif etkinin apoptotik yolakla 

ilişkisini aydınlatmak için, apoptotik yolakta rol oynayan genlerin ifadeleri 

değerlendirilmiştir. Buna göre, CRL-2329 hücre hattında görülen apoptotik yanıt P53 ile 

endikeyken, PC3 hücre hattında kaspaz 3 ile endike olduğu kaydedilmiştir (Şekil 4.13.; 

4.14.B).  

Her geçen gün bilimsel bilginin yarılanma ömrü kısalmaktadır. CCT3 ile ilgili 

araştırmaların yakın tarihine bakıldığında üç çalışma dikkat çekmektedir. Bunlardan ilki 

Li ve ark. tarafından BGC-823 ve MGC-803 gastrik kanser hücre hatlarında 

yürütülmüştür (226). Buna göre, gastrik kanserde artmış bulunan CCT3’ün gen ve protein 

seviyesi siRNA ile susturulduğunda hücrelerde belirgin apoptotik yanıt görülmüştür. 

CCT3’ün hücre içi etki mekanizmasını araştırdıklarında; CCT3 baskılanmasıyla birlikte 

mitojenle aktiflenen protein kinaz 7, hücre bölünmesi kontrol proteini 42 ve Siklin D3’ün 

aktivitesi azalırken; Siklin-bağımlı kinaz 2-6’nın aktivitesinde artış olduğu tespit 
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edilmiştir. İkinci çalışmada papiller tiroid kanser ve normal tiroid dokusu arasında CCT3 

gen ifadesi kıyaslanmış ve papiller tiroid kanser dokusunda anlamlı bir biçimde arttığı 

tespit edilmiştir (227). Artan CCT3 ifadesi shRNA ile susturulduğunda apoptozisin 

tetiklendiği tespit edilmiştir. Sonuncusu ise 2019 yılında yayınlanan bir meta-analiz 

çalışmasıdır (228). Analizde TCGA portalı kullanılarak karaciğer kanser ve normal 

dokuda CCT3 gen ekspresyonları arasındaki farklılık araştırılmış ve hepatoselüler 

karsinomada CCT3 gen ifadesinin yüksek bulunduğu belirtilmiştir. Ayrıca, Kyoto Gen 

Ansiklopedisine ve Genom yolakları analizlerinde CCT3’ün karaciğer kanseri oluşumu 

ve gelişimini, hücre döngüsünü ve DNA replikasyonunu modüle ederek etkilediği 

vurgulanmıştır.  

Literatürde birçok kez vurgulanan CCT3 ve karsinogenez arasındaki ilişki bu çalışmada 

son kez miR-149-5p kullanılarak test edilmiştir. miR-149-5p transfeksiyonu sonucunda 

CRL-2329 ve PC3 hücre hatlarında artan CCT3 gen ifadesi baskılanmıştır. Bu 

manipülasyonun hücre homeostazisine etkisi değerlendirildiğinde, apoptotik 

morfolojinin belirginleştiği (Şekil 4.3.; 4.4.), hücrelerin geç apoptotik evrede biriktiği 

(Şekil 4.5.; 4.6.), hücre döngüsünün G0/G1 fazında tutulduğu (Şekil 4.7.;4.8.), mitokondri 

membran bütünlüğünün bozulduğu (Şekil 4.9.; 4.10.) ve ROS salınımının toksik seviyeye 

ulaştığı (Şekil 4.11.; 4.12.) görülmüştür. CCT3 geninin susturulması sonucu ortaya çıkan 

bu anti-proliferatif etkinin apoptotik yolakla etkileşimi araştırıldığında ise, miR-149-

5p’nin CRL-2329’da hem iç hem de dış apoptotik yolağı düzenleyen genleri tetikleyerek 

hücrelerde apoptozisi başlattığı görülmüştür (Şekil 4.13.C). Bununla birlikte, PC3 hücre 

hattında CCT3’ün baskılanması dış yolakta düzenleyici görevleri olan genleri (FADD, 

CAS8, CAS3) tetikleyerek apoptozise yol açtığı bulunmuştur (Şekil 4.14.C). 

CCT3’ün karsinogenez ile yakın ilişkisi, biyobelirteç olarak kullanılabileceğini gündeme 

getirmiştir. Qian ve ark. hepatoselüler karsinomalı hastalar, sirozlu vakalar ve sağlıklı 

bireylerden kan örnekleri toplanarak ELISA analizi ile CCT3 protein seviyesini 

ölçmüştür (229). CCT3 seviyesinin hepatoselüler karsinomalı hastalarda, sirozlu vakalar 

ve kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde arttığı gösterilmiştir. Ayrıca CCT3’ün 

hastalardaki karaciğer kanser etiyolojisi, tümör hacmi ve TNM (T(tümör), N (nod:lenf 

nodu) ve M (metastaz)) aşaması ile korele olarak değiştiği tespit edilmiştir. Bu ikna edici 

bulgular CCT3’ün hepatoselüler karsinomanın izlenmesinde ve tanısında kullanılabilecek 

potansiyel bir marker olduğunu önermektedir. Bu önerme yakın zamanda Zhang ve ark. 

tarafından yürütülen bir çalışma ile desteklenmiştir (22). Bu çalışmada CCT3’ün 
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baskılanmasının karaciğer hücrelerinde mitotik tutuluma neden olduğu ve apoptoza 

yönlendirdiği bulunmuş, ayrıca CCT3’ün mitoz boyunca düzgün mikrotübül-kinetokor 

etkileşimi için gerekli olduğu gösterilmiştir. Bu projeden elde ettiğimiz bulgular ve daha 

önce hepatoselüler karsinoma hücreleri ile yapılmış olan çalışmalar CCT3’ün potansiyel 

bir biyobelirteç ve anti-proliferatif ilaç hedefi olabileceği görüşünü desteklemektedir.  

MiRNA’lar tarafından CCT3’ün baskılanmasının hücre içi serbest aminoasit profiline 

etkisi incelenerek değişen aminoasitler tespit edilmiştir. Bu aminoasitlerden ilki olan 

glutamin, enerji oluşumuna, redoks homeostazına, makromoleküler sentezine ve kanser 

hücrelerinde sinyalizasyona katılan bir aminoasittir. Mitokondri yapısının bozulması 

sonucu enerji metabolizması etkilenen tümör hücrelerinin enerji ihtiyaçlarını karşılamak 

için, glutamin biyosentetik bir öncü olarak görev yaptırdığı tespit edilmiştir (230). Ayrıca 

glukozun yokluğunda glutamin, kanser hücrelerinin ana besini olarak davrandığı ve 

yokluğunda hücrelerin apoptozise girdiği bildirilmiştir (231). Bu çalışmada CRL-2329 ve 

PC3 hücre hatlarında CCT3’ün baskılanması ile apoptozisin tetiklendiği ve tüm mimik 

transfeksiyonu yapılan hücre gruplarında glutamin aminoasit miktarının anlamlı olarak 

azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 4.15.; 4.16.). Diğer bir aminoasit olan β-Alaninin, hücre 

göçünün ve proliferasyonun düzenlediği metabolik yolaklarda görev aldığı bilinmektedir. 

Vaughan ve ark. tarafından yürütülen bir çalışmada, β-Alaninin hücre metabolizması ve 

hücresel asitliğin düzenlenmesinde görev aldığı ve hem hücre göçünü hem de malign 

hücrelerinin proliferasyonunu düzenlediği bildirilmiştir (232). Ayrıca diğer bir 

çalışmada, metastatik osteosarkom hücrelerinde invazyon ve migrasyonun baskılanması 

dahil olmak üzere çeşitli anti-tümör etkilerinin olduğu gösterilmiştir (233). β-Alanin 

aminoasitinin azalması mide kanserinde metastatik şiddetin ve nüks sıklığınının artışına 

sebep olduğu tersi durumda ise nüks önlenmesine ve genel sağkalım süresinde artışa 

sebep olduğu gösterilmiştir (234). Bu çalışmada, CCT3’ün baskılandığı CRL-2329 ve 

PC3 hücre gruplarında β-alanin aminoasit seviyesinin anlamlı olarak arttığı bulunmuştur. 

Elde ettiğimiz bu bulgular doğrultusunda hücrelerde artmış β-alaninin hücre 

proliferasyonunu azaltabileceği ve apoptozisi tetikleyebileceğini önermekteyiz (Şekil 

4.15.; 4.16.). Diğer aminoasitlerden, glisin ve serin aminoasitlerinin, makromolekül 

biyosentezinde, sitozolik ve mitokondriyal enzimatik yolakların düzenlenmesinde ve 

ayrıca kanser metabolizmasında görev alan onko-metabolitler olduğu yapılan çalışmalar 

ile gösterilmiştir (235).  
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Glisin aminoasitinin biyosentezindeki artış tümöregenezi hızlandırdığı (236), hücre 

proliferasyonunu ve metastazını arttırdığı tespit edilmiş ve bu aminoasiti kanser tedavisi 

için açık hedef haline getirmiştir (237). Çalışmamızda, CCT3’ün baskılandığı PC3 

hücrelerinde, glisin seviyesi anlamlı olarak azalmış; CRL-2329 hücresinde ise 

değişmediği bulunmuştur. Lee ve ark. tarafından yürütülen bir çalışmada sarkozinin, 

glisin sentezi ve yıkımı için gerekli ara metabolitlerinden biri olduğu ve prostat kanserinin 

biyobelirteci olarak kullanılabileceği belirtilmiştir (238). Yapılan in vitro ve in vivo 

çalışmalar sonucunda, idrar örneklerinde yüksek seviyede tespit edilen sarkozin 

aminoasitinin iyi huylu prostat epitel hücrelerinde invaziv bir fenotipi indüklediği 

gösterilmiştir (239). Ayrıca artan sarkozin seviyesinin hücre proliferasyonunu ve 

metastazı arttırdığı tespit edilmiştir (240). Bu çalışmada, PC3 hücresinde sarkozin 

aminoasitinin anlamlı olarak azaldığı bulunmuştur (Şekil 4.16.). Yapılan çalışmalarda, 

asparajin aminoasitinin, hücre aminoasit değişim faktörü olarak çalıştığı ve hücre dışı 

(arjinin, serin ve  histidin) amino asitlerle hücre içi asparajin değişimini organize ettiği 

tespit edilmiştir. Ayrıca normal hücre açlığı olmayan koşullar altında mTORC1 

aktivasyonunu, protein/nükleotit sentezini ve hücre çoğalmasını teşvik etmek için hücre 

içi asparajinin hücre dışı amino asitlerle değiş tokuş ettiği gösterilmiştir (241). Bu 

çalışmada, CRL-2329 hücresinde asparajin, serin, arjinin ve histidin aminoasitlerinin 

değişmediği bulunmuştur (Şekil 4.15.). PC3 hücrelerinde ise asparajin ve arjinin 

aminoasitlerinin anlamlı olarak arttığı, serin ve histidin aminoasitlerinin değişmediği 

tespit edilmiştir (Şekil 4.16.).  

Özetle, CCT3’ün kanser etiyolojisiyle etkileşimini araştıran çalışmaların çoğunluğu 

karsinogenez ile CCT3 arasında anlamlı bir ilişki olduğunu göstermiştir. Bununla birlikte, 

CCT3’ün kanser patogenezi ile arasındaki ilişki tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu 

tablonun olası nedenlerinden biri gen fonksiyon karakterizasyonunda kullanılan, gen 

susturma (miRNA-aracılı susturma) tekniklerinin yakın zamanda geliştirilmesi ve rutin 

kullanıma girmesidir. İlk kez bu projede, CRL-2329 ve PC3 hücre hatlarında üç farklı 

miRNA ile artan CCT3 gen ifadesi baskılanmış ve hücrede CCT3 ekspresyonunun 

azalmasının iki hücre hattında da apoptotik genlerin ifadelerinde anlamlı artışa neden 

olduğu, mitokondri membran bütünlüğünü bozduğu ve ROS seviyesini arttırarak 

apoptozu tetiklediği tespit edilmiştir. Bu bulgulardan hareketle, CCT3’ün modüle ettiği 

yolakların duktal meme kanseri ve prostat kanseri için terapötik hedefler sunabileceği 

önerilmektedir. Bununla birlikte, CCT3’ün protein seviyesinin burada kaydedilen 
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apoptotik yanıtlara korele değişimler gösterdiği doğrulanmalıdır. Ayrıca, profilleme 

yaptığımız 20 hücre hattı dışında, daha geniş spektrumlu çalışmalar ile CCT3’ün anlamlı 

düşüş gösterdiği kanser hücre hatları araştırılmalıdır. “CCT3 semptomu” gösteren hücre 

hatlarında, yani azalmış CCT3 ifadesine sahip hücrelerde, fonksiyon kazandırma 

yaklaşımı ile CCT3 ifadesi arttırılmalı ve artmış CCT3’ün kanser patogenezinde oynadığı 

rol aydınlatılmalıdır. Son olarak, susturulmuş CCT3’ün apoptotik etkisini ve tümör 

prognozundaki önemini aydınlatmak için, sırasıyla, hayvan modellerinde yürütülecek 

apoptoz deneyleri ve farklı evrelerde alınmış insan dokularında CCT3 profillemesi 

yapmanın bu genin fonksiyonunu göz önüne sermek için etkili ve sistematik karşılığı olan 

strateji olacağı önerilmektedir.  
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