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OZET

DOGAL ANTIiSENSE TRANSKRIPTLERIN KANSERDEKI ROLLERI

Esra BOZGEYIK
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK
Subat 2017, 160 sayfa

Kanser, hasarli hiicrelerin hayatta kalmasi ve diizensiz hiicre ¢ogalmasi sonucu olusan
genetik bir hastaliktir. Yeni kanser vakalarinin ve kansere bagli 6liimlerin artmasi ile
kanser tani/tedavisine yonelik ¢calismalar giderek artmaktadir. Dolayisiyla, bu ¢alismada
bazi dogal antisense transkriptlerin (natural antisense transcript, NAT) kanserdeki
rollerinin belirlenmistir. Ayrica, heniiz etkinligi belirlenmemis 8A ve 17B
tiyosemikarbazon tiirevi kimyasal bilesiklerin kanser hiicrelerindeki etkinligi ve etkin
dozlarinin NAT’larin ifade seviyeleri iizerine etkileri degerlendirilmistir. Calismamizda
ilk olarak insan doku 6rneklerinde ve kanser hiicre hatlarinda NAT ’larin ifade seviyeleri
belirlenmistir ve antisense transkriptlerin protein kodlayan genlere kiyasla degisik ve
Ozgill ifade paternine sahip oldugu goriilmiistiir. 5-FU anti-kanser ilaci, 17B ve 8A
tiyosemikarbazon tiirevlerinin anti-kanser etkilerit MTT deneyleri ile belirlenmistir. Bu
kimyasallarin etkin dozlar1 apoptoz ve hiicre dongiisii iizerine etkileri Flow sitometri
yontemi ile belirlenmistir. MCF7 ve U20S hiicrelerinin 17B ve 8A kimyasallariyla
muamele edilmesi ile apoptotik hiicre grubunun arttig1 bulunmustur. Ayrica, hiicrelerde
17B maddesinin hiicre dongiisiinli G0/G1 fazinda, 8A’nin ise S fazinda durdugu
bulunmustur. Hiicre gogii deneylerinde, 17B ve 8A kimyasallar1 ile muamele edilen
hiicrelerde normale kiyasla daha yavas go¢ oldugu gosterilmistir. 17B maddesinin
NAT’larin ifade seviyesini bazi hiicrelerde azalttig1 bazilarinda arttirdigi bulunurken,
8A kimyasalinin ise tiim hiicrelerde maruziyet siiresine gére NAT larin ifadesinde artis
oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak, 17B ve 8A kimyasallarinin dogal antisense
transkriptlerin ve ilgili genlerin ifade seviyelerini degistirerek yeni bir anti-kanser ilaci
olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antisense transkript, Anti-kanser ilaci, Apoptoz, Hiicre dongiisii,

Kanser, LncRNA



ABSTRACT

THE ROLES OF NATURAL ANTISENSE TRANSCRIPTS IN CANCER

Esra BOZGEYIK
Ph.D. Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK
February 2017, 160 pages

Cancer is a genetic disease that results from the survival of damaged cells and
uncontrolled cell proliferation. The number of studies is increasing in parallel to
increasing numbers of new cancer cases and cancer-related deaths. Accordingly, in this
study, the role of some natural antisense transcripts (NATs) in cancer was assessed.
The anticancer activities 17B and 8A thiosemicarbazone derivatives, which is not yet
determined, and their effects on the expression of NATs and regarding protein-coding
genes is also evaluated. Firstly, expressions of NATSs in various normal human tissues
and cancer cells were determined and NATSs had specific expression patterns compared
to their potential target genes. Moreover, MTT cell viability assay was used to
investigate anti-proliferative activities of well-known cancer drug 5-FU, and 17B and
8A and active doses were calculated accordingly. Also, the effects of these chemicals on
induction of apoptosis and cell-cycle were determined by flow cytometry. 17B and 8A
were induced apoptosis in MCF7 and U20S cancer cells. Interestingly, 17B and 8A
were interfered with the cell-cycle by causing arrest at GO/Gl1 and S phases,
respectively. Consistently, slower rate of migration was observed in cells treated with
17B and 8A chemicals. Additionaly, while 17B reduced the level of expression of
NATSs in some cells but increased it in some, 8A was found to induce expression of
NATs in all cells in a time-dependent manner. Consequently, these findings strongly
suggest that 17B and 8A can be novel anti-cancer agents by altering expression of
NATSs and regarding target genes.

Key Words: Antisense transcript, Anti-cancer drug, Apoptosis, Cancer, Cell Cycle,
LncRNA



1. GIRIS ve AMAC

Kanser ¢agimizin onde gelen Oliimciil saglik problemlerindedir ve diinya capinda
yaygin bir sekilde goriilmektedir (1). Amerika Birlesik Devletleri 2016 yili kanser
istatistiklerine gore, 1,6 milyon insanda kanser teshis edilirken, neredeyse yarim milyon
insan kansere bagli olarak hayatini kaybetmistir (1). Ulkemizde de kanser en énemli
saglik problemleri arasinda gosterilmekte ve maddi ve manevi kayiplara neden
olmaktadir. Tiirkiye Kanser Daire Bagkanligi tarafindan yayinlanan 2013 yili Tiirkiye
kanser istatistikleri verilerine gore, iilkemizde goriilen yeni kanser vakalarinin ve
kansere bagli oliimlerin sayisi giderek artmaktadir. Ancak bu veriler diger gelismis

iilkelere kiyasla daha diisiiktiir (www.kanser.gov.tr).

Molekiiler bir hastalik olarak kanser, hasarli hiicrelerin hayatta kalmasi ve diizensiz
hiicre c¢ogalmasi sonucu olusan genetik bir hastaliktir. Normal hiicreler, hiicre
boliinmesi, farklilasmasi ve hiicre Oliimiinii diizenli ve verimli bir sekilde
gerceklestirebilmek i¢in birgok mekanizma gelistirmislerdir. Birgok diizenleyici etmen,
genlerin aktif veya inaktif olmasinda rol alarak hiicre ¢ogalmasinin ve farklilagsmasinin
kontroliinii saglamaktadir. Hiicre dongiisii, farklilasmasi gibi siire¢lerde rol oynayan
onkogenler ve timor baskilayici genlerde meydana gelen bozukluklar kanserin
molekiiler temelini olusturmaktadirlar (2). Hanahan ve ark. kanser hiicrelerini normal
hiicrelerden farkli kilan alti tane ayirt edici 6zelligini siralamiglardir. Bu ayirt edici
ozellikler; ¢ogalma sinyalinin siirekliligi, biiylime baskilayicilarindan kagis, hiicre
Olimiine kars1 direng, artmis telomeraz aktivitesi ve Oliimsliz ¢ogalmaya olanak
saglama, anjiyogenezin uyarilmasi, istila ve nmetastaz etkinlesmesi olarak
siralanmaktadir (2). Bunun yani sira, bagisiklik sisteminden kacis, genomik
kararsizligin artmasi, enerji metabolizmasinda yeniden diizenlenmeler ve timor tesvik

edici yangi kanserin diger ayirt edici 6zellikleri arasinda siralanmaktadir (2).

Daha 6nceleri yalnizca protein kodlayan genlerde meydana gelen bozukluklarin kanser

gelisimine sebep oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak, son yillarda yapilan caligsmalar



protein kodlayan genlerin yani sira birgok islevsel RNA molekiiliiniin tanimlanmasina
olanak saglamis ve bu RNA trankriptlerinin de kanser olusumu ve ilerlemesinde 6nemli
etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur (3-6). Yeni tanimlanan bu islevsel RNA
tranktiptlerinin protein kodlama ozellikleri olmadigi i¢in kodlanmayan RNA (non-
coding RNAs)’lar olarak adlandirilmiglardir. Kodlanmayan RNA’larin siniflandirilmasi
icin bir¢cok farkli smiflandirma yontemi ileri siriilmiistir. NcRNA transkriptlerinin
bircogu genellikle birden ¢ok kategoride yer alabilir ve bu nedenle ncRNA siiflarin net
kategorizasyonu epeyce zordur. Fakat ncRNA’lar bazi 6zelliklerine gore kendi i¢inde
farkli gruplara ayrilirlar. Klasik olarak, kisa kodlanmayan RNA, <200 nt; uzun
kodlanmayan RNA >200nt olarak uzunluklarina gore simiflandirilmaktadirlar.
Islevlerine gore; hiicrede siirekli ifade edilen ribozomal RNA, tasiyict RNA gibi
ncRNA’lar, mikroRNA (miRNA), uzun kodlanmayan RNA (long non-coding RNA,
IncRNA) gibi diizenleyici RNA’lar olarak siniflandirilirlar.  Hiicre igindeki
yerlesimlerine gore, kiiciik c¢ekirdek RNA (small nuclear RNA, snRNA), kiigiik
cekirdek¢ik RNA (small nucleolar RNA, snoRNA), sitoplazmada yerlesik piwi-
etkilesimli RNA (cytoplasm-located piwi-interacting RNA, piRNA), kiiclik miidahaleci
RNA (short interfering RNA, siRNA) gibi ncRNA siniflarina ayrilir. Bunlarin yani sira
diger ncRNA smiflari, 6zendirici bolge iligkili RNA (promoter-associated RNA, PAR)
ve arttirict RNA (enhancer RNA, eRNA) olarak da alt gruplara ayrilabilmektedir (5, 7-
13).

Bircok IncRNA, RNA polimeraz II tarafindan sentezlenmektedir ve poliadenilasyona,
kesilime (splicing) ugrayabilmekte ve 5’ baslik eklenebilmektedir. Bu transkriptler
hiicresel islevlerine gore cekirdekte veya sitoplazmada yerlesik olabilmektedir (5, 6).
Ayrica, IncRNA’lar genel olarak bes ayr1 grupta kategorize edilir: (i) protein kodlayan
genlerin antisense sarmalindan transkripte olan IncRNA’lar, (ii) protein kodlayan
genlerin intronlarmi icerecek sekilde bulunan transkriptler, (iii) protein kodlayan
genlerin 6zendirici bolgeleri (promoter) ile iliskili ve 5> UTR ve 3” UTR ile iligkili olan
transkriptler, (iv) protein kodlayan genlerdeki dizilerden bagimsiz olan transkriptler, (v)
protein kodlayan genlerin diginda kalan bolgelerden transkripte olan transkriptlerdir
(intergenik ncRNA). Ote yandan, ncRNA’lar islevlerine, hiicredeki yerlesimine,
transkripte edildikleri bolgelere gore de smiflandirilabilirler (5, 6, 14, 15). Protein

kodlayan genlerin antisense ipliginden sentezlenen transkriptlere dogal antisense



transkript (natural antisense RNA, NATs, asRNA) denilmektedir. Bu transkriptler,
kendi i¢inde transkriptin yoniine ve yerlesimine bagl olarak 5° u¢ kisminda Ortiisen
bolgeler igeren (head-to-head, HTH), 3’ u¢ kisminda ortiisen bdlgeler igeren (tail-to-tail,
TTT), bir transkriptin tamamen digerinin igerisinde olmasi (embedded, EMB) ve
intronik (intronic, INT) boélgelerde olan transkriptler seklinde alt gruplara ayrilabilir.
Bununla beraber, NAT’larin, ayn1 kokenli genlerin diizenlenmesinde ve kanserdeki

rolleri tam anlamiyla agik degildir (14-16).

Kodlanmayan RNA’lar arasinda ilk tanimlanan ncRNA ailesi miRNA’lardir.
MiRNA’lar ortalama 22 niikleotid uzunlugunda protein kodlama 6zelligi olmayan ve
gen ifadesini yazilim sonrasinda negatif yonde diizenleyen RNA molekiilleridir. 2000°’li
yillarin basinda biiyiik ilgi odagi haline gelmislerdir ve miRNA’larin biyolojik
stireclerdeki rollerini ortaya koyan binlerce makale yaymlanmistir. MiRNA’larin
tanimlanmast1 gen diizenlenmesine yepyeni bir boyut kazandirmistir ve bilim
adamlarinin RNA diinyasina bakis acilarimi biiyiik oranda degistirerek, calismalarin
kodlanmayan RNA’lar iizerine yogunlagsmasina sebep olmustur. Siiphesiz bu etkinin
sebepleri arasindaki en biiyiikk etmen miRNA’larin kanser olusumunda ve ilerlemesinde
oynadig1 roller olmugtur. Calin ve arkadaslari, miRNA’larin insan kanserlerinde aktif
rol oynadigini ve kansere sebep oldugunu gosteren ilk calismay1 yapan gruptur (17, 18).
Daha sonralari, diger kodlanmayan RNA’larin tanimlanmasi ile birlikte, IncRNA’larin
hiicresel bir¢ok olayda yer aldig1 gosterilmis ve bu transkriptlerin degisik ifadelenmesi
kanserin de i¢inde bulundugu bir¢ok hastalik ile iliskilendirilmistir (10, 19).
LncRNA’larin degisken ifade gostermesi tiimor baskilayici ve/veya onkogenelere etki
ederek bircok kanser tiirlinlin gelisiminde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Bunun yam
sira, kanserde bazi IncRNA’lar onkogenik (OnkoLnc) 6zellik gosterirken bazilar ise
tiimor baskilayic1 6zellik gosterebilmektedir. Ornegin; GAS5 (20), LOC285194 (21)
gibi IncRNA molekiillerinin tiimor baskilayict 6zellikleri bulunurken, HOTAIR (22,
23), CCATI1 (24, 25), MALATI1 (26, 27) gibi IncRNA’larin ise onkogenik o6zellik
tasidiklart bulunmustur. Ayrica, IncRNA molekiilleri baz1 tiimér dokularinda anormal
ifade sekli gosterirken bazi insan dokusu ve kanser hiicre hatlarinda degisik ifade

gosterdigi bulunmustur (8).



Son yillarda yapilan genis kapsamli kanser ¢aligmalarina ragmen halen kanser gelisimi
ve ilerlemesinde rol oynayan bircok molekiiler mekanizma aydinlatilamamistir.
Ozellikle yeni tanimlanan bircok IncRNA molekiiliiniin kanser gelisimine olan katkis1
halen arastirllmaya acik bir konudur. Dolayisiyla, bu tez c¢alismasinda VIM-ASI,
CDKN2B-AS ve LOC105372161 gibi bazi1 dogal antisense transkriptlerin kanser
siirelerinde aldig1 rollerin ortaya konulmasi amaglanmustir. Ilgili NAT genleri ve
iliskili olabilecegi karsi sarmalindan sentezlenen VIM, CDKN2B ve BCL2 protein
kodlayan genler kanserin onemli ayirt edici 6zelliklerinde oynadiklar1 roller sebebiyle
secilmistir. Bu tez calismasinda kanser siiregleri ile iliskilendirilmis genlerin islevleri su

sekildedir.

Vimentin, 10. kromozom iizerinde, 10p13 bolgesinde yerlesik olan VIM geninden
kodlanan mezenkimal hiicrelerde ifade edilen bir ara iplik¢ik proteinidir ve
sitoplazmada yerlesiktir. Vimentin, organellerin sitoplazmadaki yerlesiminde, hiicrenin
esnekliginde ve hiicre ici trafikte Onemli rol oynayan bir proteindir. Yapilan
caligmalarda VIM geninin bir¢ok epitel kaynakli kanser tiirlerinde asir1 ifade edildigi
bulunmustur. Kanserde asir1 VIM ifadesi, tiimor biiyiimesi, istila ve zayif prognoz ile
iliskilendirilmistir (28). Diger yandan, CDKN2B proteini, 9. kromozom iizerinde 9p21
bolgesinde yerlesik CDKN2B geninden kodlanmaktadir. CDKN2B siklin bagimli kinaz
baskilayicisidir (CKI). Bu baskilayici proteinlerden CDKN2B (p15) G0/G1 fazinda
CDK4 ve CDK6’y1 baglayarak siklin-CDK karmasimini (complex) engeller (29).

Bunun yani sira, i¢sel apoptoz yolaginin diizenlenmesinde Bcl-2 ailesi proteinleri gorev
alirlar. Yapilan calismalar sonucunda 25 tane Bcl-2 ailesi proteini tanimlanmistir. Bu
proteinler hiicre igerisinde mitokondri, diiz endoplazmik retikulum ve periniikleer
zarlarda yerlesiktir. BCL2 geni Bcl-2 protein ailesinden anti-apoptotik bir proteindir.
BCL2, 18 kromozom tlizerinde 18q21.3 bolgesinde yerlesik BCL2 geninden kodlanan
bir proteindir. Bir¢ok kanser ¢esidinde asir1 ifade edildigi rapor edilmistir (30, 31).

Dolayisiyla, bu dogal antisense transkriptlerin, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli rol oynadigi bilinen protein kodlayan genler ile olan iligkisinin arastiriimasi
hedeflenmistir. Dahas1 bilinen kanser ilaglarindan 5-FU’nun bu NAT’lar ve iliskili

olabilecegi protein kodlayan genler iizerine olan etkileri arastirilmistir. 5-FU’nun yani



sira, anti-kanser aktiviteleri heniiz belirlenmemis ancak hiicre ¢oglamasini baskilamasi
ile bilinen tiyoksemikarbazon tiirevli kimyasallar (8A ve 17B) bu calismaya dahil
edilmistir. Tiyoksemikarbazon tiirevleri DNA ve RNA sentezini engelleyerek anti-
kanser etkinligi gosterebilmektedir. Bu etkiyi riboniikleotitleri deoksiriboniikleotitlere
indirgeyen riboniikleotit rediiktazi (RR) baskilayarak yaparlar. RR enzimi, hiicre
boliinmesinde ve tiimor gelisiminde 6nemli iglevleri olan bir molekiildiir (32). Bunun
yani sira, tiyosemikarbazon tlirevleri topo II-DNA karmasimindaki tiyol kalintilarini
alkilleyerek bu karmasimi kararsiz hale getirir ve anti-kanser etkisi gosterirler (33).
Dolayisiyla, apoptoz, hiicre dongiisii, hiicre gocli gibi kanser siireglerinin yani sira
secilen NAT’lar ve iligkili olabilecegi protein kodlayan genler iizerine olan etkileri
arastirilmistir. Biitliin bunlarin yaninda hiicrelerin kimyasallar ile muamelesi sonucunda,
apoptozun Onemli belirteclerinden olan kaspaz etkinligi ve BCL-2 gen ailesi

tiyelerinden bazi genlerin gen ifade seviyeleri test edilmistir.



2 . GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, gliniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinin basinda gelmektedir ve diinya
genelinde sikca goriilen bir hastaliktir. Ayrica kansere bagli oliimler giderek artmaktadir
(1). 2016 yili kanser istatistiklerine gére, ABD’de, yaklasik 1,6 milyon insanda yeni
kanser vakasi teshis edilirken kansere bagli olarak yaklasik yarim milyon insan hayatini
kaybetmistir (1). Yeni kanser vakalarinda; kadinlarda %29 oranla meme kanseri,
erkeklerde ise %21 oraninda prostat kanseri basta gelmektedir. Bununla beraber,
kansere bagl 6liimlere, kadinlarda ve erkeklerde sirasiyla % 26 ve %27 oranla akciger

kanseri neden olmaktadir (1).

Ulkemizde Saglik Bakanlig1 verilerine gore, 2013 yilinda toplam 174 bin kisiye kanser
teshisi konulmustur ve bu oran diger gelismis lilkelere kiyasla daha diisiik seviyededir.
Cinsiyete gore kanser goriilme orani, 103,070 erkek ve 71,233 kadin seklindedir.
Erkeklerde en sik prostat ve akciger kanseri goriiliirken, kadinlarda meme kanseri en sik

goriilen kanser ¢esididir (www.kanser.gov.tr).

Kanser, hasarli hiicrelerin hayatta kalmasi ve diizensiz hiicre ¢ogalmasi sonucu olusan
genetik bir hastaliktir. Normal hiicreler, hiicre boliinmesi, farklilagmasi ve hiicre
Olimiinii diizenli ve verimli bir sekilde gerceklestirebilmek icin bircok mekanizma
gelistirmislerdir. Bir¢ok diizenleyici etmen, genlerin aktif veya inaktif olmasinda rol
alarak hiicre c¢ogalmasmin ve farklilagmasinin kontroliinii saglamaktadir. Hiicre
dongiisii, farklilagmasi gibi siireglerde rol oynayan onkogenler ve tiimdr baskilayict

genlerde meydana gelen bozukluklar kanserin molekiiler temelini olugturmaktadir (2).

Kanser, bir seri genetik bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Bu tiir genetik bozukluklar,

etkilenen genlerin islevlerinin diizensizligi ile sonuclanir. Bu tiir islevsel bozukluklar,



onkogenlerin etkinlesmesi ve/veya tiimor baskilayici genlerde olan islev kaybi

sonucunda olusmaktadir (34).

2.2. Kanserin ayirt edici ozellikleri

Kanser gelisiminin ¢ok asamali bir siirecte olustugu gosterilmistir ve kanserin ayirt edici
Ozellikleri genel olarak alt1 grupta degerlendirilmistir (2). Kanserin ayirt edici
ozellikleri; cogalma sinyalinin siirekliligi, biiyiime baskilayicilarindan kagis, hiicre
Olimiine kars1 direng, artmis telomeraz aktivitesi ve Oliimsiiz ¢ogalmaya olanak
saglama, anjiyogenezin uyarilmasi, istila ve metastaz etkinlesmesi olmak iizere alt1 ana
grupta degerlendirilmektedir (2). Bunun yanmi sira, bagisiklik sisteminden kagis,
genomik kararsizligin artmasi, enerji metabolizmasinda yeniden diizenlenmeler ve
timor tesvik edici yangi kanserin diger ayirt edici 6zellikleri arasinda siralanmaktadir

(2). Kanserin ay1rt edici 6zellikleri asagidaki gibi 6zetlenmistir (Sekil 2.1).

Cogalma uyarisimin

devamlilig

Biiylime

Hiicre 6liimiine
baskilayicilarindan

kars1 direng

Anjiyogenezin Istila ve metastazin
uyarilmasi aktivasyonu

Oliimsiiz cogalmaya
olanak saglama

Sekil 2.1. Kanserin alt1 ayirt edici 6zelliklerinin sematik gésterimi (2).

2.2.1. Cogalma uyarisinin devamhihgi

Kanser hiicrelerinin en o©nemli ayirt edici Ozelliklerinden birisi siirekli olarak
cogalabilme yeteneklerinin olmasidir. Normal hiicreler, hiicre sayisint dengede

tutabilmek ve normal doku yapisinin ve iglevinin korunmasi i¢in biiyiime tesvik edici



etmenlerin {iretimini ve salimmmini1 dikkatli bir sekilde kontrol ederler. Kanser
hiicrelerinde ise bu durum farklidir (35, 36). Kanser hiicrelerinde biiyiime tesvik edici
uyarilarin diizensiz oldugu gorilmiistir. Kanser hiicreleri, ¢ogalma uyarisinin

devamliligini bir¢ok yonden saglayabilmektedirler.

Otokrin wuyart iletimi: Kendi biiylime etmenlerini salgilayabilirler ve boylelikle

salgiladiklar1 biiylime etmenlerine kendi almaglar ile cevap verebilirler (2).

Parakrin uyari iletimi: Kanserli hiicreler, tim6r mikro c¢evresindeki hiicrelere uyarilar
gondererek normal hiicrelerin  birgok biliylime etmenini salgilamasina olanak
saglayabilirler. Boylece, normal hiicrelerden salgilanan biiylime etmenleri kanser

hiicrelerinin biiylimesine katki saglayabilir (37).

Disaridan herhangi bir uyaran olmadan kanser hiicrelerini biiyiimelerini iki yolla
tetikleyebilirler: Birincisi, sinyal yolaginin etkinlesmesi, ikincisi ise geri besleme (feed-

back) mekanizmasinin bozulmasi ile uyarabilir (38).

2.2.2. Biiyiime baskilayicilardan kacis

Kanser hiicreleri tiimor baskilayici genlerden kagmanin bir yolunu bulmalidir. En ¢ok
bilinen tiimdr baskilayict genler TP53 ve RB’nin hiicre dongiisii izerinde énemli rolleri
bulunmaktadir. RB geninde meydana gelen mutasyonlar, bu genin islevinde
bozukluklara sebep olmakta ve dolayisiyla RB aracili hiicre dongiisii kontroliiniin
kaybina neden olmaktadir. Bu durum, hiicre g¢ogalmasmin devamliligina olanak
saglamaktadir (39). RB geni, ¢cogunlukla dis etmenlere karsi biiylime baskilayici etki
gosterirken TP53 geni, genellikle i¢ etmenlere karsi baskilayict etki gosterir (39). Eger,
genomda olusan hasar fazla veya tamir edilemezse veya hiicrede niikleotid seviyeleri,
biiylime tesvik edici etmenler, glikoz, oksijen seviyesi normal degilse TP53 proteini,
hiicre dongiisii biitiin sikintilar normale doniinceye kadar durdurur (39, 40). Dahasi,
diizeltilmesi miimkiin olmayan DNA hasarlarinda TP53 proteini apoptozu tetikleyebilir
(40). Normal hiicreler, hiicre sayisinin dengede tutulabilmesi i¢in hiicre dongiisiinii de
diizenlerler ve hiicre dongiisiinii birgok siirecte kontrol ederler. Ancak, kanser
hiicrelerinde boyle bir durum s6z konusu degildir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda

kritik gorevleri olan genlerde (p53, RB1 gibi) olan mutasyonlarin déngiiniin kontroliinii

10



saglayamaz ve genomik kararsizlik artar. Boylece kanser hiicreleri siirekli boliinebilme

yetenegi kazanirlar.

2.2.2.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, ¢cogalmak i¢in uyarilan bir hiicrede gerceklesen bir seri biyokimyasal
olaylar ve sekilsel degisimlerin oldugu bir siirectir. Hiicre boliinmesinde temel amag, bir
sonraki nesillere genetik bilginin sorunsuz olarak aktarilmasidir. Bu durumu saglamak
i¢in, hiicre igerisinde birgok hiicre dongiislinii diizenleme mekanizmasi bulunmaktadir.
Hiicre dongiisii stireci, DNA sentez (S) ve mitoz (M) evrelerinin tekrari seklindedir. Her
iki evre arasina dongiisel olarak degisken bir siire beklemektedir. M ve S evrelerin
arasindaki doneme G1 (Gapl), S ve M evreleri arasindaki doneme ise G2
denilmektedir. Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra dongii G1-S-G2 (interfaz) ve
M (mitoz) seklinde tekrarlanir. Bu siirecte hiicre uyarimi ve biiyiime meydana gelmekte
veya boliinme uyaris1 almadiklar: siirece dinlenme evresi G0’da durmaktadirlar. G1, S,
G2 evreleri (interfaz) hiicre dongiisiiniin % 90in1 kapsar ve 16-24 saat siirerken, mitoz

boliinme ise 1-2 saat siirmektedir (41).

G1 evresinde hiicreler, biiylimeyi tetikleyici uyarilar alir ve DNA sentezi i¢in hazirlik
yapilir, RNA ve protein sentezi olur. Bu evrede, hiicrenin boliinmesi, farklilagsmasi ve
Olmesi gibi hayati kararlar verilir. S evresinde DNA iki katina ¢ikar ve bu evrenin
sonunda her kromozom birbirine bagl iki es kromatidden olusur. G2 evresinde, DNA
kromatin proteinleri ile yogunlasir, paketlenir. M evresinde kardes kromatidler diizgiin
bir sekilde bir hizaya gelirler ve ardindan ¢esitli asamalardan sonra (profaz, metafaz,

anafaz, telofaz ve sitokinez) hiicrenin ikiye boliinmesi gergeklesir (42, 43).

Hiicre dongiisii, G1/S, G2/M ve metafaz-anafaz gecisleri gibi ¢esitli kontrol noktalari ile
kontrol edilmektedir. Bu kontrol noktalarinda dongiiniin kaderi belirlenir (44). Hiicre
dongiisii kontrolii genel olarak protein kinazlar, siklinler ve siklin bagimli kinaz
baskilayicilar1 (CKI) tarafindan saglanir. Protein kinazlar hedef proteinlerin
fosforillenmesi saglarken, siklinler hiicre dongiisiiniin islerligini kontrol ederler.
Siklinlerin periyodik yapim/yikimlar1 ve dolayisiyla iliskide bulunduklari siklin bagiml
kinazlarin (CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 ve CDK25) islevlerinin

11



diizenlenmesini saglar. Siklin bagimli kinazlar kendi baslarina bulunduklarinda
islevsizdirler, ancak siklinlere baglandiklarinda etkinlesir ve bdylece islevsel siklin-
CDK bilesenleri olusur. CKI’lar; siklinleri, CDK’lar1 veya siklin-CDK karmasimini
dogrudan etkileyerek CDK’larin islevini baskilarlar (Sekil 2.2) (29). CKTlar
etkiledikleri CDK ve mekanizmalaria gore iki alt gruba ayrilirlar. INK ailesinde, p15,
pl6, p18, pl9 olmak iizere 4 tane CKI bulunmaktadir ve bunlar G1 fazinda CDK4 ve
CDK6’y1 baglayarak siklin-CDK karmasimini engeller (43). CIP/KIP ailesinde, p21,
p27, pS7 CKTI’lar siklin-CDK karmagsimini engeller (29).

op21 | Siklin B
*p27 CDK1

W

Siklin D 21

+p21 Siklin A
27 — e G2 Gl CDK4 — 27
CDK6
S Go
op21 Siklin A Siklin E
op21
Sl CDK2 L .
CDK2 p27

Sekil 2.2. Hiicre dongiisiiniin evreleri ve bu evrelerde rol oynayan CDK ’lar, siklinler ve
CDK baskilayicilarinin sematik gosterimi (45).

2.2.1.2. Siklin bagimh kinaz 4 baskilayicis1 2B (P15, CDKN2B)

CDKN?2B proteini, 9. kromozom iizerinde 9p21 bolgesinde yerlesik CDKN2B geninden
kodlanmaktadir. CDKN2B geni iki tane splice varyant icermektedir ve bunlarin iki tane
protein izoformu mevcuttur. CDKN2B, mRNA varyant 1 (NM_004936.3) 2 tane ekzon
icermektedir ve 3861 niikleotid (nt) uzunlugundadir. Bu varyanttan sentezlenen protein
izoformu, izoform 1 (NP_004927.2) 138 amino asit (aa) uzunlugundadir. ikinci varyant
(NM_078487.2) 2 ekzon igermekte olup 3984 nt uzunlugundadir ve protein izoformunu
(NP _511042.1) 78 aa olusturmaktadir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1030) (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3. CDKN2B geninin kodlandigi genomik bolgenin gosterilmesi. Ayrica,
CDKN2B proteinin farkli bolgeleri gosterilmistir.

Normal hiicreler kiiltiir kabinda ¢ogalmay1 hiicre-hiicre etkilesimi sayesinde kontrol
altinda tutarlar. Ancak, kanser hiicreleri yeterli ¢ogunluga erisseler bile ¢ogalmaya
devam ederler. Bu olayin aydmlatilmasi i¢in iki mekanizma agiklanmistir. Birincisi,
NF2 gen iiriinii olarak bilinen Merlin, hiicre ylizeyi yapisma molekiilleri ile etkilesime
girerek hiicreler aras1 baglantilarin  engellenebilecegi (contact inhibition) One
siiriilmiistiir (46). Ikinci mekanizma ise, tiimor baskilayic etki gdsteren epitel polarite
proteini LKB1 ile saglanmaktadir. LKBI1, epitelyal yapinin diizenlenmesinde ve doku

biitlinliigiiniin korunmasinda 6nemli gorevleri olan bir proteindir (47).

2.2.3. Hiicre oliimiine kars1 direng

Normal hiicreler apoptoz ile kanser gelisimine kars1 dogal bir savunma mekanizmasi
gelistirmislerdir (48, 49). Tiimor hiicreleri apoptozu sinirlamak ve apoptozdan kagmak
icin bircok yontem gelistirmislerdir. Bu yontemlerden en iyi agiklanmis olan1 TP53
etkinliginin kaybidir (50). Ayrica, timdr hiicreleri TP53 kaybinda oldugu gibi anti-

apoptotik proteinlerin asir1 ifadelenmesi ile apoptozdan kagabilirler (50, 51).

Apoptozun yami sira, normal hiicrelerde diisiik seviyelerde etkin olan fakat besin
yoklugu gibi stres durumlarinda giiglii bir bigcimde uyarilan fizyolojik bir cevap olan
otofaji de programli hiicre Oliimiidiir (52). Otofaji, kendini yeme olarak bilinen

lizozomal yikim mekanizmasidir. Hiicrenin sagkalimi, biiylimesini ve hemeostasini
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saglamak i¢in hiicre igerisindeki proteinleri veya zarar gormiis organelleri ¢ift zarlt bir

kesecik igerisine alarak lizozoma tasir ve yikilmalarini saglar (52-54).

Apoptoz bir ¢esit programli hiicre Sliimiidiir ve kendine 6zgii yapisal ozellikler ile
karakterizedir. Apoptotik hiicrelerde, hiicre zarinin burusuk olmasi, kromatin
yogunlasmasi, hiicre iskeletinde bozukluklar ve DNA’nin pargalara ayrilmasi
kacinilmaz bir durumdur. Apoptoz hiicre icerisinde ¢esitli yollarla olabilmektedir. Genel
anlamda, igsel (intrinsic) ve digsal (extrinsic) olmak iizere iki tane ana apoptoz yolagi

mevcuttur ve her iki yolak da kaspaz etkinligine bagl olarak ilerler (Sekil 2.4).

FADD

Pro-kaspaz-8 i i

V\ D .
Bad
Bax
Bad Bax .

@®_ sd B \
~

Sitokrom ¢ x
APAF1 - Bel-2 0.00
—n Bcl-XI e
Mcl-1 N,

Pro-kaspaz-9

Pro-kaspaz-3/7

Etkin
kaspaz 3/7

Apoptozom

Sekil 2.4. Igsel ve dissal apoptoz yolaklarinin gosterilmesi. Digsal yolak, 6liim
almaglarmin (TRAIL, TNFa, Fas) pro-kaspaz 8’i etkin hale getirmesi ile baslar. Igsel
yolakta ise, mitokondriden sitokrom c’nin salinmasi ile pro-kaspaz 9 etkinlesir ve
apoptoz silsilesi baslar. I¢sel ve digsal yolakta uyarilan kaspaz 8 ve 9 un etkinlesmesi ile
etkileyici (effector) kaspazlar etkin hale gelir ve apoptoz gergeklesir (55).
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2.2.3.1. i¢sel Yolak

Icsel yolak, DNA hasari, biiyiime etmenlerinin yoksunlugu, hipoksi, asir1 kalsiyum
yiiklenmesi ve bazi ilaglar tarafindan uyarilarak etkin hale gelen bir yolaktir. Bu yolak
Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenir. Bu proteinler hiicre igerisinde, mitokondri,
diiz endoplazmik retikulum ve periniikleer zarlarda yerlesiktir (56). Bcl-2 ailesi anahtar
diizenleyiciler olarak t(14:18) kromozom translokasyonlari hari¢ bir¢ok kotii huylu
kanser tiirlerinde asir1 ifade edilmektedir. Giinlimiize kadar 25 tane Bcl-2 ailesi proteini
tanimlanmistir. Bcl-2 ailesi proteinleri iki ana gruba ayrilmaktadir: pro-apoptotik
proteinler, anti-apoptotik proteinler (Sekil 2.5). Pro-apoptotik iiyeler Bax, Bak, Bad,
Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk proteinlerinden olugsmaktadir. Anti-apoptotik iiyeleri ise;
Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Bfl-1 ve Mcl-1 proteinleri olusturmaktadir (30). Anti-apoptotik
Bcl-2 iiyeleri sitokrom c salinimini engelleyerek apoptozu baskilarken, pro-apoptotik

tiyeler apoptozu tesvik eder (31).

Apoptotik uyaran durumunda, dig mitokondri zar1 gecirgen hale gelir ve sitokrom c’nin
salimimina neden olur. Sitoplazmaya salinan sitokrom c, ilk olarak APAF1 (Apoptotic
protease activating factor 1) ile etkilesime gecer ve pro-kaspaz 9’un etkin hale
gelmesine yol agar. Etkin pro-kaspaz 9, kaspaz 3/7 gibi etkileyici kaspazlari etkin hale
getirir ve kaspaz silsilesini baslatarak apoptoza neden olur. Kaspazlarin etkinlesmesi ile

niiklear lamin ve ¢ekirdek pargalanir, hiicre programli bir bi¢imde 6liir (57).

ANTI-APOPTOTIK 62715439 Kromozom 18 - NC_000018.10 63422519

BH4 {BH3} {BH1} BH2 LOC105372161 KDSR —_—

Bcl-2, Bel-X,, Mcl-1, Bfl-1, Bcl-B FHLER! -
BCL2
PRO-APOPTOTIK
el [r=viy
Goklu Bige {BH3} {BH1} BH2|— T™M ; BCL2 proteini 239
Bax, Bak, Bok
i, e . - ..
Sadece BH3 1BH3} LIM ] - BH3 e ™
Bid, Bim, Puma, Bad, Noxa,Hrk, Bik, Bmf, Bcl-G, Spike

Sekil 2.5. Bcl-2 ailesi iiyelerinin gosterilmesi. Anti-apoptotik genlerde 4 tane Bcl-2
homoloji (BH) bolgesi ve 1 tane zar gegis (TM, transmembrane domain) bdlgesi
bulunmaktadir. Pro-apoptotik Bcl-2 genlerinin ise 3 BH ve 1 TM bdlgesi ile sadece
BH3 ve TM bdlgesinin oldugu iki alt grubu mevcuttur (sol) (58). BCL2 geninin
kromozomal yerleskesi gosterilmistir (sag).
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BCL2 proteini, 18. kromozom {iizerinde 18q21.3 bolgesinde yerlesik BCL2 geninden
kodlanmaktadir. BCL2 nin, iki tane splice varyant1 bulunmaktadir ve bu varyantlardan
iki tane protein izoformu sentezlenmektedir. BCL2 transkript variant 1 (alfa), 3 ekzon
icermektedir ve 6492 nt uzunlugundadir (NM_000633.2). Bu varyanttan sentezlenen
protein alfa izoformu (NP_000624.2) 239 aa uzunlugundadir. BCL2 transkript variant 2
(beta), 2 ekzon igermektedir ve 1206 nt uzunlugundadir (NM_000657.2). Bu varyanttan
sentezlenen protein beta izoformu (NP_000648.2) 205 aa uzunlugundadir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/596) (Sekil 2.5).

2.2.3.2. Dissal Yolak

Digsal yolak, hiicre yiizeyinde bulunan 6liim almaglarmin araciligi ile tetiklenir. Oliim
almaglari, TNF (Tumor Necrosis Factor) alma¢ gen siiper ailesinin iiyeleridir. TNF
almac ailesinin iiyeleri, hiicre dis1 sistein zengin bdolgesi ve “6liim bdlgesi (death
domain)” olarak adlandirilan 80 aa’lik sitoplazmik bolgeden olusur (59). Oliim bélgesi,
hiicre ici uyar ileti yolaklarina hiicre ylizeyinden 6liim sinyalini tasimada kritik rol
oynamaktadir. En iyi bilinen 6liim almaclari ve ekleri (ligand), FasL/FasR, TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5 seklindedir. Oliim almaglarinin
uyarilmasi ile pro-kaspaz 8 etkin hale gelir ve icsel yolakta oldugu gibi etkileyici
kaspazlar etkin hale getirerek kaspaz silsilesini baslatir, boylelikle, apoptoz gergeklesir

(60, 61).

2.2.4. Oliimsiiz ¢ogalmaya olanak saglama

Kanser hiicrelerinin mikroskobik tiimérleri olusturabilmeleri i¢in limitsiz bir sekilde
cogalabilmeleri gerekmektedir. Normal viicut hiicreleri belirli sayida biiylime-boliinme
dongiisii gecirirken kanser hiicreleri bu kurali yok sayarlar. Normal hiicrelerde bu kurali
saglayan iki nokta vardir. Birincisi, hiicrelerin yaslanmasi, ikincisi ise yaslanma
sonucunda oliime gitmesidir (2). Yapilan calismalar telomerlerin hiicre 6liimsiizliiglinde
rollerinin oldugunu gostermektedir. Telomerler, bircok ardisik hekzaniikleotid
tekrarlarindan olusur. Oliimsiiz olmayan hiicrelerde her hiicre boliinmesinde kisalir ve
sonunda DNA ugclari1 koruma yeteneklerini kaybederler. Telomeraz, 6zel bir DNA
polimeraz enzimidir. Bu enzim telomer uclarinin uzamasindan sorumludur. Telomeraz

etkinligi 6liimli hiicrelerde yok denecek kadar azdir. Ancak, kanser hiicreleri gibi
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6liimsiiz hiicrelerde 6nemli derecede etkin olan bir enzimdir. Artmis telomeraz etkinligi
yaslanma ve apoptoza karst bir diren¢ olusturmaktadir ve buna ters bir sekilde
telomeraz etkinliginin baskilanmasi telomer kisalmalarini saglayarak yaslanmaya ve

hiicre 6liimiine neden olmaktadir (2, 62).

2.2.5. Anjiyogenezin uyarilmasi

Normal dokular gibi tiimdrler de besin ve oksijen alinimina ve metabolik atiklart ve
karbondioksiti uzaklastirma ihtiyact duyarlar. Anjiyogenez ile olusan tiimor iliskili
damarlar bu ihtiyaglarin karsilanmasini saglarlar (63). Yetiskinlerde damar olusumu,
yara iyilesmesi, menstural dongii gibi fizyolojik siireclerde gecici olarak etkin hale
gelirken, tiimor dokularinda neredeyse her zaman etkindir. Bu durum, olusan tiimoérlerin
beslenmesinde ©nemli rol oynamaktadir. En iyi bilinen anjiyogenez tetikleyicisi
VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) iken anjiyogenez baskilayicist TSP-1
(Thrombospondin 1)’dir. VEGFA geni, embriyonik ve postnatal gelisim siirecinde yeni
damar olusumundan sorumlu bir gendir. VEGF gen ifadesi hipoksik ve anjiyogenik
uyarilara karsi artabilir ve diger proanjiyogenik faktorlerin uyarilmasina da sebebiyet

verebilir (64-66).

Tiimdrlerde olusan damarlar diizensiz bir sekilde oldugundan normal yerlesimden
farklidir. Timor damarlagmasi, gelismemis kapiller olusumu, asir1 damar dallanmasi,
bozuk ve gelismemis damarlar, diizensiz kan akisi, mikro kanama, sizdirma, artmis

endotel hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz ile karakterize bir siiregtir.

2.2.6. istila ve metastazin etkinlestirilmesi

Kanser hiicreleri, istila ve metastaz yapabilmeleri icin morfolojik degisim gecirmeli,
diger hiicrelerle olan baglantilarin1 ve hiicre dist ortam ile olan baglantilarini
degistirmelidirler. Kanser hiicrelerine bu siiregte epitelyal mezenkimal ge¢is (EMT)

aracilik eder.

2.2.6.1. Epitelyal mezenkimal gecis (EMT)

Epitelyal mezenkimal gecis, epitel kaynakli hiicrelerin, yayilmaci, apoptoza direncinin

arttirict ve ECM (ExtraCellular Matrix) bilesenlerinin ciddi derece yiikseldigi
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mezenkimal hiicre fenotipi kazanmasi icin bir takim biyokimyasal olaylarin oldugu,
bazal zar ve bazal ylizey arasinda normal etkilesimin oldugu biyolojik bir siirectir (67).
EMT, hiicre iskeleti diizenlenmesi ve E-cadherin gibi hiicre yapisma molekiillerinin
diisiik ifade edilmesi ile karakterize bir stiregtir (67). EMT nin baslatilmasi i¢in bir dizi
molekiiler mekanizmanin etkin hale gelmesi ve baz1 6zgiil yazilim etmenlerinin
etkinlesmesi gerekmektedir (68). Ornegin; hiicreler arasi baglant1 proteinlerinin kaybi
(E-cadherin, N-cadherin, P-cadherin), matriks yikim enzimlerinin {iretilmesi
(metaloproteinazlar, kathepsin proteazlar), artmis hiicre hareketliligi, programli hiicre
Olimiine kars1 artmis direng, epitel hiicre morfolojisinden mezenkimal hiicre

morfolojisine gecis siralanabilmektedir (2, 67).

EMT, embriyonik gelisim siirecinde, yara iyilesmesi gibi 6zel kosullarda normal olarak
gerceklesen biyolojik bir siiregtir. EMT normal bir siire¢ gibi goriinse de, kanser ile
iligkili yapilan ¢aligmalarda, kanserin yayilmasinda 6nemli rol oynayan istila, metastaz
ve anjiyogenez gibi siireglere aracilik ettigi bildirilmistir (2, 67, 69). EMT’ nin
gostergesi olarak birgok molekiiler belirte¢ tanimlanmistir ve bunlardan en 6énemlisi E-
cadherin’dir. E-cadherin en iyi bilinen epitel hiicre belirtecidir ve EMT siirecinde
cogunlukla diisiik ifade edilmektedir veya kaybolmaktadir. E-cadherin kaybi epitel
hiicrelerin go¢ kapasitesi kazanmasi ile dogrudan iligkilidir (70). Mezenkimal hiicre
belirteclerinden Snail, Slug, ZEB1, ve Twist E-cadherin ifadesini baskilamaktadir. Ote
yandan, mezenkimal hiicre belirteci olan vimentin ve fibronektin hiicrelere esnek bir

yap1 saglayarak hiicrelerin gociine olanak saglamaktadir (2, 67, 70).

Bazal

Epitel hiicre

Birincil epitel kanser hiicreleri

. Yayilmaci ve

ikincil epitel tiimdr

—_ metastatik hiicreler

Normal epitel

Karsinom in situ

EMT

\_.

Damara giris

Kan damarl

(intravasation)

Damardan ¢ikig

(extravasation)

MET

Sekil 2.6. Kanserde EMT siirecinin sematik gosterimi. Normal epitel hiicresi, birincil

dokudan koparak mezankimal hiicre 06zelligi kazanir.

Hareketli

bu hiicre kan

damarlarindan gecerek baska bir dokuda/bolgede yeniden yerleserek cogalmaya baslar

(67).
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Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, kanser hiicrelerinin uzak doku bolgelerine gog
etmek i¢cin EMT siirecini tekrar etkinlestirdiklerini gostermistir. EMT nin etkinlesmesi
ile kanser epitel hiicrelerinin go¢ kapasitesi artmakta ve bu hiicrelerin timor
mikrocevresinden koparak yeni olusan damarlar sayesinde dolagima katilir ve metastaza
aracilik ederler (Sekil 2.6). Dolayisiyla, kanserde EMT nin hedeflenmesi ve EMT
siirecinin baskilanmasi istilanin ve metastazin durdurulmasi agisindan son derece

O6nemlidir (2, 67, 70).

2.2.6.2. Vimentin (VIM)

Vimentin proteini, mezenkimal hiicrelerde ifade edilen bir ara iplik¢ik proteinidir ve
sitoplazmada yerlesiktir. Ara iplikcikler genellikle yapisal olarak kararli olsalar da
Vimentin i¢in durum farklidir. Vimentin, organellerin sitoplazmadaki yerlesiminde,
hiicrenin esnekliginde ve hiicre ic¢i trafikte (kolesterol tasinimi) 6nemli rol oynayan bir

proteindir.

Vimentin proteini, 10. kromozom {izerinde, 10p13 bdlgesinde yerlesik olan VIM
geninden kodlanir. VIM geninin 10 tane ekzon bolgesi bulunmaktadir (NM_003380.3,
mRNA uzunlugu: 2136 nt) ve bunlarin 9 tanesi protein kodlamaya (NP_003371.2,
aa:466, 57 kDa) katilmaktadir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7431) (Sekil 2.7).

16823966 Kromozom 10 - NC _000010.11 17455966

TRDMT1 ~ VIM s _ ST8SIAG

CUBN B 7 —> STS8SIA6-ASI
€ VIM-AS1 | 50105376436 —

r

1 Vimentin proteini 466
>

14 101 g9 368

102 " 410
Ara iplikgik proteini

Sekil 2.7. Vimentin geninin kodlandig1 bélgenin ve protein yapisinin gosterilmesi.
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Gliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, VIM geninin, bircok epitel kaynakli kanser
tiirlerinde asir1 ifade edildigi bulunmustur. Kanserde asir1 VIM ifadesi, tiimdr biiyiimesi,
istila ve zayif prognoz ile iliskilendirilmistir. 57 kDa olan Vim proteini, EMT siirecinde
onemli bir mezenkimal hiicre belirtecidir (28). EMT, epitel hiicrelerde Vimentin ara
iplik¢igi ile karakterizedir, normal durumda yalnizca keratin ara iplik¢igi ifade edilir.
EMT nin tersi olan MET te (Mesenchymal—Epithelial Transition) ise hiicreler tekrardan
epitel hiicre 6zelligi kazanmaya baslar, VIM ifadesi diiser ve hiicre hareketliligi azalir

(28, 68).

2.2.7. Diger ayirt edici ozellikler

Kanserin ana ayirt edici Ozelliklerinin yani sira bagka ayirt edici Ozellikleri de
mevcuttur. Bunlar arasinda; enerji metabolizmasindaki yeniden diizenlenmeler ve
bagisiklik sistemi hiicrelerinden kacis yer almaktadir. Diger yandan, kanser hiicrelerinin
etkinlesen oOzellikleri arasinda genomik kararsizlik ve timoér tesvik edici yangi

sayilabilir.

Enerji programinda yeniden diizenlenmeler: Kanser hiicreleri siirekli ¢cogalabilmek
icin enerji metabolizmasinda da yeniden diizenleme yapabilirler. Normal hiicreler
oksijen varliginda, glikozu metabolize ederek oksidatif fosforilasyon yaparlar, oksijen
yoklugunda ise glikolize dayali bir enerji metabolizmasi one ¢ikar ve ¢ok az oranda
piirtivat molekiilii mitokondriye aktarilir. Ancak, kanser hiicreleri, oksijen varliginda da
glikolize dayali mekanizmayr kullanirlar. Bu durumda kanser hiicreleri glikoliz
sayesinde 18 kat daha az verimli bir yolu segerler. Aradaki bu farki kapatmak icin
glikoz tastyicilarinin ifadesinde ozellikle GLUT1 ifadesinde ciddi bir sekilde artig
goriiliir. Kanser hiicrelerinin bu etkin glikoz alimi kanser yayiliminin tespitinde
kullanilan bir metot olan PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) taramasinin temelini
olusturmaktadir. Glikolize dayali bu enerji metabolizmasina “Wargburg etkisi”

denilmektedir.

Bagisikhik sisteminden kacis: Bagisiklik tarama (immun surveilance) teorisine gore
hiicreler ve dokular siirekli olarak bagisiklik sistemi tarafindan gozetim altinda
tutulmaktadir. Dolayisiyla, bagisiklik sistemi kanser hiicrelerini tanimak ve ortadan

kaldirmak ile gorevli hiicreleri barindirmaktadir. Bu teoremden yola cikarak, solid
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tiimorlerin bagisiklik sisteminden gizlendigi ya da bagisiklik sistemi tarafindan Sliimii
simirladigi one siiriilmektedir. Bazi1 kanser tiirlerinin bagisiklik yetmezligi ¢eken
bireylerde aniden artis gostermesi tiimorlerde bozuk bagisiklik cevabina kanit olarak
gosterilebilir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, bagisiklik sisteminin timor
olusumunu ve ilerlemesini Onemli derecede Onledigi gostermistir. Sitotoksik T
lenfositleri, yardimer T lenfositleri ve dogal oldiiriicti (naturel killer, NK) hiicrelerde

meydana gelen yetmezlikler timor goriilme sikliginin artmasina neden olabilir.

Tiimor tesvik edici yangi: Bazi tiimor dokularinda bagisiklik sistemi hiicrelerinin
varligi uzun yillardir bilinmektedir. Bagisiklik sistemi hiicreleri bu dokulara sizarak
neoplastik olmayan dokularda eszamanli yangisal durumlar ortaya ¢ikarabilir. Yapilan
calismalar, timor dokularmin farkli yogunluklarda bagisiklik sistemi hiicre toplulugu
igerdigi gosterilmistir. Onceleri, bu gelisen bagisiklik cevabin tiimér hiicrelerini ortadan
kaldirmak i¢in gelisen dogal bir savunma mekanizmasi oldugu diisliniilmekteydi.
Ancak, yapilan calismalar bu durumun bagisiklik sisteminden bir kagis oldugunu
gostermistir. Timor iliskili yangmin timor olusumunu arttirdigt one stiriilmistiir.
Ayrica, bagisiklik sistemi hiicreleri yakindaki kanser hiicreleri i¢in aktif mutajenik

kimyasallar, 6zellikle serbest oksijen radikalleri salgilayabilirler.

Genomik kararsizhk ve mutasyon: Kanser hiicreleri artmis genomik kararsizliga
sahiptir. Kanserli hiicreler mutajenik ajanlara kars1 artmis duyarlilik gosterirler. Clinkii
genomun biitiinliigiinii ve dogrulugunu denetleyen sistemlerde hasarlar bulunmaktadir.
Normal denetleyici ve diizenleyici mekanizmalar zarar gérmiis hiicreleri yaslanmaya

veya apoptoza gotiiriirken, kanser hiicrelerinde bu olay s6z konusu degildir.

2.3. Kodlanmayan RNA (ncRNA)

Insan genom projesinin (Human Genome Project) tamamlanmas ile insan genomunun
neredeyse tamami dizinlenmistir. Insan genomunun yaklasik %2’°lik kismi protein
kodlayan bolgeyi icerirken diger kisimlar “¢op (junk) DNA” olarak bilinmekteydi.
Amerikan Ulusal Insan Genomu Arastirma Enstitiisii (The National Human Genome
Research Institute, NHGRI), 2007 yilinda insan genom dizisinde tiim islevsel unsurlari

belirlemek i¢in, ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Project) projesi adinda bir
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kamu aragtirma konsorsiyumu baglatt1 (71). Bu projenin temel amaglarindan birisi,
insan genomundan kodlanan ancak protein {irlinii olmayan kodlanmayan RNA’larin
(ncRNA) tanimlanmasidir (71). Bu transkriptlerin daha Onceleri genomda yazilimsal
olarak sessiz olan bolgelerin protein kodlayan bolgelerde ve genomun diger

bolgelerinden transkripte olduklari bildirilmistir (71).

Yaklasik yirmi yi1l 6ncesine kadar, RNA ¢esitleri tRNA, rRNA, snRNA gibi birkag tane
ile smirli ve bu RNA’larin proteinlerin islenmesine ve sentezinde yardimci olan
elemanlar olarak bilinmekteydi. Giiniimiizde, RNA’lar artik, protein kodlayan RNA
(mRNA) ve kodlanmayan RNA olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir (4). Yapilan
laboratuvar ve biyoinformatik caligmalar ile ncRNA’larin sayist giin gectikge

artmaktadir (72).

Daha onceleri yardimc1 molekiiller olarak bilinen ncRNA’larin, okaryot hiicrelerde
molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesinde kritik rollerinin oldugu gosterilmistir.
RNA molekiilleri, karmasik ii¢linciil yapilari nedeniyle proteinlerin seckin bdlgelerine
baglanarak onlarin diizenlenmesinde bircok rolleri olabilen ¢cok yonlii molekiillerdir (3).
Dahasi, bu RNA molekiilleri farkli proteinler ile ribokompleks olusturarak ve 6zel DNA
ve/veya RNA dizilimlerine baglanarak birgok farkli molekiiler yolaklarda gen ifadesinin

diizenlenmesinde gorev almaktadirlar (73).

Normal hiicrelerde ¢esitli fonksiyonlar atfedilen ncRNA’larin, degisik ifade paternine
sahip olduklar1 bildirilmistir. Islevsel bu RNA molekiilleri bircok molekiiler olaylarda
etkin olduklar1 gosterilmistir. Ornegin; X-etkisizlesmesi, kromatin yapilanmasi,
genomik damgalanma ve DNA metilasyonu gibi bircok epigenetik olaylarda,
embriyonik gelisim, yazilimsal ve yazilim sonrasi gen ifadesinin diizenlenmesinde

onemli islevlerinin oldugu bildirilmistir (4, 5, 73).

Memeli hiicrelerinde ilk tanimlanan IncRNA, genomik damgalanmada gorevli olan H19
RNA genidir. Bunun takiben X kromozomu etkinsizlestirilmesinde temel sorumlu olan
XIST IncRNA genidir. Kisa ncRNA’lardan ise ilk kesfedilen lin-4 miRNA

molekiiliidiir. Bu islevsel molekiillerin kesfinden sonra, bu alanda yapilan ¢alismalarda
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ciddi bir artis gozlemlenmistir. Ayrica, bu molekiillerin bir¢ok hastalikla iligkilerinin

oldugu gosterilmistir (9, 74).
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Sekil 2.8. Genom ve transkriptom analizler neticesinde, gelismekte olan yeni molekiiler
yolagmn sematik gosterimi. Okaryot hiicrelerde ncRNA’larin molekiiler diizenlenme ve
etkilesimlerdeki ©nemli rollerinin oldugu gosterilmistir. Bu molekiiler model
ncRNA’larin  karmasik hastaliklardaki ve molekiiler bozukluklardaki 6nemini
gostermektedir (5).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ¢cagimizin en sik karsilagilan hastaliklarindan biri
olan ve nedeni halen tam olarak bilinmeyen kanserde bu transkriptlerin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Aragtirmacilar tarafindan kodlanmayan RNA sinifi, bu
RNA’larin fonksiyonlari, gesitleri ve kanser tiirleri ile olan baglantilar ilgi ¢ekici bir
konu olmustur. Kodlanmayan RNA’larin tanimlanmasi ve islevlerinin belirlenmesi ile
onlimiizdeki yillarda gen diizenlenmesi, kromozom organizasyonu ve epigenetik
mekanizmalar gibi bir¢ok molekiiler mekanizmalar aydinlatilabileceklerdir (Sekil 2.8)

(75).
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2.3.1. Kodlanmayan RNA’larin siniflandiriimasi

Kodlanmayan RNA’lar bazi

ozelliklerine gore kendi

icinde farkh

gruplara

ayrilmaktadirlar. NcRNA transkriptlerinin birgogu genellikle birden ¢ok kategoride yer

alabilir, bu nedenle ncRNA simiflarinin net kategorizasyonu epeyce zordur (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Hipotetik 3 lokustaki cesitli ncRNA siniflarinin gosterilmesi. Lokus 1’de
protein kodlayan gen yesil olarak, Lokus 3’te ise sar1 olarak gosterilmistir. Lokus 2’de
psodogen kodlanmaktadir. Lokus 1°deki genin diizenleyici elemanlar1 pembe (arttirict)
ve mor (6zendirici bolge) olarak gosterilmistir (11).

Klasik olarak, kisa kodlanmayan RNA, <200 nt; uzun kodlanmayan RNA >200nt olarak

uzunluklarma gore ayrilirlar. Islevlerine gore; hiicrede siirekli ifade edilen ribozomal

RNA, tasiyict RNA gibi ncRNA’lar, mikroRNA (miRNA), uzun kodlanmayan RNA
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(long non-coding RNA, IncRNA) gibi diizenleyici RNA’lar olarak siniflandirilirlar.
Hiicre i¢indeki yerlesimlerine gore, kiiciik cekirdek RNA (small nuclear RNA, snRNA),
kiiciik ¢ekirdek¢ik RNA (small nucleolar RNA, snoRNA), sitoplazmada yerlesik piwi-
etkilesimli RNA (cytoplasm-located piwi-interacting RNA, piRNA), kiiclik miidahaleci
RNA (short interfering RNA, siRNA) gibi ncRNA siniflarina ayrilir. Bunlarin yan1 sira
diger ncRNA siniflari, 6zendirici bolge iliskili RNA (promoter-associated RNA, PAR)
ve arttirict RNA (enhancer RNA, eRNA) olarak da alt gruplara ayrilabilmektedir (5, 7-
13, 76). Bazi1 ncRNA’lar Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Uzunluklaria gore bazi ncRNA’larin siiflandirilmasi (77, 78).

Sembol ncRNA Islevleri

Kisa kodlanmayan RNA, <200 nt

miRNA  Mikro RNA Gen ifadesinin diizenlenmesinde

tRNA Tastyict RNA Protein sentezinde

siRNA Kisa miidaheleci RNA Gen susturmada

snRNA  Kiiciik ¢ekirdek RNA Gen diizenlemesi gibi ¢esitli siireclerde

snoRNA  Kiiciik ¢ekirdek¢ik RNA RNA'nin ¢ekirdekte modifikasyonunda gorevlidir
rRNA Ribosomal RNA (5S ve 5.85) Protein sentezinde

PASR Ozendirici bolge iligkili kiiciik RNA ~ Modifiye 5' uclar ve kisa keplenmis
transkriptlerden olusur

YRNA Y RNA DNA tipkiyapiminda
piRNA  Piwi-etkilesimli RNA Yazilimsal gen susturma ile iligkilendirilmistir.
Uzun kodlanmayan RNA, >200 nt
IncRNA  Uzun kodlanmayan RNA Gen ifadesinin diizenlenmesinde
rRNA Ribosomal 18S ve 28S RNA Protein sentezinde
aRNA Antisense RNA Gen ifadesinin diizenlenmesinde
PALR Ozendirici bolge iliskili IncRNA Gen ifadesinin diizenlenmesinde
lincRNA  Uzun intergenik ncRNA Gen ifadesinin diizenlenmesinde
NAT Dogal antisense RNA Protein kodlayan genlerin diizenlenemsinde
T-UCR  Asirt korunmus bolgede transkripte
olan ncRNA

ceRNA  Yarigmali endojen RNA
ciRNAs  Halkasal intronik IncRNA

NcRNA’lar1, transkriptlerin boyutuna, hiicresel ve genomik yerlesiminin yani sira
islevlerine gore de siniflandirmak miimkiindiir (Tablo 2.2). ncRNA’lar protein kodlayan
genler ile olan benzerliklerine, bu genler ile iliskilerine, islevi bilinen DNA elemanlari

ile iliskilerine, cesitli biyokimyasal yolaklardaki islevlerine, hiicre i¢i yapilanmalarina,
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farkli biyolojik siireclerdeki ifadelerine ve dizilim ve/veya yap1 korunurluguna gore de

alt gruplara ayrilabilmektedir (11).

Tablo 2.2. Bazi dlgiitlere gore ncRNA siniflandirilmasi (11).

Smif Kisaltma Ozgiil 6rnek

Transkriptin uzunluguna gore siniflandirma

Uzun kodlanmayan RNA IncRNA

Uzun intergenik kodlanmayan RNA lincRNA ANRIL, H19, HOTAIR,
XIST, lincRNA-p21

Cok uzun intergenik kodlanmayan RNA vlincRNA HELLP transkript, vlinc-21,
vlinc-185

Makro RNA Airn, KCNQOTI, Lncat

Ozendirici bolge iliskili uzun RNA PALR

Protein kodlayan genler ile iliskilerine gore siniflandirma

Intronik RNA; kararli intronik dizisi, tamamen sisRNA,

intronik RNA, kismen intronik RNA TIN, PIN

Halkasal intronik RNA ciRNA

Sense RNA

Dogal antisense RNA NAT BACE1-AS, aHIF, Tsix,
VIM-AS1, CDKN2B-ASI1

Ayna antisense Globin antisense

Ekzonik halkasal RNA ecircRNA cANRIL

Kimerik RNA, trans-splice RNA

3’UTR’den yapilan bagimsiz RNA uaRNA

Kromatin iligkili RNA ciRNA

Yazilim baslama bolgesi iligkili RNA TSSa-RNA

Islevi bilinen diger DNA elemanlari ile iliskilerine gore siniflandirma

Arttiricr iligkili RNA eRNA

Ozendirici bolge iliskili uzun RNA PALR

Upstream antisense RNA uaRNA

Ozendirici bolge upstream transkriptler PROMPT

Telomerik tekrar iceren RNA TERRA

Protein kodlayan genlere benzerliklerine gore simiflandirma

mRNA benzeri kodlanmayan RNA mincRNA

Uzun intergenik kodlanmayan RNA lincRNA

Biyokimyasal yolaklardaki iliskilerine gore simiflandirma

Nrd1-unterminated transcript NUT

miRNA 6nciil transkript H19

piRNA o6nciil transkript

Kriptik kararsiz transkript CUT

Ozendirici bolge upstream transkriptler PROMPT

Xrnl-sensitive unstable transcript XUT

Kararl karakterize edilmemis transkript SUT
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Tablo 2.2. devami. Bazi dlgiitlere gére ncRNA siniflandirilmasi (11).

Smif Kisaltma Ozgiil 6rnek
Islevlerine gore simflandirma

Arttirict benzeri islev gosteren IncRNA ncRNA-a ncRNA-a7
miRNA 6nciil transkript H19

piRNA 0Onciil transkript

Yarigsmali endojen RNA ceRNA PTENP1, KRASP1
Dizilim ve yap1 korunurluguna gore simflandirma

Asirt korunmus bolgede transkripte olan RNA T-UCR UCR106

Hipoksi iligkili asir1 korunmus boélgede transkripte HINCUT
olan RNA
Uzun intergenik kodlanmayan RNA lincRNA HOTAIR, HOTTIP

Farkh biyolojik durumlarda ifade edilmelerine gore siniflandirma

Uzun stres ile uyarilan kodlanmayan transkript LSINCT

Hipoksi iligkili asir1 korunmus bolgede transkripte HINCUT

olan RNA

Non-Annotated Stem Transcript NAST
Hiicre ici yapilarina gore simiflandirma

Kromatin iligkili RNA CAR
Kromatin baglantili RNA ciRNA

Niikleer cisimcikler ile iliskili RNA
PRC2 iligkili RNA

2.3.2. Kisa kodlanmayan RNA’lar

Kodlanmayan RNA’lar iliskili yapilan ¢alismalarin giderek artmasiyla birgok ncRNA
tanimlanmistir ve bu molekiillerin islevleri aydinlatilmaya devam etmektedir.
NcRNA’larin biiylik bir kismu kisa diizenleyici RNA’lardan olusmaktadir. Gen
ifadesinin diizenlenmesinde sorumlu olan bu kisa RNA molekiilleri yazilim sonrasi
RNA susturumu veya RNA miidahalesi (RNAi, RNA interference) ile gen susturumunu
saglayan molekiillerdir (6). RNA1 mekanizmasi dnceleri hiicrelerin yabanci elemanlara
kars1 bir savunma mekanizmasi olarak bilinmekteydi. Ancak, gilinlimiizde gelisim,
farklilagsma, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi énemli siireclerin diizenlenmesinde rol

aldig1 bilinmektedir (79).

Kisa kodlanmayan RNA molekiilleri sentezlenirken, ncRNA’nin tiirline gére baglangi¢
molekiilii endojen ve ekzojen kaynakli olabilir. ilk olarak ¢ift zincirli RNA molekiilleri

olusur. miRNA molekiillerinde ilk kesilim RNaz III grubu endoniikleaz olan Drosha
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enzimi ile ¢ekirdekte gerceklestirilir ve daha sonra sitoplazmada RNaz III enzimi Dicer
enzimi ile kesilim yapilir (80, 81). Kisa kodlanmayan RNA’lar Dicer enzimi ile
kesilimine gore de ikiye ayrilir: Dicer bagimli kesilim ve Dicer bagimsiz kesilim. Dicer
bagimli kesilimde miRNA, siRNA ve bazi snoRNA molekiilleri bulunurken, diger
grupta piRNA’lar bulunur (6, 82). Filogenetik analizler sonucunda Argonaute
proteinleri ailesinin, Argonaute tabanli AGO1 ve PIWI tabanli PIWI alt gruplarindan
olustugu gosterilmistir. Dahasi, miRNA, siRNA molekiilleri AGO etkilesimli olurken
piRNA molekiillerinin ise PIWI proteinleri ile etkilesimde oldugu gosterilmistir (83).

2.3.2.1. Mikro RNA (miRNA)

MikroRNA’lar ilk olarak Lee ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda Caenorhabditis
elegans’ta tanimlanmistir ve ilk tanimlanan miRNA lin-4’tiir (84). Kii¢iik, protein
kodlama kapasitesi olmayan bu molekiillerin gen ifadesini yazilim sonrasi diizenleyici
elemanlarindan oldugu gosterilmistir. MiRNA’larin kesfedildiklerinden bu yana bir¢ok
biyolojik siireglerde etkin rol oynadiklari ispatlanmistir ve bu diizenleyici molekiiller
bircok hastaligin patogenezi ile iligskilendirilmistir (85, 86). Gen klonlama, yiiksek
teknolojili dizileme, mikrodizin ve RNA dizileme gibi yiiksek teknolojili yontemler ile
bircok miRNA tanimlanmistir ve bunlarin biiyiik bir kismi1 kanser ile iliskilendirilmistir.
Islevsel miRNA genleri insan genomunun yaklasik %1-2’lik kismini olusturmaktadir.
Dahasi, protein kodlayan genlerin neredeyse %50’sinin bu RNA molekiilleri tarafindan
diizenledigi bildirilmistir (85, 87). Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda, tanimlanan
binlerce miRNA genlerinin en fazla 1. kromozomda yerlesik oldugu ve en az da Y

kromozomunda oldugu gosterilmistir (18).

MiRNA'lar ~22 niikleotid uzunlugunda olgun hale gelebilmek i¢in hiicre igerisinde bazi
siireclerden gegerler (85, 88, 89). Ilk olarak, ¢ekirdekte ilgili genomik bélgeden RNA
Polimeraz II tarafindan miRNA birincil transkripti (primary miRNA) olusur (89).
Yaklagik 1 kb uzunlugunda olan bu birincil miRNA transkripti pri-miRNA olarak
adlandirilmaktadir. Olusan pri-miRNA’lar 5> u¢ 7 metil guanozin baghk, 3’
poliadenozin kuyruk ile mRNA’lara benzerlik gosterirler. Pri-miRNA’nin sa¢ tokasi
(hairpin) seklindeki yapisi RNA’ya baglanan bir protein olan DGCRS8 (DiGeorge

critical region 8) ile birlikte etki gosteren ¢ift zincir RNA 6zgiil riboniikleaz (Double
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strand-RNA-spesific ribonuclease, RNaz III) olan Drosha ile ¢ekirdekte ilk kesilime
ugrar (90, 91). Bu kesilim sonrasinda 70-100 niikleotid uzunlugunda 6nciil miRNA’lar
(precursor miRNA, pre-miRNA) olusur. Olusan pre-miRNA’lar, cekirdek tasiyici
karmasimi olan Exportin-5-Ran GTP aracilifiyla sitoplazmaya tasinir (92).
Sitoplazmaya tasinan bu oncli molekiil ikinci bir kesilime ugrar. Sitoplazmadaki bu
kesilim diger bir RNaz III enzimi olan Dicer tarafindan katalizlenir (87, 93). Dicer
enzimi ¢ift iplikli RNA’ya baglanan bir protein olan TRBP (transactivating response
RNA-binding protein) ile birlikte ¢alisir ve kesilim sonucunda yaklasik 22 (17-24 nt)
niikleotid uzunlugunda ¢ift iplikli miRNA’lar elde edilir (94). Bazi termodinamik
ozelliklere gore ¢ift iplikten birisi secilerek Argonaute (AGO) proteini ve RISC (RNA-
Induced Silencing Complex) karmagimi ile birlikte hedef genin 3° UTR bolgesine

tamamlayici olarak baglanarak bu genin baskilanmasini saglar (Sekil 2.10) (95).

Cekirdek Sitoplazma
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Sekil 2.10. miRNA biyogenezinin sematik gdsterimi. miRNA geninden RNA Pol II ile
pri-miRNA sentezlenir. Sac¢ tokasi seklindeki pri-miRNA Drosha, DGCRS8 igerecen
mikro islemcide ilk kesilime ugrar, 70-100 nt uzunlugunda pre-miRNA olusur. Pre-
miRNA Exportin 5 ile sitoplazmaya tasiir ve Dicer enzimi ile ikinci kesilime ugrar.
Olusan miRNA ikilisinden (dublex) birisi seg¢ilir ve AGO proteinleri ve RISC
karmasimi ile hedef gene kismi tamamlayic1i olarak baglanir ve c¢evrimin
baskilanmasina veya mRNA yikimina neden olur (95).
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Olgun miRNA molekiilleri 5’ uclarinda bulunan 2. ve 7. niikleotidleri arasindaki alti
niikleotidlik tamamlayici dizileri araciligiyla hedef mRNA’ya baglanir. Tamamlayici
diziler igeren bu bolgeye “seed” denilmektedir ve bu bolgenin hedefi baskilamak i¢in
yeterli oldugu gosterilmistir (96). Seed bolgesi, 4 farkli sekilde mRNA’ya tamamlayici
olarak baglanir (88, 96).

6 mer bolge: seed bolgesindeki 6 niikleotidlik eslesme olusur.

7 mer-Al bélge: seed bolgesinde niikleotid eslesmesi ve miRNA’nin ilk
niikleotidinin karsisna Adenin gelmesi

7 mer-m8 bolge: seed bolgesindeki eslesmeye ek olarak miRNA’nin 8.
niikleotidinde eslesme olmasi

8 mer bolge: seed bolgesindeki niikleotit eslesmesi ile miRNA’nin 8.

niikleotidinde eslesme olmasi ve 1.niikleotitinin karsisina Adenin gelmesi

MiRNA’lar, ¢ogalma, hiicre dongiisii, apoptoz, farklilasma, go¢ ve istila gibi bircok
biyolojik siireclerde rol oynamaktadir. Kanserde miRNA molekiilleri degisken ifade
seviyesine sahip olabilirler. Hiicre ¢ogalmasindaki rolii heniiz aydinlatilan bu
molekiillerin diizensiz ifade edilmesi ile bu yolaklarin bozulmasina dolayistyla kanser
olusumunda etkili olduklar1 bircok c¢alismada gosterilmistir (17, 97). Kanserde
miRNA’lar, timér dokularinda diisiik ifade edilen ve kanser olusumunu engelleyen
tiimor baskilayict miRNA’lar (tsmiR) ve tiimor dokularinda asir1 ifade edilen onkogenik
miRNA’lar (oncomiR) olmak {izere iki gruba ayrilir (98). Tablo 2.3’te kanser iliskili

bazi miRNA’lar ve bunlarin islevleri gosterilmistir.
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Tablo 2.3. Kanser gelisiminde bazit miRNA’larin islevleri (99).
*TB: Tiimér baskilayici, OG: Onkogen

mikroRNA Genomik Kanserde ifade seviyesi Deneysel veri Islevleri*
yerlesim

miR-15a, 13q14 KLL’de diisiik ifade BCL2 diizenlenmesi TB

miR-16-1

Let-7a-2 1124 Akciger kanserinde diisiik ifade ~ RAS diizenlenmesi TB

miR-155 21g21 KLL, akciger kanseri, meme Pre-B lenfoma ve losemiyi  OG
kanseri, lenfoma da yiiksek tetikler

ifade

miR-17-92  13ql4 Lenfoma ve akciger kanserinde c-MYC ile iligkili oG

smifi yiiksek ifade

miR-21 17923 Pankreas, glioblastom ve meme Glioblastomda anti- oG
kanserinde yiiksek ifade apoptotik etki

miR-106a Xq26 Akciger, mide ve prostat RB1’in baskilanmasi oG
kanserinde yiiksek ifade

miR-372- 19q13 Testis kanserinde yiiksek ifade P53 iglevinin oG

373 notralizasyonu

miR-142 17q22 Lenfoma MYC ifadesinin arttirtlmast  OG

MiRNA lar ile iliskili yapilan ¢alismalar bir miRNA’nin bir mRNA’y1 hedef alabilecegi
gibi birgok mRNA’y1 hedef alabilecegini gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak bir
miRNA’nin ¢ift yonlii islevi olabilecegi one siiriilmiistiir. Bir tiimor dokusunda yiiksek
ifade edilip tiimor baskilayici bir geni diizenleyebilirken, baska bir dokuda diisiik ifade

edilip bir onkogenin pozitif yonde diizenlenmesine yardimeci olabilir.

2.3.2.2. Kiiciik Miidahaleci RNA (siRNA)

Memeli canlilar ve diger canlilardaki gen susturma mekanizmasinin baglangict genel
anlamda benzerlik gostermektedir. Uzun dsRNA (sentetik dsRNAlar ya da cekirdek
kaynakli pre-miRNA), kisa dsRNA parcalarina ayrilir ve sonrasinda bu pargalar bir
protein karmasimi ile birlikte hedef mRNA’nin tanimip yikilmasi i¢in rehber dizilim
olarak kullanilirlar (100, 101). Genel olarak gen susturma yolaklarinin ortak 6zelligi
dsRNA tarafindan baglatilip Dicer tarafindan kesilime ugrayarak olgun kiiciik RNA
molekiilleri elde edilmesidir (6). Dicer endoniikleaz enzimi, farkli kaynaklardan elde
edilen siRNA’y1 21-25 nt uzunlugundaki siRNA ikilisine ayirir (100). Olusan siRNA
ikilileri RISC karmasimi ile tanmir ve helikaz etkinligi ile ¢ift iplikler ayrilir.
Ipliklerden birisi kilavuz gorevi goriir digeri mRNA ile tamamlayici yapi olusturarak

hedef genin yikilmasini saglar (100-102).
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Yapilan ¢alismalar neticesinde, siRNA molekiillerinin kendilerine 6zgii 3’ uglarinda iki
niikleotidlik c¢ikintilariin (overhang) oldugu, fosforillenmemis hidroksil gruplarinin
bulundugu ve bu oOzelliklerin yolaktaki diger bilesenleri tanimada hayati role sahip
oldugunu gostermistir (103-105). Sentezlenen siRNA’nin hangi iplik¢iginin RISC
karmasimina eklenecegini ve hangisinin yikilacagini 5’ u¢larimin kararliligi belirler. 5°
ucta GC baz eslesmesi ile baslayan iplikten ziyade AU baz eslesmesi ile baslayan iplik
tercih edilir. Daha az kararli olan 5’ u¢ RISC karmasimi tarafindan secilir. Endojen ve
ekzojen kaynakli siRNA’lar ile yapilan calismalarda, islevsel zincirin 5’ ug¢tan sonra
yaklagik 9-14 niikleotidlik bolgenin daha az kararli oldugu gosterilmistir. Bu kararsizlik,
zincirin helikaz tarafindan birbirinden ayrilmasi i¢in gerekli oldugunu ve siireci

kolaylastirdig1 6ne siiriilmektedir (81, 104, 106).

2.3.2.3. Piwi-etkilesimli RNA (piRNA)

PiRNA’lar omurgali canlilarda kiiciik kodlanmayan RNA sinifinin bir iiyesidir (107).
Bu kiiciik RNA molekiilleri Argonaute protein ailesinin iiyesi olan PIWI (P-element-
induced wimpy testis) proteinleri ile iligkilidir. Genellikle 25-33 nt uzunlugunda olan
piRNA’lar spermatogenez siirecinde Onemli roller tstlenmektedir. Ayrica, piRNA
molekiillerinin kanser biyolojisinde de etkili oldugu gdosterilmistir (108, 109).
piRNA’larin olusumu miRNA ve siRNA gibi diger kisa ncRNA’lardan farkli olarak
Dicer bagimsiz mekanizma ile gergeklesir (82, 110, 111). PiRNA’lar genomda
transpozonlardan ve tekrarlayan dizi elementlerinden tiirerler. Drosophila
yumurtalarinda, piRNA’larin biiyliik bir ¢ogunlugu retrotranspozon dizilimlerince
zengin olan perisentromerik ve telomerik kisimlardan tiiredigi bildirilmistir (112).
Bircok piRNA retrotranspozon diziliminin antisense ipliginden sentezlenir ve bu
RNA’lar tercihen Piwi and Aubergine (Aub) proteinleri ile iligkilidir. Diger yandan
sense iplikten sentezlenen piRNA’lar tercihen Argonaute 3 (Ago3) proteinleri ile

iliskilendirilmistir (111, 112).

Insan kanserlerinde piRNA’larin onemli rollerinin oldugu gdsterilmistir ve birgok
calismada piRNA’larin kanserde asir1 ifade edildigi gosterilmistir (113). Ornegin; piR-
651’in mide ve kolon kanseri dokularinda asir1 ifade edildigi bildirilmistir (108). Berrak

hiicreli renal kanserde (Clear cell renal cell cancer, ccRCC) piR-57125 metastatik
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tiimorlerde diisiik ifade seviyesine sahip iken, piR-30924 ve piR-38756 ifade seviyeleri
metastatik tiimorlerde artmistir (114). Kanser ile iligkilendirilmis bazi piRNA’lar Tablo
2.4°te gosterilmistir. PIRNA ve PIWI ailesi proteinleri, somatik kok hiicre ve bir¢ok
kanser tiirii ile iliskilendirilmistir ve bu molekiillerin kanser gelisimini diizenleyici

elemanlar olacagi 6ne siirtilmektedir (115).

Tablo 2.4. Kanser ile iliskilendirilmis piRNA molekiilleri.

piRNA Kanser tiirii Kaynak
piR-823, piR-651 Mide kanseri (108, 116)
piR-932 Meme kanseri (117)
piR-52681, piR-60152 ve yaklasik 197 tane piRNA, Mesane kanseri (118)
piRABC (piRNA DQ594040 associated with bladder

cancer)

piR-015551, piR-651 Kolon kanseri (108, 119)
piR-30924, piR-30924, piR-38756 ccRCC (114)

2.3.3. Uzun kodlanmayan RNA’lar

LncRNA’lar genel olarak 200 niikleotidden daha biiyiik olan RNA molekiilleri olarak
tanimlanmaktadir. LncRNA’larin biliyiik bir kism1 RNA polimeraz II tarafindan
sentezlenir poliadenilasyona ugrar. Ayrica, IncRNA’lar ekzon ve intron igerebilirler ve
splicing mekanizmasi ile alternatif kesilime ugrayabilirler. Ancak, tek ekzon olarak
sentezlenen IncRNA’lar da mevcuttur. Bunun yani sira protein kodlayan transkriptler
gibi 5’ baslik modifikasyonlari da bulunabilmektedir. Daha sonra transport proteinleri
ile sitoplazmaya tasmabilirler (Sekil 2.11). Bu uzun kodlanmayan RNA transkriptleri

hiicresel islevlerine gore ¢ekirdekte veya sitoplazmada yerlesik olabilmektedir (10, 19).
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Sekil 2.11. LncRNA’larin hiicre igerisindeki olusum mekanizmasina genel bir bakis.
Genel olarak IncRNA molekiilleri RNA Pol II tarafindan yazilima ugrar. mRNA’lar gibi
cekirdekte 5° baslik, 3’ poliadenilsayon ve kesilime ugrayabilmektedirler. Sitoplazmaya
taginarak birgok durumda etkin rol oynayabilirler.

Bununla beraber, IncRNA’larin bir¢ok tiirleri bulunabilir: boyutlar1 kiiciik olabilecegi
gibi yiizlerce kilobaz uzunlugunda olabilirler, splice veya unsplice tiirleri bulunabilir,
lineer veya liclinciil yapida olabilirler ve DNA, protein ve diger RNA molekiilleri ile
etkilesimde olup onlarin diizenlenmesinde rol oynayabilirler (120). Ayrica, IncRNA’lar
gen ifadesinin diizenlenmesi, kromatin modifikasyonlarinin diizenlenmesi, mRNA
cevriminin diizenlenmesi ve protein islevlerinin diizenlenmesi gibi bir¢ok yonden etki
etmektedir (9). Boylelikle, IncRNA’lar protein kodlayan genler gibi kanserde tiimor
baskilayici, onkogenik ve c¢ift yonlii islevlere (dual function) sahip olabilirler. Yapilan
caligmalar, IncRNA’larin islevsel molekiiller oldugu ve bunun yazilimsal bir se¢ilim

olabilecegini gostermistir (12).
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Tablo 2.5. Kanserde onkogenik 6zellik gésteren bazi IncRNA’larin gosterilmesi (8).

OncoLnc Genomik  IncRNA tiirii OncoLnc Genomik IncRNA tiirii
yerlesim yerlesim
MALAT1 11q13.1 IncRNA ANRIL 9p21.3 NAT, asRNA
CCAT1 8q24.21 IncRNA SUMO1P3 Psodogen
CCAT2 8q24.21 IncRNA ncRAN 17925.1 IncRNA
CCATI1-L  8q.24 IncRNA SchLAP1 2q31.3 lincRNA
HOTAIR 12q13.13 lincRNA, PCAT1 8q24.21 IncRNA
asRNA
HOTTIP Tpl15.2 NAT, asRNA PCATS 10p11.21 lincRNA
H19 11pl5.5 miRNA  6nciil | PCA3 9q21.2 Overlap
transkript IncRNA
CAHM Chr:6 IncRNA PCGEM-1 2q32 lincRNA
XIST Xql3.2 IncRNA CTBP1-AS 4p16.3 asRNA
TUG1 22ql12.2 IncRNA HULC 6p24.3 IncRNA
CNDRE 16q12.2 IncRNA HNF1A-AS 12q24.31 asRNA
UCA1 19p13.12 IncRNA AFAP1-AS1 4pl6.1 asRNA
LncRNA- IncRNA LINCO01207 4q32 lincRNA
ATB
LincRN- 18q21.31 lincRNA SOX20T 3q26.33 Overlap
RoR IncRNA
Loc554202  9p21.3 miRNA  6nciil | LINC00635 3q13.12 lincRNA
transkript
LINC0047  6ql3 lincRNA HIF1A-AS1 14q23.2 NAT, asRNA
2
BCAR4 16p13.13 NAT, asRNA DLX6-AS1 7q21.3 NAT, asRNA
SPRY4- 5q31.3 IncRNA RGMB-AS1 5q21.1 NAT, asRNA
IT1
LSINCTS5 5p15.33 IncRNA LINCO1133 1q23.2 lincRNA
GHET!1 7q36.1 IncRNA AK001796 2ql3 miRNA onciil
transkript
MALAT?2 IncRNA BCYRNI1 2p21 lincRNA
PVTI 8q24 IncRNA SNHG1 11q12.3 snoRNA
onciil
transkript
SCAL1 5q14.3 lincRNA DANCR 4ql2 IncRNA
ZFAS1 20q13.13 NAT, asRNA OR3A4 17p13.3 Psodogen
PANDAR  6p21.2 NAT, asRNA GASS 1925 snoRNA
konak geni

Yapilan calismalar sonucunda IncRNA’larin hiicresel bir¢ok olayda yer aldigi
gosterilmis ve bu transkriptlerin degisik ifadelenmesi kanserin de i¢inde bulundugu
bir¢cok hastalik ile iliskilendirilmistir (12). LncRNA’larin degisken ifade gdstermesi
tiimor baskilayici ve/veya onkogenelere etki ederek bircok kanser tiiriiniin gelisimde rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Bunun yani sira, kanserde bazi IncRNA’lar onkogenik
(OnkoLnc) ozellik gosterirken bazilari ise tiimor baskilayici 6zellik gosterebilmektedir
(Tablo 2.5). Ornegin; GASS5 (20), LOC285194 (21) gibi IncRNA molekiillerinin timor
baskilayict 6zellikleri bulunurken, HOTAIR (22, 23), CCATI (24, 25), MALATI (26,
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27) gibi IncRNA’larmn ise onkogenik 6zellik tasidiklar1 bulunmustur. Ayirca, IncRNA
molekiilleri bazi tiimor dokularinda anormal ifade sekli gosterirken bazi insan dokusu

ve kanser hiicre hatlarinda degisik ifade gosterdigi bulunmustur (121).

LncRNA’larin, kanser gelisimi, metastaz, istila, go¢ gibi bir¢cok kanser siirecinde etkin
rol oynadiklar1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar, IncRNA’larin diizensiz ifadesinin
kanser hiicrelerinin biiyiimesine katki sagladigin1 gdstermistir. Ornegin; prostat
kanserinde ¢ok yiiksek derecede ifade edilen PCAT-1 IncRNA’sinin hiicre ¢ogalmasini
uyaran bir molekiil oldugu bulunmustur (122). Buna ek olarak prostat kanserine 6zgiil
olan ve asir1 ifade seviyesi gosteren PCGEM-1’in de hiicre ¢ogalmasini uyardigi
bildirilmigtir (123, 124). HOTAIR, MALATI1, ncRAN ve CCATI1 gibi IncRNA
molekiilleri de kanser hiicrelerinin de gogalmasini uyardigi gosterilmistir. Bunun aksine,
1925 kromozomal bdlgeden kodlanan 630 nt uzunlugundaki GASS (Growth arrest
specific transcript 5), biiyiime faktorlerinin yoklugunda ve aclik durumunda yiiksek
ifade seviyesine sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, bu IncRNA’nin baz1 kanser
tirlerinde distik ifade gosterdigi ve tiimor baskilayici bir molekiil oldugu bulunmustur.
Dahasi, GAS5’in asir1 ifadesi apoptozu tesvik ettigi ve hiicre dongiisiinii yavaslattigi
gosterilmistir (125, 126).

Yakin tarihe kadar, bazi IncRNA molekiillerinin metastaz ve istila gibi kanser
stireclerinde rol aldig bildirilmistir. Bunun en iyi tanimlanmis 6rnegi, MALAT1 dir.
MALATI, ¢ekirdekteki beneklerde (nuclear speckles) ve ¢ekirdek i¢inde yerlesik olan
oncil-mRNA molekiillerinin splicing mekanizmasinda onemli diizenleyici rollerinin
oldugu bildirilmistir (127). MALAT1’in, bir¢ok kanser tiirlinde diizensiz ifade edildigi
gosterilmistir. Ornegin, MALATI kolorektal kanserinde hiicre g¢ogalmasini, gocii ve
istilay1 tesvik ettigi ve bu IncRNA’nin susturulmasinin tiimdr biiylimesini ve metastazi

baskiladigi bulunmustur (26, 127, 128).

Istila ve metastaz ile iliskilendirilmis diger bir IncRNA ise HOTAIR dir. HOTAIR,
HOXC gen smifindan kodlanan bir ncRNA trasnkriptidir. HOTAIR, HOXD bdélgesinde
PRC2 ile etkileserek yaklasik 40 kb’lik bdlgenin susturulmasindan sorumludur. Ayni
zamanda LSD1/CoREST/REST histon diizenleyici karmasim ile etkilesimde oldugu
bulunmustur ve bdylelikle IncRNA’larin iskele (scaffold) gorevi yaptiklar1 ortaya
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ctkmistir (129, 130). Ornegin, kolon kanseri hiicre hatlarinda yiiksek HOTAIR ifade
seviyesi, timor istilasi, lenf nodu metastazi, histolojik farklilasma ve ileri timor evresi
ile iligkilendirilmistir (22). Buna ek olarak EMT ile iligkilendirilmis 8q24 bolgesinde
yerlesik olan, 2600 nt uzunlundugunda CCAT1 (Colorectal Cancer Associated
Transcript 1) IncRNA molekiilii belirlenmistir. Bu IncRNA molekiilii istila ve metastaz
ile iligskilendirilmistir (25). Tablo 2.6’da farkli kanser tiirleri ile iligkilendirilmis

IncRNA’lar ve bu molekiillerin islevleri gosterilmistir.

LncRNA’larin bliyiikk bir kismi hiicre cekirdeginde yerlesiktir. Cekirdekte bulunan
IncRNA’lar kromatin  yeniden diizenlenmesi, mRNA  kararhiligi, splicing,
poliadenilasyon ve 5’ baglik gibi yazilim sonrasi siireclerde protein kodlayan genlere
etki edebilirler (131). Ayrica, cekirdek igerisindeki cisimciklerde bazi IncRNA
molekiilleri yerlesik olabilmektedir. Ornegin; cekirdek paraspeckles’larda yerlesik
olarak bulunan NEATI1 (nuclear paraspeckle assembly transcript 1) gen ifadesinin
diizenlenmesinde gorev yapmaktadir. Dahasi, NEAT1 ifadesi kolorektal kanserli
hastalarda tiimor farklilagmasi, istila, metastaz ve TNM evleri ile iliskilendirilmistir
(132). Diger bir 6rnekte, bir¢ok insan dokusunda ifade edilen 53-61 nt uzunlugunda
tRNA-benzeri kii¢iik sitoplazmik RNA’nin onciisii olan MALAT]1 verilebilir. MALAT1
yazilimi1 yapildiktan sonra, RNAas P ile veya poliadenilasyon ile kesilime ugrar.
Poliadenilasyon sinyali ile kesilime ugramis MALATI transkripti yaklasik 7 kb
uzunlugundadir ve bu tiirii ¢ekirdekte diisiik ifadelenmektedir. RNase P ile kesilen
tiriinde ise, 3" u¢ ~6.7 kb MALATI1 transkripti ve 5’ u¢ mascRNA (MALATI-
associated small cytoplasmic RNA) transkripti olugur. Olusan mascRNA sitoplazmaya

salinir, ~6.7 kb MALATI transkripti ise ¢ekirdek speckles’lara salinir (133).

LncRNA’lar, DNA, protein ve diger RNA molekiilleri ile etkilesimde olabilirler (Sekil
2.12). LncRNA’lar histon diizenleyici karmasim elemanlar ile birleserek DNA {izerine
etki edebilmektedirler. Ornegin; HOTAIR transkripti dsDNA bdlgelerinde hedef gen
bolgesinin yerine gecerek H3K27 metilasyonu araciligi ile hedef genin baskilanmasina
neden olur. Bunun yani sira DNA ile etkilesimli olan IncRNA’lar, yazilim etmenlerini
etkinlestirerek, genlerin  Ozendirici  bolgelerindeki  metilasyonu engelleyerek
(demetilasyon) ve yazilim etmenlerini baskilayarak mRNA yazilimina etki edebilirler

(134-136).
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Tablo 2.6. Baz1 IncRNA’larin kanserdeki islevlerinin gosterilmesi (8).

IncRNA Kanserdeki islevi Kanser tiirii

MALAT1 MALATI birgok kanser tiiriinde asir1 ifade olan Kolon, meme, mide, Kkaraciger,
bir onkogenik IncRNA’dir. Kanser hiicrelerinde akciger, prostat, bobrek, mesane,
metastaz ile iligkilendirilmistir. Bunun yani sira rahim kanseri, osteosarkom
timor biiylimesi, hiicre ¢ogalmasi gibi kanser
stirecleri ile de iligkilidir.

CCATI1 CCATI1 geni 8q24 bolgesinde “genomic desert” Kolon, meme, mide, karaciger, safra
kodlanan ve basta kolorektal kanser olmak iizere kesesi kanseri
bir¢ok kanser tiirii iligskilendirilmistir.

CCAT2 MYC ifadesinin diizenlenmesinde ©nemli rol Kolon, meme, mide, karaciger,
oynamaktadir. Ayrica, WNT uyarn ileti yolaginda akciger kanseri
etkin rolii vardir ve CCAT?2 ifadesi bazi kanser
tirlerinde yiiksek risk faktortdiir.

ANRIL Cesitli insan tiimdrlerinde ANRIL seviyesi yiiksek  Kolon, mesane, rahim, karaciger,
olarak bulunmustur. Ayrica yiikksek ANRIL safra kesesi, akciger kanseri
ifadesi, kanser hiicre g¢ogalmasi, istila, goc ve
apotoz ile iliskilendirilmistir.

HOTAIR HOTAIR c¢esitli kanser tiirleri i¢in prognostik Meme, mide, karaciger, kolon, safra
belirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. kesesi, pankreas, akciger kanseri

HOTTIP HOTTIP, HOXA smifinin 5° ucunda yerlesik bir Kolon, akciger, pankreas, karaciger
IncRNA molekiiliidiir. HOTTIP bir¢ok kanser kanseri, osteosarkom
tirlinde  yiiksek ifade seviyesinde oldugu
bulunmustur.

HI19 H19 genomik damgalanma ile iliskilendirilmis ilk Kolorektal, mide, akciger, 6zofagus
ncRNA’dir.  Embriyonik gelisimde maternal kanseri
allelden yazilir. H19’un tiimor gelisiminde 6nemli
rollerinin oldugu gosterilmistir.

NcRAN Birgok kanser ¢esidinde yiiksek ifade seviyesine Kolorektal, mesane kanseri,
sahip oldugu bulunmustur. ndroblastoma

UCALl Ik olarak mesane hiicrelerinde tanimlanmistir ve  Mesane, mide, meme, rahim, kolon,
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, metastaz ve istila gibi akciger kanseri, melanoma
kanser siireglerinde etkili oldugu gosterilmistir.

PVT1 PVTI birgok kanserli dokuda yiiksek ifade edildigi Mide, yumurtalik, meme, akciger,
bulunmustur  ve hiicre cogalmast ile karaciger, pankreas, tiroid kanseri
iligkilendirilmistir.

PCAT-1 Prostat kanseri ve birgok kanser tiirlinde hiicre Prostat, kolorektal, akciger,
¢ogalmasini tesvik ettigi gosterilmistir. karaciger kanseri

PCA3 Prostat kanserinde sagkalim ile iligkilendirilmistir.  Prostat kanseri
Ayrica, prostat kanseri teshis ve tedavisinde
kullanilmaktadir.

HULC HULC asint ifadelenmesi, hiicre ¢ogalmasini ve Karaciger, pankreas, mide kanseri,

timor biiyiimesini arttirmaktadir. Ayrica, birgok
timorde uzak metastaz, sagkalim ve timor
biiyiikligii gibi klinik bulgular ile
iligkilendirilmistir.

osteosarkom

Ayrica, IncRNA molekiilleri, diger RNA molekiilleri ile etkilesime girebilirler. Protein

kodlayan genlerin antisense sarmalindan transkripte edilerek (natural antisense
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transcript, NAT) ilgili genin diizenlenmesinde rol oynarlar (14, 15). Buna ek olarak,
bazi IncRNA molekiilleri miRNA (H19, ANRIL, Loc554202, AK001796), snoRNA
(SNHGT1) gibi kiiclik ncRNA’larin 6nciil transkripti olabilirler (137-140). Proteinler ile
etkilesime girerek o proteinin diizenlenmesinde gorev alabilen IncRNA’lar da
mevcuttur. Ornegin, MYC geninin diizenlenmesinde CCAT1, CCAT2, CCATI-L,
PCATI1 ve PVTI1 IncRNA molekiilleri rol oynamaktadir (141-143).

IncRNA-protein IncRNA-DNA
W s iy, A
S\
\ VINININININ N IOV
| Yazilim
Pre-IncRNA

GEKIRDEK IncRNA iglenmesi %

3 3’ poliadenilasyon
5" baglik " splicing

siTOPLAZMA

mRNA-IncRNA
’JIEL\—Q- g Oncolnc
miRNA-IncRNA

Istila Metastaz Anjiyogenez

Huicre cogalmasi

Sekil 2.12. LncRNA molekiillerinin DNA-Protein-RNA ile etkilesimde olarak bazi
kanser stireglerine etkileri gosterilmistir (8).

2.3.3.1. Asir1 korunmus bolge transkriptleri (T-UCR)

Asirt korunmus boélgeler (ultra conserved regions, UCRs) 200 nt’den uzun ve 481
segmentten olusan ve insan, sican ve fare genomunda neredeyse %100 korunmus
bolgelerdir (144). UCR’lar genomda hem igte (intragenik) hemde genler arasinda
(intergenik) bolgelerde bulunabilir. T-UCR’lerin siniflandirilmast yapilirken ncRNA’lar

gibi net bir kategorizasyon yapilamamaktadir. Ancak, intergenik, intronik, ekzonik,
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kismi ekzonik ve ekzon-igeren transkript olmak {izere 5 farkli alt grupta
degerlendirilebilir (145). UCR transkriptlerinin ifade sekli dokuya 6zgiil veya yaygin
olabilmektedir. Yapilan c¢alismalar, T-UCR’lerin bazi kanser tiplerinde farkli ifade
edildikleri bildirilmistir. Kanserde T-UCR’lerin ifadesinin diizenlenmesi iki yolla
olmaktadir. Birincisi, T-UCR’ler miRNA’lar etkilesime gecerler ve T-UCR:miRNA
cifti olusturabilirler. Ikincisi ise, ozendirici bolgedeki CpG adaciklarinin
hipermetilasyonu ile olur. Baz1t T-UCR transkriptlerinin kendi genlerinin 6zendirici

bolgesindeki CpG adaciklari ile iligkili oldugu gosterilmistir (146, 147).

Calin ve arkadaslar1 (146), kolorektal kanserli hastalarda 61 tane UCR transkriptinin
farkli ifade sekline sahip oldugu gostermistir. Bu T-UCR’lerden 2 tanesi diisiik ifade
gosterirken 59 tanesinin yliksek ifade seviyesinde oldugu bulunmustur. Ayrica, yerlesim
tipine gore olast ekzonik bdlgede, uc.73, uc.111, uc.134, uc.230 ve wuc.339
transkriptlerinin kolorektal kanserli dokularda yiiksek seviyede oldugu bulunmustur.
Bununla beraber, ekzonik bdlgede; uc.292, uc.341, uc.420 transkriptleri ve ekzonik
bolge disindaki (non-exonic) bolgede, uc.112, uc.206, uc.388 ve uc.399 transkriptlerinin
de yiiksek seviyede oldugu bulunmustur.

Hipoksik kosullar altinda hiicrelerde, anjiyogenez, istila, metastaz ve sagkalim
yolaklarin1 diizenleyen genler karmasik bir siirece tabi tutulurlar. Hipoksi kosullarinda
degisken ifadelen T-UCR’lere HINCUT (hypoxia-induced noncoding ultraconserved
transcripts) denilmektedir. Hipoksi ile uyarilmis uc.63, uc.73, uc.106, uc.134 ve uc.475
gibi T-UCR transkriptleri bir¢ok kanser hiicresinde tanimlanmistir. Bu transkriptlerden
uc.475 (HINCUT-1) konak protein kodlayan geninin (O-linked N-acetylglucosamine
transferase) intronik bolgesinden sentezlenmistir. Bu gen epitel kaynakli kanser
tiirlerinde asir1 ifade gostermektedir ve uygun hipoksi kosullarinda hiicre ¢ogalmasini

destekledigi bulunmustur (148).

2.3.3.2. Yarismah endojen RNA (ceRNA)

MiRNA’lar hedef geni baskilamak i¢in hedef mRNA’nin 3’'UTR bolgesinde miRNA
sorumlu elementlere (MREs, miRNA response elements) baglanir ve bdylelikle hedef
genin baskilanmasina neden olur (88). Bazi arastirmacilar, RNA molekiillerinin kendi

aralarinda etkilesimde oldugunu ve bu iletisimi de “miRNA-aracili dil, (miRNA-
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mediated language)” ile kurduklarimi savunmaktadirlar (149). Hedef genin 3’UTR
bolgesinde bulunan MRE’ler miRNA havuzundan bazi miRNA’larin bu bdlgelere
baglanarak hedefin diizenlenmesini saglamaktadirlar. mRNA ifadesinin artmasi
MRE’lerin artmasini saglayarak hedef olabilecek miRNA’larin da artmasina olanak
tantyacaktir. RNA molekiillerinin i¢inde bulundugu bu siire¢ yarismali endojen RNA
(competitive endogenous RNAs, ceRNAs) olarak bilinmektedir (76, 150).

fIk tanimlanan IncRNA molekiilii olan HULC (highly up-regulated in liver cancer)
IncRNA’simnin ceRNA aracili miR-372’yi baskiladigi bulunmustur ve PRKACB’nin
cevrimsel baskilanmasina neden oldugu gosterilmistir (151). Tay ve arkadaslar1 (152),
baz1 protein kodlayan genlerin miRNA bagimli bir bicimde PTEN ifade seviyesini
diizenledigini gostermislerdir. Dahasi psddogen olan PTENP1’in de ayni miRNA
molekiillerine baglandig: bildirilmistir. Bununla beraber, IGF1R, ROCK2 ve RAPIB
gibi onkogenik proteinlerin miR-139-5p’nin direk hedefi oldugu ve hiicre ¢ogalmasini

diizenledigi bildirilmistir (153).

2.3.3.3. Halkasal intronik RNA (circRNA)

CircRNA’lar onceleri RNA splicing hatasi olarak diisiiniilmekteydi. Ancak, gelistirilen
yiikksek oOlcekli dizileme teknolojileri ve biyoinformatik teknikler kullanilarak elde
edilen verilerde bu molekiillerin diizenleyici molekiiller oldugu tanimlanmigtir.
CircRNAlar bir tiir diizenleyici ncRNA tiirtidiir ve 3° kuyruk ve 5’ bas bolgesi kovalent
bag ile baglanmistir ve halkasal yapi seklini almistir (154). Daha Onceleri yapilan
calismalarda circRNA’larin alternatif splicing diizenlenmesinde veya yazilimda onemli
rollerinin olabilecegi one siiriilmiistiir (155). circRNA’lar esas olarak protein kodlayan
genlerin ekzonik bolgelerinden kodlanirlar. Ancak, bu ncRNA’lar intronik, intergenik,
UTR-bolgesi ve bilinen transkriptlerin antisense sarmalindan da transkripte edilebilirler
(156). Ayrica, diizenleyici ncRNA sinifi olan circRNA’lar miRNA’lar ile de etkilesime

girerek miRNA’nin hedef genini diizenlemesinde yardimeci olabilirler (156).

Yapilan caligmalarda circRNA’lar bazi1 hastaliklar ile iliskilendirilmistir. Burd ve
arkadaslar1 (157), INK4A-ARF bolgesinin antisense sarmalindan kodlanan bir halkasal
antisense ncCRNA (cANRIL) tanimlamislardir. Buna ek olarak, hsa-circ-002059’in mide

kanserinde diisiik ifade edildigi bulunmustur ve mide kanseri teshisinde yeni bir
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biyobelirte¢  olabilecegi  savunulmustur (158). Diger bir c¢alismada ise,
hsa circ 0001649’un karaciger kanserinde anlamli bir sekilde diisiik ifade edilmekte
oldugu bulunmustur ve bu diisiik ifade seviyesinin tiimor boyutu ile anlamli bir
ilgilesim gostermekte oldugu bildirilmistir (159). Kolorektal kanseri dokularinda,
halkasal RNA’larin lineer olanlara orani normal dokulardakine kiyasla disiik

bulunmustur (160).

2.3.3.4. Dogal antisense transkript (NAT)

Dogal antisense transkriptler (NAT), diger trasnskriptler ile tamamlayici diziler igeren
endojen RNA molekiilleridir. NAT lar cis-NAT ve trans-NAT olmak tlizere kendi i¢inde
iki alt gruba ayrilir. Cis-NAT, ayn1 genomik bdlgede kodlanan transkriptin karst
sarmalindan transkripte edilir ve cis-NAT giftleri tam bir tamamlayicilik (list iiste gelen
bolgeler igerir) gosterirler. Trans-NAT lar ise, farkli genomik bolgelerden transkripte
edilirler ve eksik uyusum gosterirler. Ancak, trans-NAT’lar karmasik diizenleme
agindaki bigok sense transkripti hedefleyebilir (161, 162). Cis-NAT’lar ilk olarak 1976
yilinda viriislerde kesfedilmistir. Ardindan prokaryotlarda ve 1997 yilinda Gkaryot
canlilarda tanimlanmistir (163). Bircok okaryot canlilardaki NAT transkriptleri Tablo
2.7°de gosterilmistir.

NAT’lar genomdaki yerlesimine ve diger transkriptle iist liste gelme (overlap)
derecesine gore alt gruplara ayrilir (Sekil 2.13). 5° u¢ kisminda ortiisen bolgeler iceren
NAT’lar HTH (head-to-head), 3° u¢ kisminda ortiisen bolgeler igeren NAT lar TTT
(tail-to-tail), bir transkriptin tamamen digerinin icerisinde olan gomiilii -EMB- NAT’lar
(embedded) olmak iizere li¢ sinifa ayrilirlar (161). Ancak diger bir aragtirmaya gore,
intronik bolgede olan NAT’larin da bu smifa dahil edildigi savunulmustur (7).
Neredeyse tiim genom-c¢ap1 calismalarinda TTT transkriptlerin en yaygin NAT’lar
oldugu gosterilmistir.
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Tablo 2.7. Bir¢cok oOkaryot tiirlerinde genom c¢apinda dogal antisense transkriptleri
(161).

Tiir Ust iiste gelen transkript  Toplam transkript  Yiizde (%)
Insan 5880 26741 22

Fare 12519 43553 29

Sigcan 548 11332 5

Tavuk 356 7390 5
Drosophila 2054 13379 15
Arabidopsis 2680 29993 9
Nematode 76 14406 0.5

Maya 610 7598 8

NAT’larin, hedefledigi genleri, yazilim, mRNA islenmesi, splicig, kararlilik, hiicresel
tasima ve proteine ¢evrim gibi bircok diizeyde diizenleyebildigi 6ne siiriilmiistiir.
Ornegin; X kromozomu etkinsizlesmesiden sorumlu olan Xist IncRNA molekiilii diger
bir IncRNA molekiilii olan Xist’in karsi sarmalindan transkripte edilen Tsix tarafindan

diizenlemektedir.

KAFA KAFAYA (HEAD-TO-HEAD, HTH) KUYRUK KUYRUGA (TAIL-TO-TAIL, TTT)

y< H- 4= =

GOMULU (EMBEDDED, EMB) INTRONIK (INTRONIC, INT)
o T | 5 === =l - 3
s S - .- —+ -4+ = ¥

Sekil 2.13. Dogal antisense transkriptlerin genomik yerlesimi. Protein kodlayan
genlerin 5’ ucu ile ortlisen bolgeler iceren HTH transkripti, 3° ucu ile ortiisen bolgeler
iceren TTT transkripti, gdmiilii EMB transkripti ve intronik INT transkript.

Sense-antisense seviyelerinin hem pozitif hem negatif ilgilesim gostermesi, bunlarin
etki mekanizmalarmin farkli olabilecegini diisiindiirmektedir. NAT’larin  etki
mekanizmalar1 tam anlamiyla agik olmasa da baz1 mekanizmalar ile hedefi diizenledigi
ortaya atilmistir (Tablo 2.8). Bu diizenleme mekanizmalari, yazilimsal miidahale, RNA
maskelenmesi, cift-zincir RNA bagimli mekanizmalar ve kromatin yeniden

sekillendirilmesi seklinde siralanabilir. Her mekanizmadaki sense ve antisense ifade
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modeli iligkileri farklilik gostermektedir. Bazi mekanizmalarda, sense ve antisense
transkriptlerin ifadesi es bir sekilde degiskenlik gosterirken, bazen de zit bir sekilde

gorilebilir.

Tablo 2.8. Antisense diizenleyici etkilerinin iyi karakterize edilmis 6rnekleri (161).

Mekanizma Ornek
Yazilimsal Mayalarda, art arda organize olan GAL10 ve GAL7 genleri, yakinsak miidahale
miidahale yoniinden tekrardan diizenlenmistir. Yazilimin baslamasi normal fakat hemen

sonrasinda iki transkript iist {iste gelerek uzamay1 engeller ve mRNA seviyesi
ciddi derece azalir.

RNA maskeleme RevErb oOrtiismesi erbA ile olur ve splicing diizenleyici cis-elementleri
maskeleyerek splicigi engeller. Yapay antisense RNA’lar Erba?2 ile tamamlayict
yap1 olusturarak in vitro Erba2’nin splicingini engelledigi gosterilmistir.

dsRNA  bagimli Drosophila melanogaster testisinde uydu tekrarlarinin baskilanmasi erkek

mekanizma tiretkenligi igin gereklidir. Uydu tekrarlarinin susturulmasi, homolog Su (Ste)
ardigik tekrarlar araciligi ile olmaktadir. Baskilayici tekrarlarin iki zinciri de
transkripte edilir ve sense-antisense ikilisi olusur. Bu ikili, uydu tekrarlarini
susturmak i¢in 25-27 nt uzunlugundaki kiigiik pargalara ayrilir.

Metilasyon Sphk1/Khpsl HTH ¢iftinin, antisense kaynakli metilasyon gegirdigi

iizerine etki gosterilmistir. Insan hemoglobin 2 geninin antisense kaynakli metilasyonu ile
talesemiye neden oldugu gosterilmistir.

NAT transkriptleri birgok kanser cesidinde de ¢alisilmistir ve kanserde degisik ifade
gosterdikleri bulunmustur. Ornegin; aHIF, HIF1A geninin antisense sarmalindan
kodlanan bir NAT tir. Berrak hiicreli renal kanserde asir1 ifade edildigi bulunmustur ve
normal hiicrelerde gen ifadesinin kontroliinde ©nemli gorevleri olabilecegi
savunulmustur (164). Benzer sekilde, ASIDHRS4, DHRS4 gen siifinin cis ve trans
olarak susturulmasinda etkin bir HTH dogal antisense transkripti oldugu gosterilmistir
(165). Dahasi, NAT 1in Snail aracii EMT’de Zeb2/Sipl gen ifadesini diizenledigi
bildirilmistir (16).

2.3.3.5. NAT’larm siniflandirilmasi

NAT’lar bugiine kadar, sadece protein kodlayan genlerin karsi sarmalindan kodlanan
kodlanmayan transkriptler olarak tanimlanmaktaydi. Ancak, bu tez calismasinda NAT
terimi biraz daha genis anlamda tanimlanmustir. Insan genomu incelendiginde, protein
kodlayan genlerin kars1 sarmalindan ve birbirleri ile ortiisen bolgeleri olan bir diger
proteinin de iligkili oldugu ortaya konulmustur. Bunun yani sira, bir IncRNA

transkriptinin kars1 sarmalindan sentezlenen ve protein kodlama kapasitesi bulunmayan
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bir baska transkriptin de birbirleri ile iligkili olduklar1 gosterilmistir. Bu temel bilgiler
15181inda, bu tez caligmasi ile birlikte NAT’larin siniflandirilmasi yepyeni bir boyut

kazanmustr.
Protein kodlayan gen IncRNA
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Sekil 2.14. Dogal antisense transkriptlerin siniflandirilmasi.

Iki proteinin karsilikli ipliklerden sentezlenmesi ve ortiisen genomik bolgelerinin
bulundurmasi durumunda bu proteinlere protein dogal antisense transkriptleri (pNAT)
olarak smiflandirilmistir. Bunu takiben, iki IncRNA molekiiliiniin karsit sarmallarda ve
ortiisen bolgelerinin olmasi durumunda bu transkriptlere IncNAT denilmistir. Benzer
sekilde, miRNA, scnRNA, snoRNA, tRNA gibi diger kii¢iik RNA c¢esitleri de bu
sekilde siniflandirilmistir. Bir transkriptin kars1 sarmalindan kodlanan miRNA miRNAT
olarak adlandirilirken, tRNA kodlanmasi durumunda tNAT olarak isimlendirilmistir.
Ayni sekilde diger kiigiik RNA molekiillerinin karsit sarmalda olmast durumunda bu
molekiiller SNAT olarak adlandirilmistir (Sekil 2.14).

2.3.4. Kodlanmayan RNA’larin islevleri

Kodlanmayan RNA molekiilleri hiicre igerisinde bir¢ok siireglerde gorev alabilirler.
NcRNA’lar kromatin diizenleyici karmasimlart genomun cesitli bolgelerine katalitik

etkinliklerini diizenlemek lizere bir araya getirebilirler ve boylelikle kromatin yeniden
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sekillenmesinde gorev alirlar. HOTAIR, Xist, RepA ve Kcnqotl, gibi ncRNA’lar HOX
D bolgesine Polycomb karmasimini toplayarak H3K27 metilasyonunu saglayarak
heterokomatin olusumuna ve genin baskilanmasini saglar (13, 166, 167). Bunun yani
sira yazilim ve yazilim sonrasi siireglerde de ncRNA’larin onemli islevleri
gosterilmistir. ncRNA’lar ¢esitli mekanizmalar ile yazilimin diizenlenmesine katkida
bulunabilirler (13). Dahasi, bir antisense ncRNA, protein kodlayan genin 5° UTR
kaynasim bolgesini baskilayarak intron korunmasini saglar. Dolayisiyla, yazilim sonrasi

siireclerin de diizenlenmesinde gorev alabilirler (Sekil 2.15).

Kromatin yeniden sekillenmesi Yazilimsal kontrol Yazilim sonrasi siireg
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Sekil 2.15. ncRNA’larin islevlerinin sematik gosterimi. ncRNA’lar kromatin yeniden
sekillenmesinde, yazilimsal kontrolde ve yazilim sonrasi siireclerde bir¢ok role sahip
molekiillerdir (13).

2.3.4.1. Epigenetik olaylar

Kromatin yapisinda diizenlemeler, X kromozomu etkinsizligi, genomik damgalanma ve
DNA metilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlarda birgok ncRNA’nin etkili oldugu

tanimlanmaistir.

X kromozomu etkinsizligi, disi memeli hiicrelerinde bulunan iki tane X
kromozomundan birisinin etkin olmadigi durumdur. Bu etkinsizlestirme, disi ve erkek

bireylerin hiicrelerinde X kromozomundan kodlanan genlerin esit olmast i¢in gerekli bir
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mekanizmadir (dozaj telafisi). Etkinsizlestirme mekanizmasinda ilk olarak, X
kromozomundan birisi baskilayici heterokromatin ile paketlenerek ve bu kromozomun
tizerinde bulunan genlerin ifade edilmesi Onlenerek dosaj telafisi saglanmis olacaktir
(168, 169). X kromozomu etkinsizligi bir ncRNA olan ~17 kb uzunlugunda Xist
araciligtyla XIC’te  (X-inactivation center) olur (168). Xist bolgesinin igsel
kodlanmayan transkripti olan RepA, PRC2’yi direkt hedef alarak X kromozomunu
sessizlestirmeye baslar. ilk olarak RepA, RNA baglayici alt birimi olan Ezh2 ile
PRC2’yi toplar. Etkin olan X kromozomunda bu olay antisense transkript Tsix
tarafindan baskilanir (Sekil 2.16) (167).

— » = mw—: :
RePA  Tsix RNA € Tsix RGPA' I—J Tsix

. PRC2, Tsix’in baskilanmas: ile 5° Xist
Pre-XCI: Tsix ve RepA PRC2’ye XCI baglangici: Tsix Xi baskilar. kromatinin yerini alr. PRC2 Xist'te
baglanmak igin yarigir. RepA, PRC2’yi Xist’e toplar. H3K27 metilasyonu yapar.

Xist agirs ifadelenmesi: Xist etkin
durumdadir, PRC2’ye cis baglanir ve
agilmasmni saglar.

: RepA RNA ‘ Q
Xlsl;'. ? Xlsf". L @ Xis.t.' :

Xi, periniikleolar boslukta S fazi XIC belirlenir.
sirasinda PRC2’ye baglanir.

Sekil 2.16. X kromozomu etkinsizlestirme modeli. XIC’de PCR2’ye baglanmak i¢in
RepA ve Tsix yarigirlar ve Xi Xist asir1 ifadelenir. Etkin olan X kromozomunda ise Tsix
gorev alir (167).

NcRNA’lar kromatin yapilarinin diizenlenmesinde, bir¢ok farkli proteinlerin bir araya
getirilmesi ile birlikte etkin rol oynamaktadirlar. NcRNA molekiilleri, RNA sentez
bolgesinin yakinindaki komsu genler {lizerine etki ederek “cis etki” kromatin
diizenlenmesiyle etki gdsterirler. Bunun yani sira, farkli bir kromozom veya uzak bir
bolgede kodlanan genleri diizenleyerek “trans etki” gosterebilirler (170). NcRNA’lar,
genetik bilgiyi depolayan histonlar veya DNA ile kovalent degisimleri katalizleyen
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kromatin-degistirici enzimler ile etkilesime girerler (77, 171). Bu islevsel RNA
molekiilleri, Polycomb Repressive Complex (PRC), MLL/TrxG karmasimi, histon
demetilaz LSD1, DNA metiltransferaz DNMT1 ve DNA demetilasyon diizenleyicisi
(DNA demethylation regulator GADD45a) gibi bir¢ok histon/DNA- degistirici enzimler
ile iligkilidir (130, 134, 171-173).

NcRNA'’lar kromatin yapilarinin diizenlenmesinde iki mekanizma ile aracilik ederler
(Sekil 2.17) (78). Birincisi, ncRNA’lar kromatin-degistirici enzimler ile kovalent olarak
etkilesime girerek diizenleme yapabilirler. Ornegin; TARID (TCF21 antisense RNA
inducing demethylation) IncRNA molekiili, GADD45A ile baglanarak kanser
hiicrelerinde gen ifadesinin diizenlenmesinde 6zgiil gen bolgelerinin DNA demetilasyon
mekanizmasma dogrudan etki gosterebilir (134). ikincisi ise, ncRNA’lar kromatin-
degistirici karmagima ve karmasimin yapisina veya islevine etki gostererek diizenleme
yapabilirler. Bu duruma ise, X kromozomu etkinsizlestirilmesinde islevi olan Xist

IncRNA molekiilii 6rnek olarak verilebilir.

Kromatin
yeniden
sekillendirici
karmasimi

@/

Kromatin Kromatin

Sekil 2.17. NcRNA’lar tarafindan diizenlenen kromatin yeniden sekillenmesinin iki
modeli. Sol taraftaki modelde, ncRNA molekiilii dogrudan karmagima etki edebilir. Sag
taraftaki modelde ise, ncRNA’lar karmasimin yapisina ve islevine etki ederek
diizenlenmeye katki saglarlar (78).

DNA ve histon yapisindaki kovalent degisimler, kromatin ve gen ifadesinin
diizenlenmesinde niikleozom yogunlugunun ve pozisyonun yeniden diizenlenmesini
etkiler. Ayrica, ncRNA’larin niikleozom yeniden sekillenmesindeki rolleri tam olarak
aydmnlatilamamistir. Ancak, ncRNA’larin ATP bagimli kromatin yeniden sekillendirici
etmenleri araciligt ile gen ifadesinin ve niikleozom yeniden sekillenmesinin

diizenlenmesinde gorev aldig1 gosterilmistir (77).
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2.3.4.2. Yazihimsal ve yazilim sonrasi diizenlemeler

Ozendirici bélgenin ve arttiricilarin (enhancer) yaygin transkripsiyonu yazilimimn
diizenlenmesinde IncRNA molekiillerinin islevini ortaya koymaktadir. LncRNA’lar,
yazilimsal diizenlemelerde cis veya trans etki gostererek protein kodlayan genlerin
negatif veya pozitif diizenlenmesinde rol oynayabilirler (174). Trans etki gostererek
diizenlemeye en Onemli Ornek, IncRNA’lar RNAPII’nin etkinligini dogrudan
etkileyerek hiicrede genel yazilima etki edebilirler. Diger bir 6rnek ise, 331 nt
uzunlugunda 7SK IncRNA molekiilii, RNAPII’nin CTD (carboxy-terminal domain)
bolgesini fosforilleyen PTEFPB yazilim etmenini engelleyerek yazilimsal uzamay1
(transcription elongation) baskilayabilir (175). Cis etkiye ise, en iyi ornek X
kromozomu etkisizlestirilmesinde gorevli olan Xist IncRNA molekiilii verilebilir. Xist,

XIC bolgesine direk etki gostererek kromozomun sessizlesmesini saglar (168).

LncRNA’lar  yazilim aracili  susturmada  (transcription-mediated  silencing,
transcriptional interference) da gorev alabilirler. Transkripte olan bir gen baska bir
genin yazilim etkinligini cis etki ile baskilayabilir (176). Ayn1 zamanda IncRNA’lar
yazilimsal = miidahale ile Ozendirici  bolgedeki  niikleozomlarin  yeniden
konumlanmasinda, 6zendirici bolge DNA metilasyonunda ve 6zendirici bolge histon

diizenlenmesinde etkili olabilmektedir (174).

LncRNA’lar yazilim etkinliginin diizenlenmesinde kofaktor olarak gdrev yapabilirler.
Ornegin; Evf2, yazilim etmeni DIX2’in komsu genlerinin ifadesini uyarmak igin ayn1
arttirictya baglanmasima tesvik eder (177). Dahasi IncRNA’lar, 6zendirici bdlge
secenegini arttirmak icin, baslangic karmasimi ile etkileserek RNAPII’nin etkinligini
diizenleyebilirler. DHFR bolgesinin yukari (upstream) boélgesinden kodlanan ncRNA,
DHFR’nin ana 0zendirici bdlgesinde yazilimsal kofaktor TFIID’nin baglanmasini

engellemek amaciyla tiglii yap1 (triplex) olusturur (178).

Yazilim sonras1 diizenlemelerde, MALAT1 IncRNA molekiilii, serin/arjinin splicing
etmenlerini (SR) diizenleyerek alternatif kesilimin kontroliinde goérev alir (127). Buna
ek olarak, siRNA araciligiyla RISC karmasiminin mRNA’y1 hedeflemesindeki gibi
ncRNA’larin  baglanmasi, proteini etkileyen bilesenlerin  mRNA transkriptinin

hedeflenmesi ile etki edebilir (179).

49



2.4. Bu Tez Cahsmasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ozellikleri

Bu calismada anti-kanser ilaci olarak bilinen sisplatin ve 5-Fluorourasil (5-FU)
kullanilmistir. Bunlara ek olarak anti-kanser ilaci olma potansiyeli yiiksek olan
karakterizasyonu yapilmis 8A ve 17B kimyasal maddeleri kullanilmistir. Tablo 2.9°da

kimyasallar ve 6zellikleri gosterilmistir.

Sisplatin (cis-diammine-dichloroplatinum(Il)) mesane, testis, ovaryum, akciger kanseri
gibi bir¢ok kanser ¢esidinin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Ayrica, sisplatin ilk platin
bazl1 anti-kanser ilacidir (180, 181). Platin (II) molekiilleri, iki amin grubu ve iki reaktif
"birakma" klorid (sisplatin) gruplar ile birlikte bulunur (182). Ek olarak, platin kararsiz
durumdaki DNA’ya kovalent olarak baglanir. Olusan bu DNA-platin baglantis1 sadece
niikleotid kesip-¢cikarma yolagi (nucleotide excision (NER) pathway) ile tamir edilebilir

(182).

5-Fluorourasil yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglarindan birisidir. Meme, kolon
ve cilt kanseri tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Bu madde, hiicrelerde thymidilate
sentetaz enzimine baglanarak etki gdsterir. 5-FU; kolorektal kanser, meme, akciger ve
gastrointestinal kanserler gibi birgok kanser tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (183, 184).

Kullanilan diger kimyasallar (8A ve 17B) tiyosemikarbazon tiirevi bilesiklerdir. Yapilan
arastirmalarda, tiyosemikarbazon tiirevlerinin bir¢cok kanser cesidinde tedavi amaglh

kullanildig1 gosterilmistir.
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Tablo 2.9. Calismada kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri.

Bilinen Anti-kanser ilaci

Ozellik Sisplatin 5-Fluorourasil
o
Clo,,  NH; :
ey HK

Kimyasal yap1 / \ |

Cl NH, Py

H
Kimyasal ad1 cis-diamminedichloridoplatinum(II) 2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 5-fluoro-
Molekiiler agirhgi  300.01 g/mol 130.077 g/mol
Kimyasal formiilii =~ CL,HsN,Pt C,H;FN,0,
Renk Beyaz Beyaz
Coziiniirlik DMSO DMSO
Etkinligi heniiz bilinmeyen tiyosemikarbazon tiirevi bilesikler
8A 17B
HoS
& | N S "
Kimyasal yap1 N/\N/ N k NVO/
| | N
H H |
H
(S)-(+)-2-[(4-piperidin-1-
(R)-(-)-2-(4-hidroksibenzilidin)-N-(1-
Kimyasal ad1 il)benzilidin])-N-(1-
feniletil)hidrazinkarbotiyoamit
feniletil)hidrazinkarbotiyoamid

Molekiiler agirhgr  299.30 g/mol 366.52 g/mol
Kimyasal formiili = C16H17N30S C, HygN,S
Renk Sar1 Sar1
Coziiniirlik DMSO DMSO
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Tiyosemikarbazon tiirevli kimyasal maddeler DNA ve RNA sentezini engelleyerek anti-
kanser etkinligi goOsterebilmektedir. Tiyosemikarbazon tlirevleri, riboniikleotitleri
deoksiriboniikleotitlere indirgeyen riboniikleotit rediiktazin (RR) bilinen en giiclii
baskilayicilaridir ve bu sebepten dolayr niikleik asit sentezini engellemektedirler (32).
RR enzimi, hiicre boliinmesinde ve tiimor gelisiminde Onemli islevleri olan bir
molekiildiir. RR enzimi, politiyolleri igeren R1 biiylik alt birim, protein olmayan
biniikleer Fe(Il) ile serbest tirozil radikali igeren R2 kiiciik alt birimlerinden
olusmaktadir. Enzimin etkin bolgesi R1 ve R2 alt birimlerinden olusur (33, 185). Son
yillarda yapilan anti-kanser ¢alismalarinda RR’nin etkinliginin artmasi normal
hiicrelerin dengesinin bozulmasina ve kanserli hiicrelerin ise metastazinin artmasina
neden oldugu bildirilmistir (186). RR baskilayicist olan tiyoksemikarbazon tiirevli

bilesikler DNA sentezini ve tamirini engelleyerek antineoplastik etki gosterirler (187).

Tiyosemikarbazon tlirevlerinin etkinligini belirlemek i¢in yapilan anti-kanser
calismalarinda, 3-aminopiridin-2-karboksaldehit tiyosemikarbazon (3-AP, Triapin) ve
3-aminopiridin-4-metil-2-karboksaldehit tiyosemikarbazonu (3-AMP) sentezlenmistir.
Sentezlenen bu bilesiklerin L.-1210 16semi hiicre hatlarinda etkin potansiyelinin oldugu
gosterilmistir (33). Finch ve ark. (188), Triapinin in vitro ve in vivo calismalari

neticesinde antineoplastik ajan olarak klinik potansiyelinin oldugunu rapor etmislerdir.

Bir tiyosemikarbazon tiirevi olan Triapin hasarli DNA’y1 hedef alarak etki eden bir
kimyasaldir. Bunun yani sira, tiyosemikarbazon tiirevleri topo II-DNA karmasimindaki
tiyol kalintilarimin alkilleyerek bu karmasimi kararsiz hale getirir ve anti-kanser etkisi
gosterirler (33, 185). Bu maddeler serbest elektron ¢ifti veya negatif yiik tasiyan
niikleofilik merkezlerle tepkimeye girebilen elektrofilik alkil katyonu tireterek DNA’ya
baglanirlar. Boylece, DNA ile kovalent bag yapilmis olur DNA tipki yapimi
engellenmis olur. Dolayisiyla, DNA hasar goriir, hasar giderilmezse hiicre dongiisii

engellenir ve hiicre oliir (33, 185).

Bu c¢aligmada kullanilan anti-kanser ilaci olma potansiyeli yiiksek olan 8A ve 17B
tiyosemikarbazon tiirevleri daha dnceden akciger, meme, mide ve serviks kanserli hiicre
hatlarinda hiicre canlilig1 degerlendirilmis olup literatiirde herhangi baska bir ¢alisma

bulunmamaktadir (189).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. insan genomundaki NAT’larin belirlenmesinde kullamlan informatik analizler

Bu tez calismasinda, NCBI veri tabaninda GRCh38.p7 Primary Assembly’e gore
“Gene” ara yliziinde Subat 2017 tarihine kadar yaymlanmis (tanimlanmis) kromozomlar
tizerindeki NAT’lar belirlenmistir  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). NCBI veri
tabaninin yant sira, Ensembl (http://www.ensembl.org) ve Genome Browser
(#HumanCRCh38/hg38, https://genome.ucsc.edu/) veri tabanlarinda NAT transkriptleri

belirlenmistir.

NAT, protein kodlayan genin karst sarmalindan kodlanan transkript olarak
tanimlanmaktaydi. Ancak, bizim arastirmalarimiza gére NAT, protein kodlayan genin
kars1 sarmalindan kodlanan protein, IncRNA, miRNA, snoRNA, tRNA gibi diger RNA
molekiillerini de icermektedir. Buna benzer olarak bir IncRNA’nin karsi sarmalindan
kodlanan IncRNA, miRNA, snoRNA ve tRNA molekiilleri de NAT olarak

adlandirilabilir.

3.2. Hiicrelerin Kiiltiir Edilmesi

Bu tez c¢alismasinda ilk olarak elimizde mevcut olarak bulunan farkli kanser hiicre
hatlar1  kullanilmistir. Calismada kullanilan hiicreler Tablo 3.1°de gdsterilmistir.
Hiicreler %10 cenin sigir serum (fetal bovine serum, FBS) iceren DMEM (Dulbecco’s
modified eagle’s medium) besi yeri i¢erisinde ¢oZaltilmistir. Ayrica, kullanilan besi yeri
igerisine 50 U/ml penisilin/streptomisin eklenmistir. Kanser hiicre hatlari, karbondioksit
inkiibatoriinde %5’lik CO;‘li ortamda ve 37°C sicaklikta kiiltiir edilmistir (Sekil 3.1).
Kiiltiir kaplarindaki hiicre yogunlugu yaklasik % 80-90 oldugunda hiicreler tripsin ile
muamele edilerek kaldirilmistir. Sonrasinda tripsinin etkisini noétralize etmek i¢in besi
yeri eklenmistir ve flakon tiiplere konulmustur. Tiipler, 1500 rpm’de 5 dk santrifii
edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirilip ve pellet kissm RNA

izolasyonu i¢in kullanmaya hazir hale getirilmistir.
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MBD-MB-231 CRL2329 CRL4010 HCT116 u20s hFOB1.19

BEAS-2B

Sekil 3.1. Calismada kullanilan hiicrelerin morfolojik goriintiileri (bu goriintiiler
http://www.atcc.org/ internet sitesinden alinmigtir).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri

No Hiicre ismi  Hiicre tipi

Hiicre ozellikleri

1 MCF7 Epitel Meme, meme bezi ve metastatik bolgeden tiirevli doku,
Adenokarsinom

2 MDA-MB- Epitel Meme bezi, meme; metastatik bolgeden tirevli doku,

231 Adenokarsinom

3 CRL2329 Epitel Meme Bezi / Dukt, TNM evre IIB, Grade 2, Primer duktal
karsinom

4 CRL-4010 Epitel Meme, meme bezi epiteli, normal hiicre

5 HCT116 Epitel Kolon, kolorektal karsinom

6 U20S Osteoblast  Kemik, osteosarkom

7  hFOBI1.19 Osteoblast ~ Kemik, SV40 biiyiik T antijeni transfekte edilmis, normal
hiicre

8 A549 Epitel Akciger, karsinom

9 BEAS-2B Epitel Akciger/brons, normal hiicre

10 DU-145 Epitel Prostat, metastatik bolgeden tiirevli doku, karsinom

11 PC-3 Epitel Prostat, metastatik bolgeden tiirevli doku, Grade IV,
Adenokarsinom

12 HGC-27 Epitel Mide, metastatik bolgeden tirevli doku, farklilagsmamig
karsinom

13 HUVEC Endotel Gobek bag endotel hiicresi, Normal

14 BCPAP Epitel Zayif farklilagsmis papiller tiroid karsinomdan (PTC) tiirevli
PTC

15 PANC-1 Epitel Pankreas/Duct, karsinom

16 A-172 Noron Beyin, Glioblastom

17 HEK293 Epitel Embriyonik bobrek hiicresi

18 Cal-29 Epitel Mesane transizyonel hiicreli karsinom

19 HelLa Epitel Serviks, adenokarsinom
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3.3. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Hiicrelerden RNA izolasyonu, Roche firmasina ait High Pure RNA Isolation Kit
(#11828665001) kullanilarak yapilmistir.

RNA eldesi protokolii asagidaki gibidir;

[k olarak, hiicreler tripsin ile flasktan kaldirilir ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilir ve sonrasinda siipernatant kisim atilir.

Santrifiij edilen pelletler tizerlerine 200 pl PBS ilave edilerek yeniden
siispansiyon haline getirilir.

400 pl Lysis Binding Buffer eklenerek 30 sn vorteklenir.

Hiicrelerin icersinde oldugu karisim filtreli tiiplere alinarak 10000 rpm’de 15 sn
santrifiij edilir, santrifiijiin ardindan toplama tiipleri degistirilir.

Her bir 6rnek i¢in 10 ul DNase ve 90 ul DNase Incubation Buffer olmak iizere
toplam 100 pl’lik enzim karigimi eklenir ve 30 dakika oda sicakliginda kapaklari
kapal1 bir sekilde inkiibasyona birakilir.

500 pl Wash Buffer I ilave edilip, 10000 rpm’de 15 sn santrifiij edilir,
santrifiijiin ardindan toplama tiipleri degistirilir.

500 pl Wash Buffer II ilave edilip, 10000 rpm’de 15 sn santrifiij edilir,
santrifiijiin ardindan toplama tiipleri degistirilir.

300 ul Wash Buffer II ilave edilip, 2 dk maksimumu hizda (14000 rpm) santrifiij
edilir.

Son olarak filtreler 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere alinarak tizerine 50 pl Elution
Buffer ilave edilir, 1 dk oda sicakligina beklenir ve 1 dk 10000 rpm’de santrifiij
edilir.

Elde edilen RNA’lar kullanim siirecine kadar -80 °C sicaklikta muhafaza edilir.
Ayni zamanda bir miktar RNA kullanilarak RNA konsantrasyonu ve kalitesi
tayini yapilir. Bu islem NanoDrop ND-1000 Spectrophometer cihazinda

spektrofotometrik Sl¢lim ile yapilmaktadir.

Olgiim yapilan hiicrelerin yogunlugu ve kirlilik dereceleri Tablo 3.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Hiicre kiiltiirlinden elde edilen RNA o&rneklerinin konsantrasyon ve
kirliliklerinin gdsterilmesi

No Hiicre ismi ng/pl 260/280 No Hiicreismi  ng/pl  260/280
1 MCF7 1502 2,07 11 PC-3 664,1 2,07
2 MDA-MB-231 437 2,02 12 HGC-27 926 2,09
3 CRL2329 15774 2,06 13 HUVEC 5314 2,07
4 CRL-4010 900 2,06 14 BCPAP 458 2,01
5 HCT116 1451 2,05 15 PANC-1 344 2,03
6 U208 562 2,05 16 A-172 1646 2,07
7 hFOB1.19 343,6 2,02 17 HEK?293 836 2,06
8 A549 258 2,07 18 Cal-29 1230 2,04
9 BEAS-2B 103,7 2,10 19 HeLa 256,3 2,08
10 DU-145 425 2,02

Hiicre kiiltiir 6rneklerinden elde edilen RNA’lar haricinde ticari olarak aldigimiz 20

farkli normal insan dokusundan elde edilen RNA orneklerinde de ¢alismada kullanilan

genlerin ifade seviyeleri belirlenmistir (#636643, Human Total RNA Master Panel II,

Clontech Laboratories). Kullanilan bu doku RNA panelinde doku cesitliligi Tablo 3.3’te

gosterilmistir. Bu paneldeki her bir RNA 6rneginin konsantrasyonu 1 pg/pl’dir.

Tablo 3.3. RNA panelinde bulunan doku tiirleri

No  Doku No Doku

1 Kalp 11 Prostat

2 Kemikiligi 12 iskelet kast
3 Beyin, serebellum 13 Dalak

4 Beyin (tiim) 14 Tiroid bezi
5 Fetal beyin 15 Timus

6 Fetal karaciger 16 Uterus

7 Bobrek 17 Kolon

8 Karaciger 18 Ince bagirsak
9 Akciger 19 Mide

10 pjasenta 20 Adrenal Bez
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3.4. Tek Sarmal cDNA Sentezi

Hiicre kiiltiiriinden elde edilen RNA ve doku RNA o&rneklerinden tek sarmal cDNA
sentezi Maxima H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (#K1681) ile yapilmistir.
cDNA sentez reaksiyonu iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
cDNA sentez protokolii Tablo 3.4’te gosterildigi gibidir. Ayrica, tepkimeye girecek
RNA Orneklerinin  miktarinin  standart olmasi igin esit kosantrasyonda RNA
kullanilmistir.  Toplam hacimde 1,5 pg olacak sekilde RNA kosantrasyonlari

hesaplanmistir ve RNA-dH,0 oran1 ayarlanmustir.

Tablo 3.4. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin oranlari.

Bilesen Miktar

Random Hexamer Primer, (100 uM) 1pl

10 mM dNTP karisimi 1 ul

niikleaz icermeyen distile su *

RNA #ok
Toplam 15 pl

5X RT Tampon

(250 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C), 375 mM KCl, 15

mM MgCl2, 50 mM DTT) 4 ul

Maxima H Minus Enzim karigimi 1 ul

Toplam karisim 20ul

* Tablo 3.3°deki RNA miktarlarina gére toplam karisimdaki RNA miktarlart 1,5 pg/ul olacak sekilde her

ornek i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir.

** Toplam karigim 15 pl olacak sekilde RNA miktarlarina gore niikkleaz icermeyen distile su eklenmistir.

Karigimlar1 hazirlanan 6rnekler Sensquest PCR cihazinda tabloda gosterilen sartlarda

tepkime gerceklestirilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. cDNA sentezi tepkime kosullar

Asama Sicaklik (°C) Siire
IIk inkiibasyon 25 10 dk
Enzim aktivasyonu 50 30 dk
Enzim inaktivasyonu 85 5 dk
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Elde edilen tek sarmal ¢cDNA o6rneklerinin dondurulup ¢6zdiiriilme islemi sonucunda
olusabilecek bozulmayi1 Onlemek amaciyla ornekler 0,2 ml’lik PCR tiiplerine belirli

miktarlarda boliinmiistiir ve ¢alisma siirecine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.5. Primer Tasarmm

Gen ifadesi primerleri, genin ifade edilip edilmedigini anlamak i¢in kodlanan bolgelerin
herhangi bir bolgesinde tasarlanabilmektedir. Ancak RNA eldesi yapilitken DNA
bulasigi kaginilmaz bir durumdur. Elde edilen RNA 6rneklerindeki DNA bulasigin
gidermek icin primerler ekzon-ekzon baglanma bdlgelerine tamamlayici olarak
tasarlanmistir. Boylece elde ettigimiz RNA igerisinde DNA bulasig1 bulunsa bile bu

durum ilgili bolgenin ifade seviyesini etkilemeyecektir.

Calismada kullanilan primerler, NCBI veritabaninda yer alan “Gene” arayiizii
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/) kullanilarak tasarlanmistir. Ayrica,
referans gen (housekeeping gene) olarak Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) ve Beta aktin (ACTB) genleri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin ileri ve
geri primer dizilimleri, baglanma sicakliklar1 ve {iriin uzunluklar1 gibi primer 6zellikleri

Tablo 3.6.’da gosterilmistir.

3.6. Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR)

Primer optimizasyonu ve RT-PCR kosullar:

Her primer i¢in uygun baglanma sicakligi ve bilesen oranlarinin (primer yogunlugu,
MgCl2, dNTP) belirlenmesi i¢in iyilestirme (gradient) deneyleri yapilmistir. Bu
deneyler neticesinde en uygun sartlar belirlenerek RT-PCR deneyleri bu kosullarda
yapilmistir. Bu baglamda; primer c¢iftlerine 6zgii sartlar asagidaki gibi 6zetlenmistir.
Ornegin; VIM geni i¢cin RT-PCR bilesenleri ve tepkime kosullar1 Tablo 3.7. ve 3.8 deki
gibidir.
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Tablo 3.6. Calismada calisilacak ilgili genlerinin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in
kullanilan primer dizilimlerinin 6zellikleri * F:Forward “ileri” primer, R:Reverse “geri” primer

Primer Ad1 Primer dizilimi Uriin boyutu (b¢)  Tm (°C)
CDKN2B-AS1-F GCACTATGGTATGGAAGGTGCT 187 60,16
CDKN2B-AS1-R TCTTGCCATGTGAGAGAAGC 57,89
CDKN2B-F TACGGCCAACGGTGGATTAT 218 59,17
CDKN2B-R CATCATCATGACCTGGATCGC 58,93
BCL2-F ATAACGGAGGCTGGGATGC 149 59,55
BCL2-R TCACTTGTGGCCCAGATAGG 59,09
LOC105372161-BCL2-F GGCTCAGTGGCTGCAGTTAT 166 60,39
LOC105372161-BCL2-R GCCTCCGTTGAGGTTGTTGA 60,53
VIM-F AAATGGCTCGTCACCTTCGT 119 59,97
VIM-R AGGCAGAGAAATCCTGCTCTC 59,51
VIM-AS1-F AGCAGCAAATACCACAGTCC 126 58,17
VIM-AS1-R TTCTGATCACCACGAGTCCA 58,37
BCLX,-F TCAGCCACCATTGCTACCAG 197 60,04
BCLX;-R CCAAGGAGCTGGTTTAGGGG 60,03
BAX-F GTCGCCCTTTTCTACTTTGCC 154 59,80
BAX-R TGGTCACGGTCCAACCACC 62.11
CASP3-F CTCTGGTTTTCGGTGGGTGT 288 60,18
CASP3-R TGAGGTTTGCTGCATCGACA 60,25
CASP9-F TCAGGCCCCATATGATCGAG 499 58,73
CASP9-R ACCATGAAATGCAGCGAGGA 60,04
CDKNI1B-F GGCCTCAGAAGACGTCAAAC 370 58.85
CDKNI1B-R TCTTCATACCCCGCTCCACG 61,67
CDK2-F AAATCCTCCTGGGCTGCAAA 145 59.89
CDK2-R CCCAGAGTCCGAAAGATCCG 59.90
TP53-F TTTTCCCCTCCCATGTGCTC 223 59,96
TP53-R GCTCGACGCTAGGATCTGAC 60,04
GAPDH.F GGTCCACCACCCTGTTGCTGT 456 623
GAPDH-R AGACCACAGTCGATGCCATCAC 59.4
ACTB-F CGCCATCCAGGCTGTGCTGT 293 65,55
ACTB-R TCCCTGCCAGATCCAGGCGT 65,65
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Tablo 3.7. RT-PCR bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
Saf su 15,875

10X PCR tamponu 2,5

25 mM MgCl, 1,5

2 mM dNTPs 1,5

fleri primer (F) 10 pM 0,75

Geri primer (R) 10 pM 0,75

5 U/ul Taq polimeraz 0,125
cDNA 2

Toplam hacim 25%

*Her tepkime yarim 6l¢ii (toplam 12,5 pl) seklinde yapilmistir.

Tablo 3.8. RT-PCR tepkime kosullar1

Sicaklik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi

[k Denaturasyon 95 05:00 1

Denaturasyon 95 00:30

Baglanma 60 00:30 30

Polimerizasyon 72 00:30

Uzama 72 10:00 1
+4 0

Sonuclarin Agaroz jelde goriintiilenmesi

Uygun tepkime kosullarinda elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde goriintiillenmistir.
Yiizde 1,5’lik (1,5 g agaroz/100 ml distile su) agaroz jelde, elde edilen PCR fiiriinleri
elektrik akimi verilerek ylritiilmiistiir. Agaroz jelde yiriitiilen PCR {iriinlerinin
biiyiikliikleri aynm1 jele yiiklenen DNA belirtegleri (marker) ile tespit edilmistir. Bu
sekilde primerlerin dogru yere baglanip baglanmadig1 tespit edilmistir. Ornekler 140V,
400 mA’de 40 dk boyunca yiirttiilmiistiir. UV 15181 altinda kontrol edilip Fusion V

goriintlileme cihazinda resimleri ¢ekilmistir.
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3.7. Real-Time PCR (qPCR)

Doku ve hiicre kiiltiirii 6rneklerinde ilgili genlerin ifadesini belirlemek i¢in qPCR
deneyleri yapilmistir. qPCR, Rotor Gene Q (QIAGEN, ) Real-Time PCR cihazinda
gergeklestirilmistir. Cihaza  uygun malzemeler  kullanilarak  tepkimeler
gerceklestirilmistir. gQPCR, Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (#K0221) ile
tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda yapilmistir (Tablo 3.9 ve Tablo 3.10). Ayrica,
gPCR i¢in kullanilan terimler MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) standartlarina uygun olarak yazilmistir

(190).

Tablo 3.9. qPCR i¢in tepkime bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)* 6,25

10 pM F primeri 0.4

10 pM R primeri 0.4
Niikleaz igermeyen distile su 4,45

cDNA (<500 ng) 1

Toplam 12,5

*Son konsantrasyonda 2,5 mM MgCl, icermektedir.

Tablo 3.10. gPCR i¢in tepkime kosullari.

Asama Sicakhik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi
UDG - 6n muamele 50 02:00 1

ilk denatiirasyon 95 10:00 1
Denatiirasyon 95 00:15 40

Baglanma 60 00:30 40

Uzama 72 00:30 40

Melting Curve 55-95 Dakikada 1 derece artarak
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3.8. Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi (MTT Deneyleri)

Hiicre  canliigint  degerlendirmek  i¢in,  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)  2,5-
diphenyltetrazolium bromidin’in (MTT) canli hiicreler tarafindan alinarak
mitokondriyal enzimlerce indirgenmesi esasina dayanan bir boyama teknigi
kullanilmistir. Hiicreler 24 kuyucuklu kaplara ekilir ve %80-90 yogunluga ulasinca
kimyasal ile maruz birakilir. Kimyasallar 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Kimyasallar maruz birakildiktan 24 saat sonra hiicreler HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) ile yikanir ve 1 mg/ml olarak hazirlanan MTT boyasina maruz
birakilir ve 45-60 dk 37 °C’de inkiibe edilir. Sonrasinda iistii dokiiliir ve 500 ul DMSO
eklenip karistirilir ve 96 kuyucuklu kaplara 100 pl olacak sekilde transfer edilir. Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)

ile 550 nm’de okutulur.

3.9. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Deneyleri

Laktat dehidrogenaz (LDH), piruvat ve laktatin karsilikli doniisiimiinii katalizleyen
oksirediiktaz bir enzimdir. LDH sonucu, hiicrelerdeki toksisiteyi gostermektedir. LDH
deneyleri Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (#MAKO066, Sigma-Aldrich) ile

iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda yapilmaistir.

MTT deneyleri sirasinda kimyasala maruz birakilan hiicrelerin siipernatant kisimlari
toplanarak bu 6rneklerden LDH testi yapilmustir. ik olarak, her érnek igin 48 pl LDH
Assay Buffer ve 2 ul LDH Substrate Mix ile toplamda 50 pl karigim hazirlanmistir. 96
kuyucuklu kaplara ilk 6nce 50 pl 6rnekler konulmustur ardindan iistiine hazirlanan
karistmdan 50 pl eklenmistir. Calkalayicida karigtirilarak 450 nm dalga boyunda ilk
okuma gergeklestirilmistir. Okumalar standartlar ve pozitif kontrol referans alinarak her
5 dk da bir tekrarlanmistir. Bekleme stirelerinde ise 37 °C’de etiivde tutulmustur. Pozitif
kontrolii gegen ilk siirede deney bitirilmistir. LDH deneyleri, SF ve DMSO grubu, MTT
ile belirlenen etkin doz, bir yogun konsantrasyon olan doz olarak yapilmigtir.
Karsilagtirmalar yapilirken SF ve DMSO grubuna gore etkin dozdaki LDH etkinligi
kiyaslanmistir. Ayrica, bir {ist yogun dozun LDH etkinligi de gosterilerek o dozun ilgili

hiicre i¢in uygun olmad1 tespit edilmistir.
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LDH etkinligini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir.

B x Ornek sulandirma katsayisi

LDH etkinligi =
M Tepkime zamani x Hacim

B: 1k ve son okuma arasindaki NADH miktari

Tepkime zamani: i1k okuma ve son okuma arasindaki fark (dk)

Hacim: Ornek hacmi (ml)

Ornek sulandirma katsayist: 50 pl 6rnek 50 pl karisim kullanildigindan katsayi 1°dir.

3.10. Apoptoz deneyleri

Hiicreler 6 kuyucuklu kaplara 1x10° olacak sekilde ekilir ve etkin dozlari belirlenen
kimyasallar hiicrelere verilir ve 24 saat sonra hiicrelere tripsin ile kaldirilir. Kaldirilan
hiicreler santrifiij edilir ve soguk (+4 °C’de muhafaza edilen) HBSS ile yikanir ve tekrar
santrifiij edilir. Apoptoz deneyleri i¢cin Annexin V-FITC Early Apoptosis Detection Kit
(Cell Signaling Technology, #6592) kullamlmgtir. Uretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda deneysel asamalar gerceklestirilmistir. Apoptoz deneylerinde ilk olarak
kaldirilan ve HBSS ile yikanan hiicreler 1500 rpm’de 5 dk santrifiyj edilir ve iist kisim
uzaklagtirilir. 1X Annexin V Binding Buffer’den 500 pl ile hiicreler siispanse edilir.
Tekrar 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilir ve tist kistm uzaklastirilir. Her bir 6rnek i¢in
12,5 pl PI (propidium iodide) ve 1 pl Annexin V karisimi hazirlanarak toplamda 13,5
ul’lik karigim hiicreler iizerine eklenir. Buz iizerinde karanlik ortamda 15 dk bekletilir.
Son olarak tizerine 140 pul 1X Annexin V Binding Buffer eklenir ve Beckman Coulter

marka Flow sitometri cihazinda okuma yapilir.

3.11. Hiicre Dongiisii Deneyleri

Hiicreler 6 kuyucuklu kaplara 1x10° olacak sekilde ekilir ve etkin dozlar belirlenen
kimyasallar hiicrelere verilir ve 24 saat sonra hiicrelere tripsin ile kaldirilir. Kaldirilan
hiicreler santrifiij edilir ve HBSS ile yikanir ve tekrar santrifiij edilir. Hiicreler %70’lik
soguk etil alkol ile 1-12 saat fikse edilmistir. Sonrasinda, hiicreler 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek etanol uzaklastirilmistir. 1 ml 1X PBS ile tekrar yikanir ve 1500
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rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust kisim atilir ve 200 ul Guava® Cell Cycle Reagent
(Guava Technologies, #4500-0220) ile hiicreler iyice karistirilmistir. Sonrasinda 30 dk
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilip ve Beckman Coulter marka Flow sitometri

cihazinda okuma gergeklestirilmistir.

3.12. Yara iyilesmesi Deneyleri

Hiicreler 6 kuyucuklu kaplara ekilir. Muamele edilecek maddeler verilir ve 24 saat
sonrasinda HBSS ile yikanir. Yara iyilesmesi deneyleri i¢in hiicrelerin kabin tabaninda
tek katman (monolayer) olarak c¢ogalmasina dikkat edilmelidir. 100 p’lik ug ile
kuyucugun ortasinda diiz bir ¢izgi ¢izilir. Sonrasinda iki kez daha HBSS ile yikanir ve
0. saat gorlintlisii alinir. Her 24 saatte bir bosluk birlesinceye kadar goriintii alinir.
Analizler ImageJ programi kullanilarak yapilir. ImageJ programinda 24 saatlik
siireclerde alinan goriintiilerdeki boslugun uzunlugu Olgiilir ve aralarindaki farklar

belirlenir. Bu farkliliklar ve gecen zamana gore degerlendirmeler yapilir.

3.13. Northern Blot

Northern Blot, bir RNA o6rnegindeki gen ifadesinin belirlenmesi, gen tespiti gibi
durumlarda kullanilan bir yontemdir. Northern Blot yontemi, RNA o6rneklerinin
biiyiikliiklerine gore elektroforez ayrilmasi ve hedef dizinin tamamlayicisi olan probe
ile hibrizidasyon siireglerine dayanmaktadir. Bu yontem, asagidaki gibi bazi

asamalardan olusmaktadir.

Agaroz jelde orneklerin yiiriitiilmesi: Northern Blot’ta ilk olarak formaldehid iceren
% 0,9’luk agaroz jel hazirlanir. Agaroz jele, 14 ul RNA 6rnegi, 28 ul yiikleme tamponu
ve 8 ul yiikkleme boyasi ile birlikte hazirlanir. RNA’larin ikincil yapilarinin ayrilmasini
saglamak i¢in 65 °C’de 10 dk inkiibe edilir. Es zamanli olarak jele 60V°da 5 dk 6n

yiiriitme yapilir. Inkiibasyonu tamamlanan drnekler jele yiiklenir ve 60V’da 2-2:30 saat

yiiriitiiliir.

Jelden membrana aktarma: Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra kapiller aktarma
diizenegi hazirlanarak pozitif yiiklii naylon membrana RNA’lar aktarilir. Bu islem ig¢in

sandvi¢ modeli kullanilir. Genis bir kabin igerisine 20X SSC tamponu konulur ve
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Vatman kagidi bu ¢ozelti ile 1slatilir. Sonrasinda iistiine sirasiyla jel, membran, vatman
kagidi (coklu) ve pecete (¢coklu) konulur. En iistiine de dengeyi bozmayacak sekilde bir
agirlik konulur ve bir gece boyunca membrana aktarilma islemi yapilir. Ertesi giin,
aktarma islemi sonrasinda membran 5X SSC tampon ile 3 defa yikanir ve UV 15181
altinda 1 dk boyunca crosslink yapilir. Ayn1 zamanda membran ve jelin aktarim
sonrasinda UV altinda goriintiisii alinir. Membran prop muamelesine kadar +4 °C’de

bekletilir.

Probun hazirlanmasi: Prob icin, North2South Biotin Random Prime Labeling Kit
(#17075) kullanilmistir.  Arindirilmis  (purification) 100 ng/ul PCR  {iriind,
heptaniikleotid karisimi ve dH,O eklenerek 99 °C’de 5 dk kaynatildi (denatiirasyon
i¢in). Hemen ardindan -80 °C’de muhafaza edilen etil alkol igine daldirildi. Donan
karigim +4 °C’de eriyene kadar bekletildi. Eriyen karigima, buzun tizerinde 5X dNTP
karigimi, 10X reaksiyon tamponu, 1ul Klenow fragmenti ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Sonrasinda, enzimi etkinsizlestirmek amaciyla iizerine 500 mM EDTA

konuldu.

Arindirma protokolii; isaretlenmek istenilen bolge ilk olarak PCR ile ¢ogaltilip ve
dogrulugu agaroz ile kontrol edildi. High Pure PCR Purification Kit (#11732668001,
Roche) ile iiretici firmanin tavsiyelerine gore arindirma islemi yapilir. 100 ul PCR
irtindi i¢in 500 pl baglanma ¢ozeltisi eklenir ve 1 dk maksimum hizda santrifiij edilir.
Yikama ¢ozeltisi ile iki kez yikanir ve sulandirilir. En son olarak NanoDrop’ta 6l¢iim

yapilir ve prop hazilamak i¢in uygun hale getirilir.

Baglanmayan niikleotidleri uzaklastirmak icin etanol ile coktiirme: Karisimin
lizerine SM amonyum asetat ve 110 pl soguk %100°’lik etanol koyularak -20 °C’de 15
dk bekletilmistir. Sogutmali santrifiijde en yliksek devirde (14 000 rpm) 45 dk santrifiij
edildi ve siipernatant kismi uzaklastirilmigtir. 200 pl soguk %70’lik etanol eklenip,
14000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant1 atildi, alkoliin ugmasi i¢in
beklenildi ve pellet 100 ul 1X TE’de ¢6ziilerek -20 °C’de saklanmistir.

Hibridizasyon: Membran 50’lik falkon tiipiin i¢ine koyuldu, 5 ml oda 1sisina gelmis

hibridizasyon tamponu eklenmistir ve 55 °C’de 30 dk oOn-hibridizasyon yapilmustir.
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Hazirlanan prop 99,9 °C’de 10 dk kaynatildi ve ardindan 5 dk buzda bekletilmistir.
Ardindan prob falkon tiipiliniin i¢ine hibridizasyon tamponun {istiine ilave edilmistir. 55

°C’de bir gece bekletilmistir.

Kemiliiminesan tespit etme: Kemiliiminesan tespit etmek i¢in, Chemiluminescent
Nucleic Acid Detection Module Kit (#89880) kullanilmistir. 22,5 ml stringency tampon
tizerine 22,5 ml ddH,O toplam 45 ml olacak sekilde hazirlanarak 55 °C’ye getirilmistir.
Membran 15 ml’den 3 defa 15’er dakika bu tampon ile yitkanmistir. 15 dakika dnceden
oda 1s1sina getirilmis blocking tampon konulup, siire sonunda 50 pl Streptavidin-HRP
konjugat1 bu tampona ilave edilerek 15 dakika daha calkalanmistir. 7,5 ml {lizerine 22,5
ml dH,O olacak sekilde 1X yikama tamponu hazirlanip, 15 ml’den 5’er dakika
bekleyerek 4 defa yikama islemi yapilmistir. 15 ml Substrate Equlibiration tamponu
eklendi ve 5 dakika calkalanmistir. 4 ml Luminol/Enhancer Soliisyonu ve 4 ml Stable
Peroxide Soliisyonu ile 8 ml’lik karisim hazirlanmigtir. Membranin her tarafina
emdirilerek 5 dakika bekletilmistir ve Fusion V goriintiileme cihazinda kemiliiminesan

goriintii alinmgtir.

Tablo 3.11. Northern Blot deneylerinde kullanilan kimyasallar ve icerikleri

Tampon ve ¢ozeltiler Icerik

0,9’luk agaroz jel 0.45 gr agaroz
42,5 ml DEPC’li su
5 ml 10X Northern Buffer
2.5 ml Formaldehit

DEPC igeren distile su 1000 pl DEPC, 1000 ml ddH,0O
10X Northern Tamponu 200mM MOPS
0.25M EDTA
3M Sodyum asetat
1.5X Yiikleme Tamponu 750 pul formamid
150 pl 10X Northern Tamponu
25 pl ddH,O
20X SSC Tamponu 3M NaCl
0.3M Sodyum Sitrat
5X SSC Tamponu 4:1 oraninda 20X SSC tamponu:ddH,0O
10X TE Tamponu IM Tris-HC1 (10 ml)
0.5M EDTA (2ml)
88 ml ddH,0
Yiikleme Boyasi 3.5 ml %100 gliserol

0.001 g bromofenol mavisi
Iml 10X Northern Tamponu
5.5 ml DEPC ddH,0
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3.14. istatistiksel Analizler

Oncelikle, elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamlilik derecelerini belirlemeden
once D’Agostino & Pearson omnibus normality test, Shapiro-Wilk normality test ve
Kolmogorov-Smirnov test kullanilarak normalite testi yapilmistir. Biitiin sonuglar i¢in p
degeri; p<0,05 olanlar anlamli kabul edilmistir. Dahasi, grafikler {lizeinde gosterilen
yildizlarin sayis1 anlamlilik derecesini gostermektedir: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001,

*HEp<0,0001.

Gen ifadesi sonuglar1 degerlendirilirken 22 formiilii kullanilmistir. Bu calismada

referans gen olarak GAPDH ve ACTB genleri kullanilmistir.
(ACt = Hedef gen — Referans Gen)

Bu formiil ile hesaplanan veriler GraphPad Prism 6.02 programinda analiz edilmistir.
Ayrica, meme kanseri, akciger kanseri ve osteosarkom hiicreleri gibi kontrol hiicresi
olan kanser hiicreleri i¢in fold change analizi kullanilmistir. Boylelikle katli degisimleri
gosterilmistir. Bunun yani sira, kimyasal ile muamele edilmis ve edilmemis
hiicrelerdeki genlerin ifade seviyeleri analiz edilirken fold change kullanilmistir. Gen
ifadesi seviyelerini negatif ve muamele edilmemis kontroller ile kiyaslamak icin

Wilcoxon testi kullanilmistir.

MTT deneylerinde, spektrofotometreden 550 nm’de dl¢iilen OD degerlerinin ortalamasi
alinmistir ve GraphPad Prism 6.02 programinda grafikleri ¢izilmistir. Karsilagtirmalar
SF ve DMSO grubuna gore yapilmistir ve etkin dozlar belirlenmistir. MTT
deneylerinde tek yonlii varyans analizlerinden (One-way analysis of variance, ANOVA)

Dunnett’s ¢oklu karsilsatirma testi kullanilmistir.

Apoptoz ve hiicre dongiisii deneylerinde farkli fazlarda olan % hiicre gruplar
diizenlenmistir ve gruplar arasindaki karsilagtirmalar icin t-testi veya non-parametric
Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Yara iyilesmesi deneyelerinde SF ve DMSO
grubuna kiyasla kimyasal ile maruz birakilan hiicrelerin gd¢ etme kapasitelerinin
anlamlilik derecelerini belirlemek igin t-testi veya non-parametric Mann-Whitney U

testi uygulanmustir.
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4 . BULGULAR

4.1. Insan Genomunda NAT’larin kromozomal olarak gosterilmesi

Bu tez ¢alismasinda, NCBI veri tabaninda GRCh38.p7 Primary Assembly’e gore Subat
2017 tarihine kadar yaymlanmis, kromozomlar iizerindeki NAT’lar belirlenmistir. Daha
onceleri NAT, protein kodlayan genin karsi sarmalindan kodlanan transkript olarak
tanimlanmaktaydi. Ancak, bizim arastirmalarimiza gore NAT, protein kodlayan genin
kars1 sarmalindan kodlanan protein, IncRNA, miRNA, snoRNA, tRNA gibi diger RNA
molekiillerini de igermektedir. Buna benzer olarak bir IncRNA’nin kars1 sarmalindan
kodlanan IncRNA, miRNA, snoRNA ve tRNA molekiilleri de NAT olarak
adlandirilabilir. Ornegin; X kromozomunda XIC bdlgesinden yazilimi gergeklesen
XIST IncRNA molekiiliiniin kars1 sarmalindan TSIX IncRNA geni kodlanmaktadir ve
bu iki IncRNA molekiilii arasinda iliski oldugu bir¢cok ¢alismada gosterilmistir (168,
169, 179). Benzer olarak, 19. kromozomdan kodlanan WDRS3 proteini ve bunun kars1
sarmalindan kodlanan DHPS proteininin birbirleri ile etkilesimde oldugu gosterilmistir

(191).

Yapilan informatik arastirmalar neticesinde farkli siniflarda bulunan NAT’larin 24
kromozomdaki sayilar1 ve alt tiirleri hesaplanmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1). Bilindigi
tizere 1. kromozom, en uzun ve lizerinde en fazla gen kodlanan kromozomdur. Bizim
sonuclarimizda da en fazla NAT sayis1 1. kromozom iizerinde bulunmaktadir.
Kromozomlardan kodlanan genlerin oranina gore NAT orami arasinda dogru bir
ilgilesim oldugu goriilmektedir. Buna karsin, Y kromozomu en az gen kodlanan
kromozomdur ve bu kromozomdaki NAT orani da oldukca diisiiktiir. Insan genomunda,
NAT’larda en fazla EMB alt tiirii goriiliirken IncNAT’larda INT alt tiirti, pPNAT larda da
TTT alt tiirii goriilmektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Insan genomundaki NAT’lar gosterilmistir. A. NAT, IncNAT, pNAT,
miRNAT, tNAT, snoNAT olmak iizere biitiin kromozomlardaki NAT c¢esitleri
gosterilmistir. B. Genomda, NAT, IncNAT ve pNAT’larin alt tiirlerinin sayisi
gosterilmigstir. C. 1- 22 ve X, Y kromozomlarinda NAT’larin kromozomal sayist ve

tiirleri gosterilmistir.

Insan genomunda, miRNA, tRNA, scnRNA, snRNA ve snoRNA gibi kiiciik RNA
molekiilleri ile ayni yonlii ve/veya karsit yonlii olarak sentezlenen transkriptler
bulunmaktadir. Bunlara en yaygin 6rnek miRNAHG (micro RNA Host Gene) olarak
adlandirilan miRNA’larin kodlandigi onciil transkript ve kiigiik RNA’larin tiireviendigi
ribozomal RNA genlerinin kodlandig1 transkriptler verilebilir. Transkript ilk olarak

69



uzun sekilde kodlanir (protein kodlayabilir veya kodlayamaz) ve sonrasinda bu
transkriptin intron/ekzon bolgesinden kiiciik RNA molekiilleri tiirevlenir. Bu ¢alismada,
insan genomunda, kiiciik RNA molekiillerini kodlayan transkriptlerin sense ve antisense
sarmalindan sentezlenen RNA transkriptleri belirlenmistir ve kromozomal olarak

gosterilmigtir (Sekil 4.2).

Insan kromozomlarindaki miRNA’larm ayni yonlii transkriptlerin intronik/ekzonik
bolgelerinden -sense transkript- yazildigi goriilmiistiir. Ancak genomda bunun aksi olan
antisense miRNA’larin oldugu durumda mevcuttur. Bunun yani sira, genomda diger
kiiciik RNA molekiillerinin sense transkript oranlar1 antisense transkript oranlarina gore
fazla oldugu gosterilmistir. Ancak diger kiigilk RNA sinifi olan tRNA’larda durum biraz
daha farklidir. MiRNA’lar ve sSRNA’lar hemen hemen tiim kromozomlarda transkripte
edilirken tRNA’lar tiim kromozomlardan transkripte edilmemektedir. Bunun yani sira,
tRNA transkritplerinin diger transkritpler ile ortiisen bolgeler iceren sense-antisense

orani neredeyse aynidir.

190 EEm Sense ™MW Antisense

miRNAT sayisi

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 CX CY

B C

EEE Sense MMM Antisense

sNAT sayisi
tNAT sayisi

0
C1.C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10C11C12C13C14C15C16C17C18C19C20C21C22 CX C1 €5 C6 C7 C8 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19

Sekil 4.2. miRNA, sRNA ve tRNA transkriptlerinin genomdaki ayni yonlii ve karsit
yonlii transkritplerinin sayis1 gosterilmistir. A. miRNAT larin kodlanan bdlgede ortiisen
dizileri olan sense ve antisense transkript sayisim1 gostermektedir. B. sNAT’larin
kodlanan bolgede Ortlisen dizileri olan sense ve antisense transkript sayisini
gostermektedir. C. tNAT larin kodlanan bélgede ortiisen dizileri olan sense ve antisense
transkript sayisin1 gostermektedir.
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NAT’lan detayli bir sekilde inceledikten sonra, kanser siireclerinde 6nemli rollerinin
oldugu bilinen VIM, BCL2 ve CDKN2B genlerinin ve bunlarin karsi sarmalindan
sentezlenen transkriptlerden HTH, TTT ve EMB olmak {lizere ii¢ tane secilmistir.

Bundan sonraki agamalara secgilen genler lizerinden devam edilmistir.

Tablo 4.1. insan genomundaki NAT gesitlerinin sayisi ve tiirelere gore dagilimi
gosterilmistir.

NAT cesidi NAT alt tiirii
HTH TTT EMB INT
NAT 1199 795 1349 1266
IncNAT 204 230 241 439
pNAT 284 430 147 207
Antisense Sense
miRNAT 250 1128
sNAT 22 435
tNAT 26 50

4.2. Farkh Doku ve Hiicre Hatlarinda Gen ifadesinin Degerlendirilmesi

Yirmi tane normal insan dokusu ve 19 tane hiicre hattindan elde edilen orneklerde,
VIM, VIM-AS1, CDKN2B, CDKN2B-AS1, BCL2 ve LOC105372161 genleri i¢in gen
ifade analizi yapilmistir. Bu baglamda, protein kodlayan genlerin ve antisense
ipliginden kodlanan IncRNA’larin gen ifade seviyeleri gosterilmistir. Yapilan deneyler
neticesinde genel olarak protein kodlayan genler, ¢calismada kullanilan biitiin doku ve
hiicre hatlarinda ifade gosterirken antisense iplikten kodlanan IncRNA’larin dokuya ve
hiicre hatlarima spesifik gen ifadesi gosterdigi bulunmustur. RT-PCR ve qPCR
yontemlerinde ¢aligilan 20 farkli insan dokusunda ve 19 tane hiicre hattinda VIM, VIM-
AS1, CDKN2B, CDKN2B-AS1, BCL2 ve LOC105372161 genlerinin ifade sonuglari
asagidaki gibidir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Caligmada kullanilan genlerin farkli doku ve hiicre hatlarindaki ifade
seviyelerinin 2" degerleri kullanilarak olusturulan heat-map grafigi.

4.2.1. VIM ve VIM-ASI1 genlerinin doku ve hiicrelerdeki ifade seviyeleri

RT-PCR yontemi ile yapilan calismalar neticesindeki VIM ve VIM-AS1 genlerinin
doku ve hiicrelerdeki ifadesi Sekil 4.4 ve 4.5’te gosterilmistir. RT-PCR sonucuna gore
VIM geninin tiim dokularda yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu goriiliirken, VIM-
AS1’in bazi dokularda ifade edildigi bazilarinda ise ifade edilmedigi goriilmektedir.
Ornegin; akciger dokusunda en yiiksek ifade edilen VIM-AS1, kalp, beyin, karaciger,
mide, adrenal bez gibi dokularda neredeyse hi¢ ifade edilmemektedir. Benzer sekilde
gqPCR sonucuna gore, VIM-AS1 en yiiksek akciger, dalak ve timus dokularinda ifade
edilirken, beyin, karaciger ve mide gibi dokularda bu genin ifadesi yoktur. Ayrica, VIM
geninin tiim dokularda ifade edildigi qPCR yontemi ile de dogrulanmistir. Bu genin,

uterus ve akciger dokularinda en yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.4. VIM, VIM-AS1 ve GAPDH genlerinin farkli dokulardaki ifade seviyeleri
gosterilmistir. A. RT-PCR yontemi ile VIM, VIM-AS1 ve GAPDH genlerinin ifade
seviyelerinin gosterilmesi. B. gPCR sonucunda, VIM-AS1 geninin ifade seviyesi C.
gPCR sonucunda, VIM geninin ifade seviyesi.

Hiicre kiiltiir 6rneklerindeki VIM ve VIM-ASI ifade sonuglarinda da VIM geninin ifade
seviyesi tiim hiicrelerde yiliksek iken, VIM-AS1 doku orneklerinde oldugu gibi bazi
hiicrelerde 6zgiilliik gostermektedir. RT-PCR sonucunda, CRL4010, HCT116, CAL29
hiicrelerinde VIM-ASI1 ifadesi goriilmezken hfOB1.19, BEAS2B, BCPAP, PANCI gibi
hiicrelerde ifadesi en yiiksek seviyededir. Buna paralel olarak qPCR sonucunda, en
yiksek VIM-AS1 ifadesi BEAS2B, MCF7 ve BCPAP hiicrelerinde goriiliirken,
CRL4010, PC3 ve CAL29 hiicrelerinde VIM-ASI ifadesi yoktur. Bununla beraber
hiicrelerdeki VIM ifadesi dokudaki VIM ifadesine gore degisiklik gostermektedir.
CAL29, HCT116 ve PC3 hiicre hatlarinda VIM ifade seviyesi en diisiik olarak
bulunmustur, bunun aksine VIM geni, CRL4010, BCPAP ve PANCI hiicre hatlarinda

en yiiksek seviyede ifade gostermektedir.
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Sekil 4.5. VIM, VIM-AS1 ve GAPDH genlerinin farkli hiicre hatlarindaki ifade
seviyelerinin gosterilmesi. A. RT-PCR yontemi ile VIM, VIM-AS1 ve GAPDH
genlerinin ifade seviyelerinin gosterilmesi. B. qPCR sonucunda, VIM-AS1 geninin
ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, VIM geninin ifade seviyesi.

Ayni1 kokenli olan hiicre/doku gruplar1 degerlendirildiginde; normal meme hiicresi olan
CRL4010’a kiyasla MCF7, CRL2329, ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda
VIM geninin ifade seviyesi diisiik bulunurken VIM-AS1 geninin ifade seviyesinin
yiiksek oldugu bulunmustur. Bunun aksine U20S ve A549 hiicrelerinde normal
hiicrelere kiyasla VIM-AS1 ifadesinde diisiis bulunmustur. Ayrica, VIM-AS1 geninin
normal akciger dokusunda diger normal insan dokularina kiyasla ifade seviyesi oldukca
yiiksektir. Dahasi, normal akciger epitel hiicresi BEAS2B hiicre hattinda VIM-AS1
geninin ifade seviyesinin yiiksek akciger kanseri A549 hiicre hattinda bu IncRNA
molekiiliiniin ifade seviyesi ciddi derecede azalmistir. Buna ek olarak, beyin
(serebellum) ve tiim beyin dokularinda VIM-AS1 geninin ifade seviyesi hig
goriilmezken A172 glioblastoma hiicre hattinda bu genin ifadesinin oldugu
bulunmustur. Boylelikle VIM-AS1 baz1 kanser tiirlerinin olusumunda ve/veya

ilerlemesinde 6nemli bir diizenleyici molekiil olabilir.
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4.2.2. BCL2 ve LOC105372161 genlerinin doku ve hiicrelerdeki ifade seviyeleri

BCL2 ve antisense ipliginden sentezlenen LOC105372161 genlerinin doku ve
hiicrelerdeki ifadesi Sekil 4.6 ve 4.7°te gosterilmistir. RT-PCR sonucuna gére BCL2
geni, tim dokularda ifade gosterip bu ifadenin doku tiirline gore farklilik gosterdigi
bulunmustur. Bununla birlikte, LOC105372161 geninin ise dokuya gore farkli ifade
paternine sahip oldugu bulunmustur. BCL2, plasenta, dalak ve iskelet kas1 dokularinda
en ylksek ifade seviyesine sahip iken, kemik 1iligi, karaciger ve adrenal bez gibi
dokularda daha diisiik ifade seviyesinde oldugu bulunmustur. Bununla beraber,
LOC105372161 en cok plasenta, prostat, dalak, timus dokularinda ifade edilirken; kalp,
kemik iligi, bobrek, tiroid bezi gibi dokularda neredeyse hi¢ ifade edilmedigi
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Sekil 4.6. BCL2, LOC105372161 ve GAPDH genlerinin farkli insan dokularindaki
ifade seviyeleri gosterilmistir. A. RT-PCR yontemi ile BCL2, LOC105372161 ve
GAPDH genlerinin ifade seviyelerinin gosterilmesi. B. qPCR sonucunda,
LOC105372161 geninin ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, BCL2 geninin ifade

seviyesi.
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Doku profiline benzer sekilde hiicre kiiltiiri 6rneklerinde de BCL2 ve LOC105372161
genlerinin ifade seviyeleri degerlendirilmistir. Bu baglamda, LOC105372161 en yiiksek
HEK?293, CAL29, DU-145 hiicre hatlarinda ifade seviyesi gostermektedir. Aksine,
CRL4010, A172, HeLa gibi hiicre hatlarinda en diisiik ifade seviyesinde oldugu veya
hi¢ ifade edilmedigi bulunmustur. Bununla beraber, BCL2 geni en yiiksek HGC27 ve
HEK293 hiicrelerinde ifade edilirken; en diisik BCPAP, PANC1 ve CAL29
hiicrelerinde ifade edilmektedir (Sekil 4.7).
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hfOB1.19
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Sekil 4.7. BCL2, LOC105372161 ve GAPDH genlerinin farkl: hiicre hatlarindaki ifade
seviyelerinin gosterilmesi. A. RT-PCR yontemi ile BCL2, LOC105372161 ve GAPDH
genlerinin ifade seviyelerinin gosterilmesi. B. qPCR sonucunda, LOC105372161
geninin ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, BCL2 geninin ifade seviyesi.

Ayni kokenli olan hiicre/doku gruplari degerlendirildiginde; BCL2 geni ve karsi
sarmalindan sentezlenen LOC105372161 geni arasinda bir ilgilesim oldugu ortaya
cikmigtir. BCL2 geni normal meme hiicresi olan CRL4010’a kiyasla diger meme
kanseri hiicrelerinde degiskenlik gosterirken, LOC105372161 geninin ifade seviyesi
kanserli hiicrelerde artis gostermektedir. Buna ek olarak normal prostat dokusunda
LOC105372161 geninin ifade seviyesi diger insan dokularima kiyasla yiiksek
bulunurken DU-145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda bu genin ifade seviyesi

oldukea diisiiktiir.
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4.2.3. CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin doku ve hiicrelerdeki ifade seviyeleri

CDKN2B-AS1 ve bu genin i¢ kismindan ve ters yonde sentezlenen protein kodlayan
CDKN2B geninin qPCR yontemi ile ¢esitli insan dokularinda ve hiicre hatlarinda gen
ifade seviyeleri degerlendirilmistir. Bunun sonucunda, CDKN2B geni en yiiksek
akciger, kolon ve ince bagirsak hiicrelerinde ifade edildigi bulunmustur ve bunun yan1
sira bobrek, karaciger ve fetal beyin dokularinda ise ¢ok daha diisiik bir ifade seviyesine
sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 4.8) Buna ek olarak, CDKN2B-AS1 kodlanmayan
RNA geni ise timus, akciger ve serebellum dokularinda asir1 ifade edilmis olarak

bulunurken bobrek, fetal karaciger ve dalak gibi dokularda diisiik ifade edildigi

bulunmustur.
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Sekil 4.8. qPCR yontemi ile CDKN2B ve CDKN2B-ASI1 genlerinin farkli dokulardaki
ifade seviyeleri gosterilmistir. A. CDKN2B geninin ifade seviyesi B. CDKN2B-AS1
geninin ifade seviyesi

Hiicre kiiltiirii 6rneklerinde CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin RT-PCR ve qPCR
yontemleri sonucunda gen ifade seviyeleri kiyaslanmistir. CDKN2B geni, diger
caligilan protein kodlayan genlerin aksine, MDA-MB-231, PANCI1, A172 ve CAL29
hiicrelerinde ciddi bir sekilde ifade seviyesi diisiik bulunurken, CRL4010, HGC27 ve
HeLa hiicrelerinde asir1 ifade seviyesine sahip oldugu bulunmustur. CDKN2B-AS1
ifadesi ise CDKN2B hiicreleri ile benzer ifade paterni gostermektedir. Farkli olarak ise,
CDKN2B-AS1 geni CRL2329 ve U20S hiicrelerinde de diisiik ifade gdostermektedir.
Bunun yani sira CDKN2B ifadesine kiyasla CDKN2B-ASI1 ifadesi ¢alisilan hiicrelerde
daha diistik bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.9. CDKN2B, CDKN2B-AS1 ve GAPDH genlerinin farkli hiicre hatlarindaki
ifade seviyelerinin gosterilmesi. A. RT-PCR yontemi ile CDKN2B, CDKN2B-AS1 ve
GAPDH genlerinin ifade seviyelerinin gosterilmesi. B. qPCR sonucunda, CDKN2B-
ASI1 geninin ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, CDKN2B geninin ifade seviyesi.

CDKN2B ve CDKN2B-AS1 gibi EMB transkriptlerin birlikte ifade edildigi
gosterilmistir. Bu calismada, CDKN2B geni, CRL4010, HeLa gibi hiicre hatlarinda
yiiksek ifade edilirken ayni sekilde CDKN2B-AS1 geni de yiiksek ifade edilmistir.
Bunun aksine, MDA-MB-231, A172, CAL29 hiicrelerinde ise CDKN2B ve CDKN2B-
ASI1 gen ifade seviyelerinin hi¢ olmamasi aralarinda pozitif bir ilgilesim oldugunu
gostermektedir. U20S osteosarkom hiicrelerinde hfOB1.19 normal hiicre ile
kiyaslandiginda CDKN2B ve CDKN2B-ASI1 ifade seviyeleri benzer sekilde diisiis
gostermistir. Bunun yani sira, normal kolon dokusu ile HCT116 hiicre hattindaki bu
genlerin ifade seviyeleri karsilastirildiginda ise, birbirlerine paralel olarak bir azalma
gosterdigi bulunmustur. Ayrica, normal akciger dokusunda CDKN2B ve CDKN2B-
AS1 genlerinin ifade seviyeleri diger dokulara oranla olduk¢a yiiksek bulunmustur.
Normal akciger hiicresi BEAS2B’ye kiyasla A549 akciger kanseri hiicre hattinda bu

genlerin ifade seviyelerinin yiiksek oldugu gosterilmistir.
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4.3. Hiicre Canlihg1 Analizleri ve Kimyasallarin Sitotoksisitelerinin ve Toksisite

Degerlerinin Belirlenmesi

BEAS2B hiicre hattinda, 5-FU, 8A, 17B maddelerinin hiicre canlilig1 iizerinde etkisi
MTT deneyleri ile belirlenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). 5-FU ve 17B kimyasallar1
caligilan dozlarda etki gostermezken 8A kimyasalimin 100 uM ve 200 pM’lik
konsantrasyonlarinin BEAS2B hiicreleri i¢in toksik oldugu gosterilmistir. MTT deney
verilerinden yola ¢ikilarak, hiicrelerin yarisini 6ldiiren etkin doz IC50 (lethal dose,
IC50) degerleri belirlenmistir (Tablo 4.2). Bunun yan sira, 17B ve 8A kimyasallarinin
etkin dozlarinin ve etkin dozun bir iist konsantrasyondaki dozlarin MTT deneyleri

yapilan hiicrelerde LDH etkinlikleri belirlenmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.10. BESA2B hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canliligi tizerine etkisi.
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Sekil 4.11. BEAS2B hiicrelerinde 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarinin doza bagl olarak
hiicre 6liimii tizerine etkisi.
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BEAS2B hiicre hattinda 17B ve 8A kimyasal maddelerinin toksisiteleri LDH deneyleri
ile gosterilmistir. Sekil 4.12°de  BEAS2B hiicrelerinde bu kimyasallarin LDH
etkinlikleri gosterilmistir. 17B kimyasalinin en yiiksek dozunda 50 mU/mL LDH
etkinligi gortiilmektedir. 8A kimyasali 200 uM konsantrasyonda biitiin hiicrelerde toksik
oldugundan bu kimyasalin 100 uM ev 200 puM dozlarindaki LDH etkinligi
gosterilmistir. 100 pM dozda, 120 mU/mL LDH etkinligine sahip iken, 200 uM dozda
130 mU/mL LDH etkinligi gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 4.12. BEAS2B hiicrelerinde 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH etkinlikleri.

AS549 hiicre hattinda, 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hiicre canlilig1 {izerinde
etkisi MTT deneyleri ile belirlenmistir. Hiicrelerin yaklasik olarak yarisini 6ldiiren etkin
dozlar belirlenmistir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). 5-FU verilen A549 hiicrelerinde etkin
dozun 200 puM oldugu belirlenmistir, diger dozlarin da oldiiriicii etkisinin oldugu
gosterilmistir fakat bu istatistiksel olarak anlamli degildir. A549 hiicrelerine sisplatin
verildiginde etkin doz 100 uM olarak bulunmustur. 25 ve 50 pM dozlar etkin degildir
ve bunun yani sira 200 pM dozunun toksik oldugu gosterilmistir. 17B kimyasal

maddesi verilen AS549 akciger kanseri hiicresinde, etkin doz 100 puM olarak
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belirlenmistir. Ayn1 sekilde 8A maddesi verilen hiicrede etkin doz 100 uM olarak

bulunmustur ve 17B’de oldugu gibi 200 pM dozunun toksik oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.13. A549 hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canliligi iizerine etkisi.
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Sekil 4.14. A549 hiicre hattinda kimyasal maddelerin hiicre canliligina etkisi.
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A549 hiicre hattinda etkin dozlar1 100 uM olarak bulunan 17B ve 8A kimyasallarinin
LDH etkinlikleri belirlenmistir (Sekil 4.15). 17B kimyasalinin etkin dozun bir iist
dozunun (200 pM) etkin doza kiyasla daha fazla LDH etkinligine sahip oldugu
bulunmustur. Buna ek olarak 8 A kimyasali ile maruz birakilan A549 hiicre hattinda
etkin dozun ortalama 15 mU/mL LDH etkinliginde oldugu bulunmustur ve 200 uM
dozun ise etkin doza gore daha yiliksek LDH etkinligine sahip oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.15. A549 hiicre hattinda 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH etkinlikleri.

CRLA4010 hiicre hattinda; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hiicre canlilig1
tizerinde etkisi MTT ve LDH deneyleri ile belirlenmistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
CRL4010 normal meme epiteli hiicre hattinda verilen kimyasalin secilen aralikta etkin
olmadig1 bulunmustur. Fakat diger deney sonuglarinda da oldugu gibi 8A maddesinin

200 uM dozu CRLA4010 hiicreleri i¢in de toksik oldugu gosterilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. CRL4010 hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canlilig: lizerine etkisi.
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Sekil 4.17. CRL4010 hiicre hattinda kimyasal maddelerin hiicre canliligina etkisi.

CRL4010 hiicre hattinda, 17B kimyasalinin 200 pM dozunun 40 mU/mL LDH

etkinligine sahip oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda, 8A kimyasalinin sirasiyla 100
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uM dozunun 12 mU/mL, 200 pM dozunun ise 18 mU/mL LDH etkinligi gosterdigi
bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. CRL4010 hiicrelerinde 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH etkinlikleri.

MCFT7 hiicre hattinda; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hiicre canlilig1 tizerinde
etkisi MTT deneyleri ile belirlenmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). MCF7 hiicre hattina
5-FU kimyasal maddesi verildiginde etkin doz 200 pM olarak bulunmustur, bunu
takiben sirasiyla, Sisplatin, 17B ve 8A kimyasallarina maruz birakildiginda ise etkin
dozlar 200 pM, 200 puM ve 100 pM seklindedir. 8A kimyasalinin 200 pM

konsantrasyonunun MCF7 hiicresi i¢in oldukca toksik oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.19. MCF7 hiicre hattinda kimyasal maddelerin doza bagimli olarak hiicre
canliligina etkisi.
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Sekil 4.20. MCF7 hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

17B ve 8A kimyasallarinin etkin doz ve daha yogun konsantrasyonlarda maruz birakilan
MCF7 hiicrelerinde LDH etkinlikleri belirlenmistir (Sekil 4.21). 17B kimyasal1 ile
maruz birakilan MCF7 hiicrelerinde LDH etkinligi 200 uM dozda 100 uM doza gore

olduk¢a artmistir. Bunun yani sira, 8A kimyasalinin muamelesi sonrasindaki LDH

etkinligi 100 uM ve 200 pM konsantrasyonlarda artis gostermistir, ama bu artis

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.21. MCF7 meme kanseri hiicre hattinda 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH

etkinlikleri.
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SKBR3 hiicre hattinda; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hiicre canlilig1
tizerinde etkisi MTT deneyleri ile belirlenmistir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23). SKBR3
hiicre hattinda 17B kimyasal maddesi secilen aralikta etki gostermezken 8A kimyasali
50 uM konsantrasyonununda etkindir. Bunun yani sira, 5-FU anti-kanser ilac1 200 uM
konsantrasyonunda etki gosterirken diger bir kanser ilaci olan Sisplatin 100 uM dozda
etki gostermistir ve tiim kimyasallarin (17B hari¢) 200 uM dozu SKBR3 hiicresi i¢in

toksik oldugu gdsterilmistir.
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Sekil 4.22. SKBR3 hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canliligi tizerine etkisi.
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Sekil 4.23. SKBR3 hiicre hattinda kimyasal maddelerin hiicre canliligina etkisi.
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SKBR3 hiicre hattinda etkin olan 8A kimyasalinin etkin dozunun ve bir iist dozunun
LDH etkinligi gosterilmistir (Sekil 4.24). 8A kimyasali ile maruz birakilan SKBR3
hiicre hattinda 50 uM etkin dozun ve 100 uM toksik dozun LDH etkinlikleri sirasiyla,
40 mU/mL ve 80 mU/mL’dir.
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Sekil 4.24. SKBR3 meme kanseri hiicre hattinda 8A kimyasalinin LDH etkinligi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda; 5-FU, 8A, 17B maddelerinin hiicre canlilig1 iizerinde
etkisi MTT deneyleri ile belirlenmistir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26). 5-FU maddesi MDA-
MB-231 hiicresi i¢in 200 uM dozda etkin iken, 17B maddesi 100 uM konsantrasyonda
etkili olarak bulunmustur. 8 A kimyasalinin 100 ve 200 uM dozlar1 bu hiicre hatti i¢in
toksik doz olarak belirlenmistir, ancak 50 pM dozunun da etkili olmadig1 goriilmiistiir.
Bundan sonraki ¢alismalara bu nedenle, MDA-MB-231 hiicre hattinda 8A kimyasal

maddesi ile devam edilememistir.

17B kimyasalinin MDA-MB-231 hiicrelerinde LDH etkinlikleri, 50 uM etkin dozda ve
100 uM toksik dozda degerlendirilmistir (Sekil 4.27). 50 uM dozun yaklasik 35 mU/mL
LDH etkinligine sahip oldugu goriiliirken 100 uM dozun ise 62 mU/mL LDH etkinligi

gosterdigi bulunmustur.

87



S5FU 17B 8A

15 15 15
* p<0,05 - ¥ 5<0,001 * p<0,05
** p<0,01 T **** p<0,0001 - ¥ p<0,0001
P — _— i [T T *
E 1.0 E 101 1.0 T
£ [
2 2 £
n wn (=}
- - Fkkk n
D D Fkkk El
O 0.5 O 054 a5
o dekedek
Fokkk
0.0 0.0 0.0 . ; . -
SF DMSO 25uM 50uM 100 uM 200 uM SF DMSO 25uM 50uM 100 uM 200 uM SF DMSO 25uM 50uM 100 uM 200 uM

Sekil 4.25. MDA-MB-231 hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canlili1 {izerine
etkisi.
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Sekil 4.26. MDA-MB-231 hiicre hattinda kimyasal maddelerin hiicre canliligina etkisi.
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Sekil 4.27. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda 17B kimyasalinin LDH
etkinlikleri.
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U20S hiicre hattinda; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hiicre canlilig1 iizerinde
etkisi MTT deneyleri ile belirlenmistir (Sekil 4.28 ve Sekil 4.29). U20S hiicre hattinda,
5-FU kimyasal maddesi 200 uM dozda etki gosterirken diger bir anti-kanser ilac1 olan
Sisplatin 100 uM dozda etki gostermistir. Bunu takiben, 17B ve 8 A kimyasal maddeleri
sirastyla 200 uM ve 50 pM dozlarinda etkin olarak bulunmustur.

5FU Sisplatin

** p<0,01 A 520,000

’ Fkkk
Fekkk
0.5- l ’ —
0.0- 0.0 :

DMSO 25uM 50 uM 100 uM 200 uMm DMSO 25uM 50 uM 100 uM 200 uM

-
o
1
-
=}
1

-
o
1

OD (550 nm)

OD (550 nm)

17B 8A

|’** p<0,001 ' * p<0,05

T ( ** 5<0,0001

Fkk
F*kkk
dkkk
0.0 ; - - nI I

SF  DMSO 25uM 50uM 100 uM 200 uM DMSO 25uM 50 uM 100 um 200 um

-

o
1

ey

=]
1

OD (550 nm)
-
OD (550 nm)

o

w
'}

(=}

o
1

Sekil 4.28. U20S hiicrelerine verilen kimyasallarin hiicre canlilig: {izerine etkisi.
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Sekil 4.29. U208 hiicre hattinda kimyasal maddelerin hiicre canliligina etkisi.
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Tablo 4.2. Hiicrelere verilen kimyasallarin MTT deneyleri sonrasinda hesaplanan ICs
dozlar1 gosterilmistir.

Hiicre BEAS2B  A549 CRL4010 MCF7 SKBR3 MDA- U208
adde MB-231

5-FU 229.3 191,8 4478 223,1 180,82 143,5 1982

Sisplatin X 102,4 202,6 163,4 116,2 X 1283

17B 205,5 99,8 2134 2134 335,6 75,6 203,7

SA 85,7 79,8 102,2 102,28 48,7 68,7 62,3

Tablo 4.3. 17B ve 8A kimyasallar1 ile maruz birakilan hiicrelerdeki LDH etkinlikleri
gosterilmistir.

Hiicre 17B 8A
SF DMSO Etkin Yiiksek SF DMSO Etkin Yiiksek
Doz Doz Doz Doz
BEAS-2B 12,06 31,9375 X 43,96 25,05 45,15 123,67 127,89
A549 0,64 2,64 26,23 52,79 9,38 7,98 13,63 21,87
CRL- 1,18 7,69 X 39,61 1,12 5,24 11,21 16,63
4010
MCF7 5,03 26,27 43,52 111,34 2,33 6,05 23,41 28,87
SKBR3 Etkin Degil 15,85 84,86 19,49 37,33
MDA- 3,97 14,05 40,68 55,05 Etkin Degil
MB-231

4.4. 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin Kimyasal Maddelerinin Hiicre Morfolojisi Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Etkin dozlar belirlenen kimyasal bilesiklerin apoptoz, hiicre dongiisii ve yara iyilegsmesi
deneyleri yapilan A549, MCF7, SKBR3, MDA-MB-231 ve U20S hiicrelerinde
morfoloji iizerine etkilerine bakilmistir. Kimyasal maddelerin kanser hiicrelerinin

morfolojilerini degistirdigi gosterilmistir.

Etkin dozlar1 belirlenen kimyasallarin A549 hiicrelerinde morfoloji iizerine etkileri
gosterilmistir. Etkin dozlarin hiicre morfolojisi {izerinde ciddi bir etkisinin oldugu
gosterilmigstir (Sekil 4.30). SF ve DMSO ile karsilastirildiginda 5-FU, 17B ve 8A
kimyasal maddeleri akciger kanseri hiicre hattinin morfolojisinde degisiklige sebep

olmustur.
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Sk DMSO 5FU 17B

Sekil 4.30. A549 hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin morfoloji
tizerine etkisi.

MCF7 hiicrelerinde etkin dozlar1 belirlenen kimyasallarin morfoloji lizerine etkileri
Sekil 4.31°de gosterilmistir. Anti-kanser ilaci olan 5-FU kimyasalinin ve potansiyel

anti-kanser ilaci olma ihtimali olan 17B ve 8A maddelerinin MCF7 hiicrelerinin
morfolojileri lizerinde etkili oldugu goriilmektedir.
DMSO SFU

8A 178

Sekil 4.31. MCF7 hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin hiicre
morfolojisine etkisi.

MTT deneyleri ile etkin dozlar1 belirlenen kimyasallarin MDA-MB-231 hiicre hattinda
morfoloji lizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.32). SF ve DMSO verilen hiicrelere
kiyasla 5-FU ve 17B verilen hiicrelerin morfolojileri arasinda farkliliklar oldugu

gosterilmistir.

RE DMSO SFU 178

Sekil 4.32. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5-FU ve 17B kimyasallarinin hiicre
morfolojisi iizerine etkisi.
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SKBR3 hiicre hattinda, 200 pM 5-FU etkin dozu ile 50 uM 8A maddesinin etkin
dozlarmin hiicre morfoloji tizerine etkileri gosterilmistir. SF ve DMSO 6rneklerinde
hiicreler normal morfolojiye sahip iken kimyasal verilen hiicrelerde ciddi degisimler

goriilmiistiir (Sekil 4.33).

SF DMSO 5FU
Sekil 4.33. SKBR3 hiicre hattinda 5-FU ve 8A kimyasal maddelerinin hiicre
morfolojileri tizerine etkisi.

Etkin dozlar belirlenen 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarin U20S hiicre hattinda morfoloji
tizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.34). SF ve DMSO o6rnekleri normal morfolojilere

sahip iken 5-FU, 8A ve 17B verilen hiicrelerin morfolojilerinde degisimler goriilmiistiir.
DMSO SFU 8A 17B

SF

Sekil 4.34. U20S osteosarkom hiicre hattinda 5-FU, 8A ve 17B kimyasal maddelerinin
hiicre morfolojileri tizerine etkileri.

4.5. 5-FU, 17B ve 8A Kimyasal Maddelerinin Apoptoz Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

A549 hiicre hattinda, kimyasallarin etkin dozlarinin apoptoz iizerine etkisi Anneksin V

ve PI boyamasi ile belirlenmistir. SF ve DMSO ya gore karsilagtirildiginda, 5-FU ve
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17B kimyasallarin etkin dozlarinin ge¢ apoptotik hiicre oranim arttirdigi bulunmustur.

Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. A549 hiicre hattinda, muamele edilmemis, DMSO ve kimyasala maruz
birakilmis durumlarda apoptoz seviyeleri. Kimyasala maruz birakilan hiicrelerde,
apoptoz siirecinde rol oynayan BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin maruziyet
siiresine gore ifade seviyeleri kiyaslanmustir.

Bunun yani sira, birgok kanser tiirlinde asir1 ifadelenmis olarak bildirilen BCLX}
geninin 5-FU verilen A549 hiicre hattinda maruziyet siiresine bagli olarak anlamli bir

degisiklik gosterilmemistir. Ancak, 17B ve 8A kimyasallar1 verilen hiicrelerde DMSO
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ve SF’e kiyasla anlamli degisim oldugu gosterilmistir. Kimyasal ile maruziyet siiresine
gore BCLX geninin ifade seviyesi diislik olarak bulunmustur. Pro-apoptotik bir gen
olan BAX geninin de kimyasal verilen hiicrelerde 24 ve 48 saatlik muameleler
sonrasinda ifade seviyesinde degisimler oldugu bulunmustur. Kimyasal ile 24h
muamele siiresine gore 48h’lik maruziyet sonrasinda BAX geninin ifade seviyesinin
arttigi gosterilmistir. Dahas1 8A kimyasali verilen A549 hiicre hattinda CASP3 ve
CASP9’un kimyasal ile muamele siiresine gore ciddi sekilde arttig1 gosterilmistir (Sekil

4.35 alt kisim).

MCF7 hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin etkin dozlarinin apoptoz
tizerine etkisine bakilmistir (Sekil 4.36). 5-FU verilen MCF7 hiicresinde DMSO ve SF’e
kiyasla bir fark goriilememistir. Fakat 17B kimyasali verilen hiicrelerde ge¢ apoptotik
hiicre popiilasyonunda DMSO ve SF’e kiyasla anlamli derecede artig gdstermistir ve
erken apoptotik hiicre popiilasyonunda da artis oldugu gosterilmistir (%70). Bunun yani1
sira, 8A kimyasal maddesinin etkin dozunun verildigi MCF7 hiicrelerinde ge¢ apoptotik
hiicre popiilasyonu SF ve DMSO verilen hiicrelerdekine kiyasla ciddi sekilde artmistir
(%40).

Apoptoz siirecinde Onemli genlerin ifade seviyeleri kimyasal maruziyet siiresine ve
kimyasal c¢esidine gore ifade seviyeleri Sekil 4.36’da gosterilmistir. 8 A kimyasali
verilen hiicre hattinda BCLX; geninin ifade seviyesi 24 saate kiyasla 48 saatlik
muamele sonrasinda anlamli bir sekilde azalmaktadir (yaklasik 12 kat). Bunun yani sira,
17B kimyasali ile maruz birakilan MCF7 hiicrelerinde BCLX; geninin ifade seviyesi
maruziyet siiresine gore anlamli bir sekilde azalmistir. Diger taraftan, BAX geninin de
5-FU ve 8A verilen hiicrelerde maruziyet zamanina bagli olarak degisim gosterdigi
bulunmustur. 17B ve 8A kimyasal bilesikleri ile maruz birakilan MCF7 hiicrelerinde
maruziyet siiresine kiyasla BAX geninin ifade seviyesinde artis oldugu gosterilmistir ve
bu degisimler istatistiksel olarak anlamlidir. Ayn1 zamanda 8A ile muamele edilen
hiicrelerde CASP3’iin ifade seviyesi maruziyet zamanima kiyasla anlaml bir sekilde
artis gostermektedir. MCF7 hiicrelerine etkin dozlar1 verilen 17B ve 5-FU
kimyasallarinin CASP3 ve CASP9 genleri lizerinde de muamele edilmemis hiicrelere

kiyasla degisim oldugu gdsterilmistir.
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Sekil 4.36. MCF7 hiicre hattinda etkin dozlar1 verilen kimyasallarin apoptoz iizerine
etkisi. Maruz birakilan MCF7 hiicrelerinde zamana kiyasla BCLX;, BAX, CASP3 ve
CASP9 genlerinin ifade seviyeleri karsilastirilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattindaki 5-FU ve 17B kimyasallarinin sirastyla 200 uM ve 100
uM’lik etkin dozlarinin apopotoz iizerine etkisi gosterilmistir (Sekil 4.37). 5-FU ve 17B
verilen hiicrelerde ge¢ apoptotik hiicre grubunda artis oldugu goriilmiistiir, ancak bu

fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Bunun yami sira, 5-FU ve 17B verilen
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hiicrelerde nekrotik hiicre grubunda da bir degisim vardir ancak, bu degisim de
istatistiksel olarak anlamli degildir. BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin MDA-
MB-231 meme kanseri hiicrelerinde ifade degisimleri gosterilmistir. Kimyasal ile maruz
birakilan ve muamele edilmeyen hiicrelerde, BCLX| genin ifade seviyesinde anlamli bir
fark goriilmemistir. Ancak, BAX geninin ifade seviyesi, 5-FU verilen hiicrelerde 24.
saatte 4 kat, 48. saatte ise 7 kat artis gostermistir. Ote yandan, kimyasala maruz
birakilan MDA-MB-231 hiicre hattinda CASP3 ve CASP9’un ifadesinde degisimler
gorilmistiir, lakin bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.37 alt

kisim).
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Sekil 4.37. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5-FU ve 17B kimyasal maddelerinin apoptoz
izerine etkisi. Apoptoz siirecinde 6nemli rolleri olan BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9
genlerinin kimyasal maruziyetine ve maruziyet siiresine gore ifade degisimleri
gosterilmistir.
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SKBR3 meme kanseri hiicre hattinda, etkin dozlar1 verilen 5-FU ve 8A kimyasallarmin
apoptoz lizerine etkisi gosterilmistir. SKBR3 hiicre hattina verilen 5-FU ve 8A
kimyasalinin apoptoz iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi gosterilmistir (Sekil
4.38). 5-FU ve 8A verilen kimyasallarin apoptoz siirecinde 6nemli islevleri olan
BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyesinde degisimler oldugu
gosterilmistir. BCLX geni 5-FU verilen SKBR3 hiicre hattinda 48. saatte, DMSO ve
SF’e kiyasla azaldig1 bulunmustur. Bunun yani sira, BAX geninin ifade seviyesindeki
degisimler maruziyet zamanina gore artis gostermistir. Kimyasalin maruziyet stiresi ile
BAX geninin ifade degisimi arasinda dogru bir iliski oldugu bulunmustur. Ayrica,
CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyeleri maruziyet zamanina gore degisim
gostermektedir. Kimyasala maruziyet arttikga CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade

seviyeleri de artig gostermektedir.
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Sekil 4.38. SKBR3 hiicre hattinda 5-FU ve 8A kimyasal maddelerinin apoptoz {izerine
etkisi. Apoptoz siirecinde Onemli rolleri olan BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9
genlerinin kimyasal maruziyetine ve maruziyet siliresine gore ifade degisimleri
gosterilmistir.
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U20S osteosarkom hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarinin apoptoz iizerine
etkisi gosterilmistir (Sekil 4.39). 5-FU anti-kanser ilacinin 200 uM etkin dozu verilen
U20S hiicrelerinde SF ve DMSO’ya kiyasla apoptotik hiicre popiilasyonunda herhangi
anlamli bir degisim s6z konusu degildir. Fakat 17B ve 8A kimyasallar1 verilen
hiicrelerde, 6zellikle ge¢ apoptotik hiicre grubunda SF ve DMSO’ya gore anlamli
degisimler oldugu bulunmustur. Bu degisimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01).
17B ile muamele edilen U20S hiicre hattinda ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonu SF ve
DMSO grubuna kars1 % 38 oraninda artig géstermistir. Bunun yani sira, 8 A ile muamele
edilen U20S hiicre hattinda ise SF ve DMSO grubuna kiyasla % 50 oraninda daha fazla
gec apoptotik hiicre grubu oldugu bulunmustur. Benzer olarak erken apoptotik hiicre

grubunda da degisim goriilmektedir, ama bu degisim anlamli degildir.

Apoptoz siirecinde etkili oldugu bilinen BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin
kimyasal ile maruz birakildiktan sonra U20S hiicre hattinda ifade seviyesinde
degisimler oldugu gosterilmistir. 5-FU ile muamele edilen hiicrelerde BCLX; geninin
ifade seviyesi maruziyet siiresine kiyasla azalirken, BAX geninin ifade seviyesinin
arttigr gosterilmistir. Ayrica, CASP3 ve CASP9’un 5-FU ile maruziyet siiresine gore
U20S hiicrelerinde arttigi gdsterilmistir. Bunun yani sira, 17B verilen hiicrelerde
BCLX}, geninde 48. saatte, 24. saat maruz birakilmis ve maruz birakilmamis duruma
gore yaklasik iki kat azaldigi bulunmustur. Bunun yani sira, 8A ile maruz birakilan
hiicrelerde ise BCLX; geninin ifade seviyesi maruziyet siiresine gore azalmistir ve
neredeyse yartya diigmiistiir. Ayrica, 5-FU, 17B ve 8A ile maruz birakilan U20S
hiicrelerindeki BAX geninin ifade seviyesi maruziyet siiresi ile anlamli derecede artig
gosterdigi bulunmustur. 17B ile 48 saat maruz birakilan hiicrelerdeki BAX geninin
ifade seviyesi, 24 saat maruziyet sonrasina gore yaklasik 3 kat arttif1 gosterilmistir.
Benzer olarak, 8A ile maruz birakilan hiicrelerde ise 24 saat maruziyet siiresine kiyasla
48 saat maruz birakilan hiicrelerde BAX geninin ifade seviyesinin yaklasik iki katina
ciktigr gosterilmistir. Apoptotik hiicre popiilasyonu fazla olarak bulunan, 17B kimyasali
ile maruz birakilan hiicrelerde CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyelerin énemli
derecede artis gosterdigi bulunmustur.. Bununla beraber, 8A kimyasali ile maruz
birakilan U20S hiicre hattinda maruziyet siiresine kiyasla CASP3 ve CASP9’un ifade

seviyesinde artis oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.39. U20S hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin apoptoz
lizerine etkisi. Apoptoz siirecinde dnemli rolleri olan BCLX;, BAX, CASP3 ve CASP9
genlerinin kimyasal maruziyetine ve maruziyet siiresine gore ifade degisimleri
gosterilmistir.

A549, MCF7, U20S, MDA-MB-231 ve SKBR3 hiicrelerinde etkin dozlar1 verilen
kimyasallarin apoptoz etkileri 6zet seklinde Tablo 4.4.°te gosterilmistir. U20S ve
MCF7 hiicrelerinde 17B ve 8A kimyasallarinin apoptoz iizerine etkili oldugu

bulunmustur. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ifade seviyeleri kimyasal
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maruziyet siiresine gore degisim gostermektedir. Genel olarak, anti-apoptotik BCLX|,
geninin ifade seviyesi 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddesi ile maruziyet siliresine gore
diisiis gostermektedir. Bunun aksine, pro-apoptotik BAX geninin ifade seviyesi
kimyasal ile maruziyet sliresine gore artis gosterdigi bulunmustur. Diger yandan, kaspaz
genlerinin (CASP3, CASP9) ifade seviyelerinin de calisilan hiicrelerde kimyasal ile

maruziyet siiresine gore artmakta oldugu bulunmustur.

Tablo 4.4. A549, MCF7, U20S, MDA-MB-231 ve SKBR3 hiicrelerinde etkin dozlarin
apoptoz lizerine etkisi gosterilmistir.

Apoptotik Siire¢ Njyamele Edilen Kimyasallara Gore Apoptoz Siiregleri

U208 SF_DMSO 5FU SF _DMSO 17B__SF__ DMSO 8A
Canli 99,44 93,76 90,96 99,44 99,71 56,43 99,44 93,76 38,14
Erken Apoptoz 0,09 0,01 0 0,09 0,08 2,13 0,09 0,01 2,61
Geg Apoptoz 0 0,01 0,01 0 0,12 383 0 0,01 50,7
Nekroz 0,47 6,22 9,03 047 0,08 3,14 047 6,22 8,55
MCF7 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A
Canli 90,39 92,87 98,69 90,39 93,32 20,64 90,39 92,87 54,15
Erken Apoptoz 0 0,04 0 0 0 1,96 0 0,04 1,01
Geg Apoptoz 0,02 0,05 0,03 0,02 0,06 76,86 0,02 0,05 40,82
Nekroz 9,59 7,04 1,28 9,59 6,62 0,54 9,59 7,04 4,02
SKBR3 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A
Canli 80,93 944 93,5 80,93 944 97,02
Erken Apoptoz 0,22 0,05 0 Etkin Degil 0,22 0,05 0,05
Geg Apoptoz 0,66 0,03 0,07 0,66 0,03 0,34
Nekroz 18,19 5,52 6,43 18,19 5,52 2,59
MDA-MB-231 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A
Canlt 92,69 93,53 93,31 92,69 89,66 93,08

Erken Apoptoz 1,36 0,98 0,38 1,36 4,21 0,66 Etkin Degil

Geg Apoptoz 4,77 4,27 5,15 4,77 5,47 5,13

Nekroz 1,17 1,22 1,15 1,17 0,66 1,14

A549 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B  SF DMSO 8A
Canlt 92,58 89,94 85,28 92,58 93,12 &9

Erken Apoptoz 0,2 0,7 1,07 0,2 0,27 0,47 Caligilamad

Geg Apoptoz 554 9,19 11,33 5,54 6,19 9,8

Nekroz 1,67 0,17 2,32 1,67 042 0,72
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4.6. 5-FU, 17B ve 8A Kimyasal Maddelerinin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

A549 akciger kanseri hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarinin hiicre dongiisii

tizerine etkisi PI boyamasi yapilarak Flow Sitometri deneyleri ile gosterilmistir. Hiicre

dongiisii deneylerinde DNA miktar1 baz alinarak hiicrenin G0/G1, S ve G2/M fazlarina

gore li¢ farkli popiilasyondaki hiicre yogunlugu ol¢iilmektedir.
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Sekil 4.40. A549 hiicre hattinda 5-FU, 17 ve 8A kimyasallarinin hiicre dongiisii lizerine
etkisi. Hiicre dongiisiinde onemli islevleri olan CDKN1B, CDK2 ve TP53 genlerinin bu
kimyasala maruziyet zamanina gore ifade degisimleri gosterilmistir.
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5-FU verilen A549 hiicre hattinda, etkin doz SF ve DMSO oranma kiyasla G2/M
fazindaki hiicre miktar1 azalirken GO/G1 fazindaki hiicre popiilasyonunda artis
gorilmistiir. Buna karsit olarak, 17B ve 8A verilen A549 hiicre hattinda, S ve G2/M

fazinda degisiklik goriilmiistiir. Ancak bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir

(Sekil 4.40).

Hiicre dongiisii baskilayici proteinini kodlayan CDKN1B geninin kimyasal maruziyet
stiresine gore ifade degisimi gosterilmistir. 5-FU ve 8A kimyasallar1 verilen hiicrelerde
zamanla CDKNI1B geninin ifade seviyesi azalirken 17B verilen hiicrelerde kontrole
kiyasla CDKNI1B geninin ifadesinde artis goriilmektedir. Benzer olarak CDK2 geninin
ifade seviyesinde 24. saate kiyasla 48. saatte ifade seviyesinde anlamli bir artig
gOriilmistiir. Bunun yani sira, TP53 geninin ifade seviyesi kimyasal verilen hiicrelerde
maruziyet siiresine gore anlamli degisim gostermedigi bulunmustur (Sekil 4.40 alt

kisim).

MCF7 hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddeleri verilerek hiicre dongiisii
degerlendirilmistir. 5-FU verilen hiicrelerde SF ve DMSQO’ya kiyasla, hiicreler GO/G1
fazinda artarken G2/M fazinda azalmistir. 17B verilen MCF7 hiicrelerinde ise, S ve
G2/M fazlarinda hiicre popiilasyonunda azalma ve G0/G1 fazinda ise artig gorilmistiir.
Buna karsin 8A kimyasali verilen hiicrelerde, G2/M fazindaki hiicre miktar
degismezken, S fazindaki hiicre miktarinin arttigir bulunmustur (Sekil 4.41). CDKN1B
geninin, 5-FU verilen MCF7 hiicrelerinde maruziyet zamanina gore ifade seviyesinin
diistiigli bulunmustur. Ayrica, 5-FU ile maruz birakilan hiicrelerde maruziyet siiresine
kiyasla CDK2 geninin ifade seviyesinin azaldigi bulunmustur. 17B ve 8A verilen
hiicrelerde CDKNIB geninin ifade seviyesinde zamana bagli olarak artig gosterdigi
bulunmustur. Bunun yani sira, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarina maruz birakilan MCF7
hiicrelerinde CDK2 geninin ifade seviyesi maruziyet zamanina gore artis
gostermektedir. Kimyasala maruziyet zaman1 ve CDK2 geninin ifade seviyesi arasinda
dogru bir ilgilesim oldugu bulunmustur. Ote yandan, kimyasala maruz birakilan MCF7
hiicrelerinde TP53 geninin ifade seviyesi de degisiklik gostermektedir. Maruziyet siiresi
arttikga, TP53 geninin ifade seviyesi de artis gdstermektedir (Sekil 4.41). Ozellikle 8A
ile maruz birakilan MCF7 hiicrelerinde maruziyet siiresine kiyasla TP53 geninin ifade

seviyesinin yaklasik 20 kat arttig1 bulunmustur.
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Sekil 4.41. MCF7 hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallar1 ile maruziyet
sonrasinda hiicre dongiisii tlizerine etkileri. Hiicre dongiisiinde onemli islevleri olan
CDKNI1B, CDK2 ve TP53 genlerinin bu kimyasala maruziyet zamanina gore ifade
degisimleri gosterilmistir.
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Meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hattinda, 5-FU ve 17B kimyasal maddelerinin
hiicrelere verilerek hiicre dongiisii lizerine etkilerine bakilmistir (Sekil 4.42). Bu verilere
gore, 5-FU verilen MDA-MB-231 hiicre hattinda GO/G1 fazindaki hiicre miktar1 SF ve
DMSO’ya kiyasla artis gostermektedir. 17B kimyasali verilen MDA-MB-231 hiicre

hattinda ise SF ve DMSQ’ya kiyasla anlaml1 bir degisim bulunamamuistir.
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Sekil 4.42. MDA-MB-231 hiicre hattinda, 5-FU ve 17B kimyasallarinin hiicre dongiisi
tizerine etkisi. Hiicre dongiistinde 6nemli islevleri olan CDKN1B, CDK2 ve TP53
genlerinin bu kimyasala maruziyet zamanina gore ifade degisimleri gosterilmistir.

5-FU verilen MDA-MB-231 hiicre hattinda, CDKN1B geninin ifade seviyesi maruziyet

zamanina bagl olarak diislis gostermistir. Ancak bu degisim istatistiksel olarak anlamli
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degildir. Benzer olarak, CDK2 geninin ifade seviyesi de kimyasal ile maruziyet siiresine
gore diislis gostermektedir. Bunun yani sira, 17B ile maruz birakilan MDA-MB-231
hiicrelerinde CDKNI1B geninin ifade seviyesi maruziyet siliresine kiyasla artig
gostermektedir. Benzer olarak, 17B ile maruz birakilan hiicrelerde CDK2 geninin ifade
seviyesi de maruziyet siiresine gore artmaktadir. 5-FU ve 17B verilen hiicrede ise TP53

geninin ifade seviyesi maruziyet zamanina bagli olarak artis gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 4.43. SKBR3 hiicre hattinda 5-FU ve 8A kimyasallarinin hiicre dongiisii lizerine
etkisi. Hiicre dongiisiinde 6nemli islevleri olan CDKN1B, CDK2 ve TP53 genlerinin bu
kimyasala maruziyet zamanina gore ifade degisimleri gosterilmistir.

SKBR3 hiicre hattinda, 5-FU ve 8A kimyasallarinin hiicre dongiisli lizerine etkisi

gosterilmistir (Sekil 4.43). 5-FU verilen SKBR3 hiicresinde G0/G1 fazindaki hiicre
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miktart SF ve DMSO verilen hiicredekine kiyasla artis gostermektedir. Ancak, 8A
kimyasali ile muamele sonrasinda S fazindaki hiicre miktarinin, SF ve DMSOQO’ya
kiyasla fazla oldugu bulunmustur. 5-FU ve 8 A maddesi ile muamele edilen SKBR3
hiicresindeki CDKNIB ifadesinde maruziyet zamanina gore ciddi bir degisim
goriilememistir. Bunun aksine, 5-FU ile maruz birakilan hiicrelerde CDKN1B geninin
ifade seviyesi maruziyet siiresine kiyasla azalirken, 8A ile maruz birakilan SKBR3
hiicrelerinde bu genin ifade seviyesi maruziyet siiresine gore artis gostermektedir.
Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. CDK2 geninin ifade seviyesi
kimyasal maruziyet siiresine gore artig gostermistir. 5-FU ile maruz birakilan hiicrelerde
maruziyet siiresine gore CDK2 geninin ifade seviyesindeki artig istatistiksel olarak
anlamli degildir. Bununla beraber, 8A ile maruz birakilan hiicrelerde maruziyet siiresine
kiyasla CDK2 geninin ifade seviyesi anlamli bir sekilde artmigtir. Bunun yani sira,
kimyasal maruziyet zamanina gore TP53 geninin ifade seviyesinde artis oldugu
bulunmustur. Ozellikle 5-FU ile muamele edilen hiicrelerde maruziyet siiresine gore

TP53 geninin ifade seviyesi anlamli derecede artmistir (Sekil 4.43 alt kisim).

U20S osteosarkom hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarinin hiicre dongiisii
tizerine etkisi gosterilmistir (Sekil 4.44). U20S hiicrelerine 5-FU kimyasal maddesi
verildiginde, SF ve DMSO’ya kiyasla GO/Gl1 fazinda hiicrelerin yogunlastig
goriilmektedir. Dolayisiyla S ve G2/M fazindaki hiicre yogunlugu da 5-FU maruz
birakilan hiicrede diisiis gostermektedir. Bunu takiben 17B ve 8A verilen hiicrelerde SF
ve DMSO’ya karsin GO/G1 fazindaki hiicre popiilasyonu artarken S ve G2/M fazindaki

hiicre popiilasyonunda azalma oldugu bulunmustur.

5-FU, 17B ve 8A kimyasallar1 ile maruz birakilan U20S hiicre hattinda, maruziyet
siiresine gore CDKN1B geninin ifade seviyesinde azalma oldugu gosterilmistir. Ancak
bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. Buna karsin CDK2 genin kimyasal
maruziyet sliresine gore ifade seviyesinde artis oldugu bulunmustur. Ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildir. TP53 geninin ifade seviyesinin 17B kimyasali ile
maruziyet sonrasinda arttig1, 5-FU ve 8A kimyasallar1 ile maruziyet sonrasinda anlamli

bir degisimin olmadig1 bulunmustur.
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Sekil 4.44. U20S hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin hiicre
dongiisii lizerine etkileri. Hiicre dongiisiinde 6nemli islevleri olan CDKNI1B, CDK2 ve
TP53 genlerinin bu kimyasala maruziyet zamanina gore ifade degisimleri gosterilmistir.

Ozet olarak, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin A549, MCF7, MDA-MB-231,
SKBR3 ve U20S hiicre hatlarinda hiicre dongiisii tizerine etkileri degerlendirilmistir

(Tablo 4.5). Buna gore; 5-FU kimyasal maddelerin biitiin hiicrelerde G0/G1 fazinda
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hiicre yogunlugunu arttig1 bulunmustur. Ancak, 17B ve 8A kimyasali verilen hiicrelerde

hiicre dongiisii farkl hiicre gruplarinda farkli sekilde etkilenmistir.

Tablo 4.5 A549, MCF7, U20S, MDA-MB-231 ve SKBR3 hiicrelerinde etkin dozlarin
hiicre dongiisii lizerine etkisi gosterilmistir.

Evre Muamele Edilen Kimyasallara Gore Hiicre Dongiisii Evreleri

U20S sr DMSO 5FU SF  DMSO 17B SF  DMSO 8A
GO/G1 86,07 6449 7643 86,07 6449 8099 86,07 6449 72,96
S 748 1517 54 748 1517 9,06 748 1517 1424
G2M 645 2034 1817 645 2034 995 645 2034 128
A549 SF DMSO 5FU SF  DMSO 17B SF  DMSO 8A
GO/G1 78,04 7041 79,09 78,04 7041 6648 78,04 7041 70,56
S 10,75 14,67 1401 10,75 14,67 16,76 10,75 14,67 15
GYM 1121 1492 69 1121 1492 1676 1121 1492 1444
MCF7 SF  DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF  DMSO 8A
GO/G1 5948 61,94 7762 5948 61,94 73,79 5948 6194 59,61
S 2501 19,71 17,75 2501 1971 12,6 2501 19,71 22,34
G2M 1551 1835 463 1551 1835 13,61 1551 1835 18,05
SKBR3 SF DMSO 5FU SF  DMSO 17B SF  DMSO S8A

G0/G1 6147 6024 69,28 61,47 6024 53,39
S 20,93 21,89 21,46 Etkin Degil 20,93 21,89 32,34
G2/M 17,6 17,87 9,26 17,6 17,87 14,27

MDA-MB SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF  DMSO S8A
GO/G1 56,54 5696 77,69 56,54 56,96 5527

S 21,14 1349 1232 21,14 13,49 18,68 Etkin Degil

G2/M 2232 29555 999 2232 2955 26,05

4.7. 5-FU, 17B ve 8A Kimyasal Maddelerinin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

BEAS-2B hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin hiicreleri
etkilemeyen konsantrasyonda yara iyilesmesi tizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.45).
BEAS2B hiicreleri, hiicrelerin kaldirildigi bolgede SF ve DMSO gruplarinda ikinci
giinde tekrar birlesmistir. Ancak 5-FU verilen BEAS2B hiicrelerinde ¢izilen bolge 7-8
giinde kapanmistir. Buna ek olarak 17B ve 8A verilen hiicrelerde cizilen bosluk 4

giinden sonra kapanmustir.
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Sekil 4.45. BEAS2B hiicrelerine 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarin etkin olmayan
dozlarinin yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir.

A549 hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin hiicreleri

etkilemeyen konsantrasyonda (25 pM konsantrasyon, hiicre canliligi testinde DMSQO’ya

en yakin konsantrasyon) yara iyilesmesi iizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.46).

Buna gore, SF ve DMSO verilen A549 hiicre hattinda, 3 giinde bosluk tamamen

dolarken, 5-FU verildiginde 7. giinde, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasallar1 verildiginde 4.

giinde boslugun kapandigi gozlemlenmistir. 17B ve 8A kimyasallarinin bilinen anti-

kanser ilaclar1 5-FU ve Sisplatin gibi A549 hiicrelerinin go¢ etme kapasitelerini benzer

sekilde etkiledigi gosterilmistir.
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Sekil 4.46. A549 hiicrelerine 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasallarin etkin olmayan

dozlarinin yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir.

CRLA4010 hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin 25 pM

konsantrasyonunun yara iyilesmesi {izerine etkisine bakilmistir (Sekil 4.47). SF ve

DMSO verilen CRL4010 normal meme epitel hiicresinde ¢izilen alan 48. saatte

tamamen dolarken, 5-FU ile maruz birakildiginda 72. saatte boslugun tamamen doldugu

goriilmistiir. Bununla beraber Sisplatin, 17B ve 8A kimyasallar1 ile maruz birakilan

CRLA4010 hiicrelerinde, ¢izilen kismin 4. giinde birlestigi goriilmiistiir. 17B ve 8A

kimyasallariin Sisplatin anti-kanser ilac1 gibi yara iyilesmesi iizerine etkilerinin benzer

oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.47. CRL4010 normal meme epitel hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin
kimyasallarin etkin olmayan dozlarinin yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir.
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MCFT7 hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin 25 pM etkin
olmayan dozda yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir (Sekil 4.48). MCF7
hiicrelerinde acilan bosluk SF ve DMSO’da 2. giinde kapanmistir. MCF7 hiicre
hattinda, hiicreler 25 uM 5-FU ile maruz birakildiginda agilan boslugun 4 giin sonra
kapandig1 goriilmiistiir. Hiicreler, 25 pM konsantrasyonda 8A, 17B ve Sisplatin ile
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maruz brrakildiginda swrasiyla 7, 9, 7 giin sonra boslugun tamamen doldugu
gozlemlenmistir. MCF7 hiicrelerinde 17B ve 8A kimyasallarinin bilinen diger anti-
kanser ilaglar1 gibi SF ve DMSO’ya kiyasla hiicrelerin go¢ etme kapasitelerini

yavaglattigi gosterilmistir.
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Sekil 4.48. MCF7 meme kanseri hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin
kimyasallarin etkin olmayan dozlarinin yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir.

SKBR3 hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin 25 pM etkin
olmayan dozda yara iyilesmesi lizerine etkisi belirlenmistir (Sekil 4.49). Meme kanseri
olan SKBR3 hiicreleri normal kosullarda ikinci giinde c¢izilen bolgeyi tamamen

doldurmaktadir. Ancak kimyasal verildiginde bu siire artmistir. 5-FU, 8A ve Sisplatin
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verilen SKBR3 hiicreleri ii¢ilincii giinde boslugu doldurmuslardir. SKBR3 hiicrelerinde
8A kimyasalinin diger anti-kanser ilaglar1 gibi hiicrelerin gé¢ etme kapasiteleri iizerine

benzer etki gdsterdigi bulunmustur.
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Sekil 4.49. SKBR3 meme kanseri hiicre hattinda 5-FU, 8A ve Sisplatin kimyasallarin
etkin olmayan dozlarinin yara iyilesmesi lizerine etkisi belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda 5-FU ve 17B kimyasal maddelerinin hiicreleri
etkilemeyen dozda yara iyilesmesi lizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.50). MDA-
MB-231 hiicreleri normal sartlarda, hiicrelerin kaldirildig1 ¢izilen kismin 2-3 giinde
kapandig1 goriilmiistiir. Hiicreler 25 puM 5-FU ve 17B kimyasallar1 ile muamele
edildiginde 4 giinde acilan kismin tekrar doldugu goriilmiistiir. 17B kimyasalinin bu

hiicrede 5-FU gibi hiicrelerin yara iyilesmesini yavaslattigi gosterilmistir.
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Sekil 4.50. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda 5-FU ve 17B kimyasallarin
etkin olmayan dozlarinin yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir.
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U20S hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin hiicreleri
etkilemeyen konsantrasyonda yara iyilesmesi iizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.51).
U20S hiicreleri normal kosullarda ikinci giinde ¢izilen bosluk kapanirken, kimyasal ile
maruz birakildiginda ayni boslugun kapanma siiresi artmistir. Hiicreler 25 uM 5-FU,
17B ve 8A kimyasal maddeleri ile maruz birakildiginda ayni bosluk 3 giinde kapanirken
25 uM Sisplatin ile maruz birakildiginda 4 giinde kapandig1 goriilmiistiir. Anti-kanser
etkinligi heniiz bilinmeyen 17B ve 8A kimyasallarinin U20S hiicre hattinda 5-FU ve

Sisplatin gibi hiicrelerin gé¢ etme kapasitelerini yavaglattigi bulunmustur.
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Sekil 4.51. U20S osteosarkom hiicre hattinda 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasallarin
etkin olmayan dozlarinin yara iyilesmesi iizerine etkisi belirlenmistir.

4.8. 5-FU, 17b ve 8A Kimyasal Maddelerinin NAT’larin ifade Seviyeleri Uzerine

Etkisinin Degerlendirilmesi

A549 hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8 A kimyasallarimin etkin dozlar1 hiicrelere verilerek
tekrar RNA izolasyonu yapilmistir ve NAT larin ifade seviyeleri gosterilmistir (Sekil
4.52). Ilging bir sekilde 8A verilen A549 hiicre hattinda 48 saat maruziyette VIM-ASI,
CDKN2B-AS1 ve LOC105372161’in ifade seviyelerinde anlamli bir sekilde artis

oldugu bulunmustur.

115



Sense Antisense p—
mn 178
B3 8A
vim VIM-AS1
3~
[
g g, 24
e c
£ c
o e
T o
S ke
] 3 1
e
0
= 4 24h 48h
CRENZE CDKN2B-AS1
) 20-
154
2 (]
- [=)]
5 5
ﬁ .5 104
= T
2 e
54
S0la8s o BRI e
24h 48h 24h 48h
BCL2 LOC105372161
2.0~ 20-
1.5

fold change
5
L

fold change

e
o
L

0.0 L =2

24h 48h

Sekil 4.52. A549 hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddeleri maruziyetinden
sonra maruziyet siliresine gore, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-ASI,
CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT larinin ifade seviyeleri gosterilmistir.

5-FU ile maruz birakilan A549 hiicre hattinda VIM ifade seviyesinde maruziyet

siiresine gore bir degisim goriilmezken, VIM-ASI IncRNA molekiiliiniin ifadesinde
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artis oldugu bulunmustur. A549 hiicresi 17B ile maruz birakildiginda, VIM ve VIM-
ASI genlerinin maruziyet siiresine gore ifade seviyelerinin diistiigli bulunmustur. 8A ile
muamele edildiginde ise; VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin maruziyet
stiresiyle birlikte arttigi bulunmustur. Bu bilgiler 1518inda, VIM ve VIM-AS1 genleri

arasinda pozitif bir ilgilesim oldugu s6ylenebilir.

A549 hiicreleri 5-FU ile muamele edildiginde, CDKN2B geninin ifade seviyesinde
maruziyet siiresine gore azalma oldugu bulunmustur, ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildir. Aym1 zamanda, CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinde maruziyet
zamanina gore degisim oldugu goriilmektedir. Bunun aksine, 17B ile maruz birakilan
A549 akciger kanseri hiicrelerinde CDKN2B geninin ifade seviyesi maruziyet siiresi
arttikca azalmaktadir. Ayni sekilde 17B ile muamele edilen A549 hiicre hattinda
CDKN2B-ASI1 geninin ifade seviyesinde de maruziyet siiresine gore degisim oldugu
bulunmustur. 17B kimyasali ile muamele siiresi ile CDKN2B ve CDKN2B-ASI1
genlerinin ifade seviyeleri arasinda pozitif yonlii bir ilgilesim oldugu bulunmustur.
A549 hiicreleri 8A kimyasal maddesine maruz birakildiginda, CDKN2B ve CDKN2B-
AS1 genlerinin ifade seviyelerinde zamana bagli olarak degisim goriilmistiir. 8A
muamele siiresi arttik¢a ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin
arttig1 gosterilmistir. 8A kimyasalinin muamele siiresi ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1
genlerinin ifade seviyeleri arasinda pozitif yonlii bir ilgilesim oldugu gosterilmistir

(Sekil 4.52).

BCL2 geni ve bu genin karsi sarmalindan sentezlenen LOC105372161 IncRNA
molekiiliiniin ifade seviyeleri 5-FU, 17B ve 8A kimyasallar1 ile maruz birakilan A549
hiicre hattinda gosterilmistir. 5-FU ile maruz birakilan A549 hiicre hattinda, BCL2
geninin ifade seviyesi maruziyet zamanma bagli olarak diislis gosterirken,
LOC105372161 geninin ifade seviyesinde anlamli bir fark bulunamamistir. Ayni
zamanda, 17B ile muamele edilen A549 hiicre hattinda, BCL2 geninin ifade seviyesi
maruziyet siiresine gore diislis gostermektedir. Ancak, LOC105372161 geninin ifade
seviyesinde maruziyet zamanina gore anlamli bir farklilik goriilememistir. Ayrica, 8A
kimyasali ile muamele edilen A549 hiicre hattinda, BCL2 geninin ifade seviyesinin
diiserken, LOC105372161 geninin ifade seviyesinin maruziyet zamanina gore ciddi

derecede artis gostermektedir (Sekil 4.52). BCL2 ve LOC105372161 genleri arasinda
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maruziyet siiresi ile gen ifade seviyeleri arasinda negatif bir ilgilesim oldugu ortaya

konulmustur.

MCF7 hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarinin etkin dozlar1 24 ve 48 saatlik
zaman araliklarinda kaldirilarak RNA izolasyonu yapilmistir ve NAT’larin ve ilgili

genlerin ifade seviyeleri degerlendirilmistir (Sekil 4.53).

MCEF7 hiicrelerinin 5-FU ile 24 ve 48 saat muamele edilmesinden sonra segilen
NAT’larin ifade seviyesinde degisimler oldugu bulunmustur. 5-FU muamelesi
sonrasinda VIM geninin ifade seviyesinde anlamli bir degisim goriilmezken, VIM-AS1
geninin ifade seviyesinin maruziyet sliresine gore arttig1 bulunmustur. Bunun yan sira,
17B ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde, VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade
seviyelerinde anlamli bir degisim goriilememistir. Fakat 8A kimyasali ile muamele
edilen hiicrelerde maruziyet zamanina bagli olarak VIM geninin ifade seviyesinde artig
oldugu bulunmustur ve VIM-AS1 geninin ifade seviyesinin ise neredeyse 10 kat arttig1
gosterilmistir. 8A muamelesi sonrasinda maruziyet zamani ile VIM-AS1 geninin ifade

seviyesi arasinda pozitif yonlii bir ilgilesim oldugu bulunmustur (Sekil 4.53).

MCEF7 hiicrelerinde CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinde,
maruziyet zamanina ve maruz birakilan kimyasala gore degisimler oldugu bulunmustur.
MCEFT hiicreleri 5-FU ile muamele edildiginde, CDKN2B ve CDKN2B-ASI1 genlerinin
ifade seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir. Bunun aksine, 17B ile muamele edilen
hiicrelerde maruziyet siiresine gore CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade
seviyelerinin azaldigi bulunmustur. Diger taraftan, 8 A ile muamele sonrasinda ise,
CDKN2B ve CDKN2B-ASI genlerinin ifade seviyelerinin oldukg¢a yiiksek oldugu
gosterilmistir (yaklagik 100 kat) (Sekil 4.53). MCF7 hiicrelerinin muamele edilen
kimyasallarin maruziyet siiresine gore CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade

seviyelerinin arasinda pozitif yonlii bir ilgilesim oldugu ortaya ¢ikmustir.

Ote yandan, 5-FU ve 17B ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde maruziyet siiresi ile
BCL2 ve antisense transkripti olan LOC105372161 genlerinin ifade seviyelerinde
herhangi anlamli bir degisim bulunamamistir. Ancak, 8A ile muamele edilen MCF7

hiicrelerinde maruziyet zamanina gore BCL2 geninin ifade seviyesi azalirken,
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LOC105372161 geninin ifade seviyesinde artis oldugu gosterilmistir (Sekil 4.53). ilging
olarak, 8A ile muamele edildiginde BCL2 geninin ifade seviyesi maruziyet siiresine
kiyasla yaklasik 20 kat azalirken, LOC105372161 geninin ifade seviyesinin ise yaklasik
3 kat arttigi bulunmustur. Boylelikle, BCL2 ve LOCI105372161 genlerin arasinda

negatif yonlii bir ilgilesim oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.53. MCF7 hiicre hattinda, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddeleri maruziyetinden
sonra maruziyet siliresine gore, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-ASI,
CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT larinin ifade seviyeleri gosterilmistir.
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MDA-MB-231 hiicreleri 5-FU ve 17B kimyasallarinin etkin dozlar1 ile muamele
edilerek NAT’larin ifade seviyeleri iizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.54). MDA-
MB-231 hiicreleri 5-FU ile muamele edildiginde, VIM ve VIM-ASI1 genlerinin ifade
seviyelerinde diisiis, BCL2 ve LOC105372161 genlerinin ifade seviyelerinde bir
degisim olmadigi ve CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinde ise

artis oldugu gosterilmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir

(Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5-FU ve 17B kimyasal maddeleri
maruziyetinden sonra maruziyet siiresine gore, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve
VIM-AS1, CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT’larmin ifade seviyeleri

gosterilmistir.
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MDA-MB-231 hiicreleri 17B kimyasali ile muamele edildiginde ise, VIM ve VIM-AS1
genlerinin ifade seviyelerinde diislis oldugu gosterilmistir. Bunun aksine CDKN2B ve
CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinde maruziyet siiresine kiyasla artis oldugu
bulunmustur. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. Buna ek olarak,
BCL2 ve LOC105372161 genlerinin ifade seviyelerinde anlamli bir degisim
goriilememistir (Sekil 4.54).

SKBR3 hiicrelerinin 5-FU ve 8A kimyasallarinin etkin dozlar1 ile muamele
edilmesinden sonra VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-AS1, CDKN2B-ASI ve
LOC105372161 NAT’larmin ifade seviyelerindeki degisimler gosterilmistir (Sekil
4.55).

SKBR3 hiicrelerin 5-FU ile muamele edildiginde VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade
seviyelerinde artis oldugu gosterilmistir. Dahasi, CDKN2B ve CDKN2B-ASI1
genlerinin ifade seviyeleri 5-FU ile maruz birakilan hiicrelerde maruziyet zamanina gore
artis gostermektedir ve bu degisimler istatistiksel olarak anlamlidir. Bunu takiben, 5-FU
muamelesi sonrasinda BCL2 geninin ifade seviyesi maruziyet siiresine kiyasla anlamli
derecede azalma gostermektedir. Aksine, 5-FU muamelesi sonrasinda LOC105372161
transkriptinin ifade seviyesinde maruziyet siiresine kiyasla artis oldugu gosterilmistir.
SKBR3 hiicrelerinin 8A kimyasali ile 24h ve 48h muamelesi sonrasinda, VIM geninin
ifade seviyesi diiserken VIM-AS1 geninin ifade seviyesinin artti§i gosterilmistir.
Ancak, bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. Bunun yam sira, 8A
muamelesi sonrasinda CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin
diistiigli gosterilmistir. Yani, 8A kimyasalinin maruziyet siiresi ile CDKN2B ve
CDKN2B-ASI1 genlerinin ifade seviyelerinin arasinda negatif yonlii bir ilgilesim oldugu
bulunmustur. Ek olarak, 8 A ile maruz birakilan hiicrelerde CDKN2B ve CDKN2B-AS1
genleri arasinda pozitif bir ilgilesim oldugu gosterilmistir. Ilaveten, 8A kimyasal ile
maruz birakilan SKBR3 hiicrelerinde BCL2 geninin ifade seviyesi diiserken,
LOC105372161 geninin ifade seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.55). Dolayisiyla,
BCL2 ve LOCI105372161 genleri arasinda negatif yonli bir ilgilesim oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 4.55. SKBR3 hiicrelerinde, 5-FU ve 8A kimyasal maddeleri maruziyetinden sonra
maruziyet siiresine gore, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-AS1, CDKN2B-
AS1 ve LOC105372161 NAT larinin ifade seviyeleri gosterilmistir.
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U20S hiicre hattinda 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarinin etkin dozlarinin CDKN2B ve
CDKN2B-ASI1 genlerinin ifade seviyeleri iizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.56). Bu
durumda, 5-FU verilen U20S hiicrelerinde CDKN2B geninin ifade seviyesi diiserken,
CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinin daha fazla distiigii bulunmustur. Bunu
takiben, 17B kimyasali ile maruz birakilan U20S hiicrelerinde CDKN2B ve CDKN2B-
AS1 genlerinin ifade seviyelerinin de maruziyet siiresine gore distiigii gosterilmistir.
Bunun aksine, 8A ile muamele edilen hiicrelerde CDKN2B ve CDKN2B-ASI1
genlerinin ifade seviyelerinin arttigt gdosterilmistir. Dolayisiyla, kimyasala maruz
birakilan U20S hiicrelerinde, maruziyet siiresi ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genleri
arasinda bir ilgilesim oldugu gosterilmistir (Sekil 4.56). Dahas1 U20S hiicrelerinde,
CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genleri arasinda pozitif yonlii bir ilgilesim oldugu ortaya

konulmustur.
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Sekil 4.56. U20S osteosarkom hiicre hattinda, 5-FU, 8A ve 17B kimyasal maddeleri
maruziyetinden sonra maruziyet siiresine gére, CDKN2B geni ve CDKN2B-AS1 ve
geninin ifade seviyeleri gosterilmistir.

A549, MCF7, MDA-MB-231, SKBR3 ve U20S hiicrelerine 5-FU, 17B ve 8A

kimyasallarinin maruziyetinden sonra maruziyet siiresine gore, VIM, CDKN2B ve
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BCL2 genleri ve VIM-AS1, CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT’larinin ifade

seviyeleri Tablo 4.6’da 0zet olarak gdsterilmistir.

Tablo 4.6. A549, MCF7, MDA-MB-231, SKBR3 ve U20S hiicrelerine 5-FU, 17B ve
8A kimyasallarinin maruziyetinden sonra maruziyet siiresine gore NAT’larin ifade
seviyelerindeki degisimler.

NAT
Hiicre -
VIM  VIM-ASL BCL2  LOCI05372161 CDBKNZB (o120
5-FU
A549 Degismedi Artti Azaldi Degismedi Artt1 Azaldi
MCF7 Degismedi Artt1 Azald1 Degismedi Artt Artt1
12\/;]1)A-MB- Azaldi Azaldi Degismedi Degismedi Artt1 Artt1
SKBR3 Artt1 Artt1 Azaldi Artti Artti Artt1
U208 X Azaldi Azaldi
17B
A549 Azaldi Azaldi Azaldi Degismedi Azaldi Azaldi
MCF7 Degigsmedi Degismedi Degismedi Artt Azaldi Azald:
12\/;11)A-MB- Artt Arttt Degismedi Degismedi Azaldi Azaldi
U208 X Azaldi Azaldi
8A
A549 Artt1 Artt1 Degismedi Artt1 Artt1 Artt1
MCF7 Arttt Arttt Azaldi Artt Artt1 Artt
SKBR3 Artti Azaldi Azaldi Artti Azaldi Azaldi
U208 X Artt Arttt

Kimyasal verilen hiicrelerde NAT ifadelerindeki degisimler 6zet olarak, HTH transkript
olan VIM ve VIM-ASI genlerinin ifade seviyelerine kiyasla pozitif yonlii bir ilgilesim
oldugu goriilmiistiir. Ancak SKBR3 hiicre hattinda oldugu gibi istisnai durumlar da
mevcuttur. VIM ve VIM-AS1 genleri arasindaki ilgilesimin daha detayli olarak
anlasilmasi i¢in ek deneylere ihtiyac¢ vardir. Bunun yam sira, elde edilen verilere, EMB
transkript olan CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin de birlikte transkripte edildigi
diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda da bunu destekleyen veriler elde edilmistir.
Ancak, TTT transkript olan BCL2 ve LOC105372161 genlerinin hiicre ¢esidine gore
degisiklik gosterdigi ve bu iki gen arasida negatif yonli bir ilgilesim oldugu

bulunmustur.
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4.9. Etkin Kimyasal Maddelerin NAT’larin ifade Seviyesine Olan Etkisinin

Northern Blot ile Belirlenmesi

Northern Blot deneyleri, A549 hiicrelerine 8A maddesinin etkin dozu verilerek DMSO
ve muamele edilmemis hiicrelerdeki LOC105372161 geninin ifade seviyesini
belirlemek i¢in yapilmistir. Hiicreler 8A kimyasali ile 48h muamele edilmistir. 48
saatlik maruziyet sonrasinda hiicrelerden RNA yapilarak ilgili genin ifade seviyesi
degerlendirilmek istenilmistir. Northern Blot deneyleri, Gere¢ Yontem kisminda detayli

olarak anlatilmstir.
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%2’1ik agaroz jel. Omekler
PCR ile cogaltilmistir.
Yiiriitillen omekler,
LOC105372161 primerleri
ile cogaltilmistir.

%0,9’Tuk formaldehit igeren agaroz 45 dk’hik maruziyet sonrasinda
jel. RNA orneklerinin 288 ve 18S (exposure) naylon membrandaki
ribozomal RNA miktarlars goriintii.

goriilmektedir.

Sekil 4.57. LOC105372161 transkriptinin 8A ile maruz birakilan A549 hiicre hattinda
ifadesinin Nothern Blot yontemi ile gosterilmistir.

LncRNA’lar genel olarak, transkriptomda daha diisiik ifade edilen molekiiller
oldugundan c¢ogaltma yapilmadan hibridizasyon teknikleri ile belirlemek oldukca
giictiir. Bizim ¢aligmamizda da LOC105372161 geninin ifade seviyesinin fazla oldugu
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8A kimyasali verilen A549 hiicre hattinda bu deney yapilmistir (Sekil 4.57). Ancak,
deney neticesinde LOC105372161 IncRNA molekiilii tespit edilememistir.

Ozet olarak, bu tez calismasindan elde edilen en énemli bulgulardan birisi, 8A kimyasal
maddesi ile maruz birakilan hiicrelerde BCL2 geninin ifade seviyesinin diismesi ve

buna karsit olarak LOC105372161 NAT’1n ifade seviyesinin yiikselmesine bagli olarak

apoptozun tetiklenmesidir (Sekil 4.58).

y

DNA hasari

|
<
/ BCLXL
]
s ¢

=&  f

Sekil 4.58. 8A kimyasal maddesinin hiicredeki apoptoz yolag: iizerine etkisinin sematik
gosterimi. BCL2 geninin ifade seviyesinin diisiik olmasinda LOC105372161 IncRNA
molekiiliintin etkisi oldugu gosterilmektedir. Ayrica, 8A kimyasalinin CDK2’nin ifade

seviyesini diisiirerek S fazinda hiicre dongiistinii durdurdugu gosterilmistir.

Bu baglamda, 8A ile maruz birakilan hiicrede DNA hasar1 olugmakta ve buna bagh
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genlerin ifade seviyeleri azalirken, pro-apoptotik BAX geninin ifade seviyesi
artmaktadir. Ayrica, kaspazlarin da etkinligi artarak apoptoz olay1 gergeklesmektedir.
Bizim elde ettigimiz bulgularda ise, BCL2 ve BCLX, genlerinin ifade seviyeleri 8A ile
maruziyet siiresine gore azalmaktadir ve BAX ve CASP3-9 genlerinin ifade seviyeleri
artmaktadir. Ancak, BCL2’nin karsi sarmalindan sentezlenen TTT LOC105372161
antisense transkriptinin ifade seviyesi ciddi olarak artis gdstermektedir. Dolayisiyla,
LOC105372161 transkripti apoptoz yolaginda etkili olan bir IncRNA molekiilii olabilir.
Ayrica, 8A kimyasalinin hiicreyi S fazinda durdurdugu gosterilmistir. Burada etkin olan
CDKNI1B geninin ifade seviyesinin arttig1 ve CDK2 geninin ifade seviyesinin azaldigi
gosterilmistir. Ancak, hiicre dongiisii lizerine daha detayli arastirmalar yapilarak
tiyosemikarbazon tiirevi bu bilesiklerin hiicre dongiisii lizerine etkisi net olarak

anlasilabilir.
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S . TARTISMA

Karmasik biyolojik siireglerin aydinlatilmasi kodlanmayan RNA molekiillerinin kesfi
ile biliyiilk hiz kazanmistir. Yapilan arastirmalar, bu RNA molekiillerinin hiicre
biiyiimesi, ¢ogalmasi, hiicre farklilagsmasi ve 6limi gibi hayati 6neme sahip biyolojik
stireclerin  dlizenlenmesinde Onemli roller oynadigin1 gostermistir. Dahasi, bu
molekiillerin ifade seviyelerinde meydana gelen bozukluklarin basta kanser olmak iizere
birgok hastalifin patofizyolojisinde onemli oldugu gosterilmistir (9). Son yillarda
yapilan kanser aragtirmalarinda ncRNA’larin 6nemli rollerinin oldugu gosterilmistir. Bu
RNA molekiillerinin hiicre i¢in hayati 6neme sahip siireclerde etkili olduklar ve etkileri
daha onceden kanitlanmis kanser ile iligkili genlerin diizenlemesinde gorev aldiklari
bildirilmistir (5, 9, 192). Calismamizda, dogal antisense transkriptlerden VIM-ASI,
CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 IncRNA’larin kanser olusumu ve gelisimindeki
rolleri arastirllmigtir. LncRNA transkriptlerinin genel anlamda protein kodlayan

genlerin ifade seviyelerine kiyasla diisiik ifade gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.3).

Calismamizda, insan genomundaki dogal antisense transkriptlerin alt tlrleri ve
cesitlerine gore giiniimiize kadar yaklasik olarak ifade edilen kromozomal miktarlari
(sayisal olarak) gosterilmistir. Insan genomunda en fazla NAT, en fazla gen ihtiva eden
1. kromozomda goriiliirken, en az NAT ise Y kromozomunda bulunmaktadir. ilk defa
bu calisma ile insan genomundaki NAT’lar ve alt tiirlerinin kromozomal sayisi
gdsterilmistir. Insan genomunda yaklasik 7500 tane NAT oldugu bulunmustur.
Bunlardan biiylik bir ¢ogunlugu protein kodlayan genlerin karst sarmalindan
sentezlenen IncRNA transkriptlerinden olusturmaktadir. NAT’larin  kendi i¢inde
dagilimlar1 sayisal olarak birbirine yakindir. Ancak en fazla HTH NAT c¢esidinin oldugu

gosterilmistir.

lleri teknolojiler kullanilarak yapilan tiim transkriptom ve mikrodizin analizleri
neticesinde, insan genomunun yaklasik %20’lik kisminin sense-antisense ¢ifti olustugu

gosterilmistir (193). Bununla beraber, insan genomunda sense-antisense ciftlerin (bi-
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directional) yaninda sense-sense ¢iftlerin (non-bi-directional) de oldugu gosterilmistir.
Antisense transkritplerin bir¢ok yonden gen ifadesinin diizenledigi One siirtilmistiir
(193, 194). Arastirmacilar, hiicre igerisinde antisense aracili diizenlemeyi, transkriptin
cekirdek ve sitoplazmada yerlesimine goére hem yazilimsal hem de proteine ¢evrim
sirasinda gergeklestirebilecegini savunmuslardir (195, 196). Insan genomundaki bu

karmasik diizenlenmede antisense transkriptlerin etkileri oldukga ytiksektir.

Werner ve ark. (197), sense ve antisense RNA problari kullanarak bazi antisense
transkriptler belirlemislerdir ve bu antisense transkriptlerin beyin, karaciger, timiis ve
bobrek dokularinda 6zgiil ifade edildigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda, VIM-
AS1, CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 ¢ alt tip NAT in farkli insan dokusu ve
normal ve kanserli hiicre hatlarinda ifade seviyeleri belirlenmistir. Yaptigimiz
calismada, VIM-ASI’in en fazla akciger, bobrek ve kemik iliginde ifade edildigi
gosterilmistir. Normal insan dokularmmin aksine, akciger kanseri hiicresi olan A549
hiicrelerinde VIM-AS1’in ifade seviyesinin anlamli derecede diistligii ortaya
konulmustur. Bu sonuglar, bu NAT transkriptin kanser olusumunda ve ilerlemesinde
rollerinin olabilecegini gdstermistir. Buna ek olarak, LOC105372161 en fazla plesenta,
serebellum, fetal beyin ve prostat dokularinda ifade edildigi bulunurken PC3 prostat
kanseri hiicrelerinde diisiik ifade edildigi bulunmugtur. Ancak, DU-145 prostat kanseri
hiicrelerinde PC3 hiicrelerine kiyasla asir1 ifade edildigi bulunmustur. Bu bulgular
1s1ginda bu kodlanmayan RNA’nin kanserdeki rolii hakkinda net bir yorum yapmak
mimkiin  olmamaktadir.  Ancak, LOC105372161 transkriptinin =~ BCL2’nin
diizenlemesiyle apoptoz yolaginda etkili olabilecegi gosterilmistir. Buna ek olarak
CDKNZ2B antisensinin akciger, timiis ve serebellum dokularinda yiiksek ifade edildigi
bulunmustur. Bunun aksine A549 akciger kanseri hiicrelerinde BEAS2B akciger epitel
hiicrelerine kiyasla diisiik ifade edildigi bulunmustur. Benzer sekilde, U20S
osteosarkom hiicrelerinde ifade seviyesinin hfOB1.19 normal osteoblast hiicrelerine
kiyasla anlamli olarak diistiigli bulunmustur. Bu sonuglar, CDKN2B-AS1 RNA’sinin

kanser gelisiminde roliiniin olabilecegini gostermektedir.

Bunun yani sira, protein kodlayan gen ile ilgili NAT arasinda da pozitif/negatif ilgilesim
oldugu gosterilmistir. Doku ve hiicre profili belirlenen IncRNA genlerinin hangi

hiicrelerde calisilacagi belirlenmistir. VIM; VIM-AS1 NAT transkriptleri i¢in, BEAS2B
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ve A549 akciger normal ve kanser hiicreleri, normal meme hiicresi CRL4010 ile MCF7,
SKBR3 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri se¢ilmistir. CDKN2B; CDKN2B-
AS1 NAT transkriptleri i¢in, BEAS2B ve A549 akciger normal ve kanser hiicreleri,
normal meme hiicresi CRL4010 ile MCF7, SKBR3 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri ve hFOB1.19 normal kemik hiicresi ile U20S osteosarkom hiicreleri
secilmigtir. BCL2; LOC105372161 NAT transkriptleri i¢in ise yukarida belirtilen

akciger ve meme kanserli hiicreler ve normal hiicreleri tercih edilmistir.

VIM-AS1 ve heniiz isim olarak tanimlanmamis LOC105372161 IncRNA genleri ile
iliskili yapilan herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Ancak, CDKN2B-AS1 (ANRIL
olarak da bilinmektedir) IncRNA transkriptinin ¢esitli kanser tiirlerinde degisik
ifadelendigi gosterilmistir. CDKN2B-AS1’in ifade seviyesinin hem serviks kanseri
hiicre hattinda hemde serviks kanserli dokularda ciddi derece artis gosterdigi
bulunmustur (198). Dahasi, CDKN2B-AS1 geninin ifadesinin baskilandigi serviks
kanseri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin, hiicre gogiiniin ve istilasinin baskilandig
gosterilmistir (198). Bunun yani sira, osteosarkom dokularda normal dokulara kiyasla
ANRIL geninin ifade seviyesinde artig bulunmustur (199). Ayrica, U20S hiicrelerinde
hipoksi kosullarinda ANRIL’in ifade seviyesinin arttigi gorilmiistiir (199). Bizim
calismamizda ise normal osteoblast hiicre hatti olan hfOB1.19’a kiyasla U20S
osteosarkom hiicre hattinda CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinin azaldigi
bulunmustur. Lu ve ark. (200), kiictik hiicreli akciger kanserli hastalarda yaptiklar1 bir
calismada normal dokuya gore kanserli akciger dokularinda CDKN2B-AS1’in ifade
seviyesinin anlaml bir sekilde arttigini bildirmislerdir. Ayrica, CDKN2B-AS1’in ifade
seviyesinin TNM evresi ve timor capr ile pozitif ilgilesim gosterdigi bulunmustur.
Bizim calismamizda ise normal akciger dokusunda CDKN2B-AS1 geninin ifadesinin
yiiksek oldugu bulunmustur. Bunun yani sira normal akciger hiicre hatti BEAS2B’ye
kiyasla akciger kanseri hiicre hatti olan A549 hiicrelerinde CDKN2B-AS1’in ifade
seviyesinin arttifi gosterilmistir. Mesane kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada,
CDKNZ2B-AS1 geninin ifade seviyesi normal dokuya kiyasla kanserli dokularda anlamli
bir sekilde arttigi bulunmustur (201). Ayrica, CDKN2B-AS1 susturulmus T24 ve EJ
mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasinin baskilandigi, apoptozun arttig
gosterilmistir (201). Bizim g¢alismamizda, CAL29 mesane kanseri hiicre hattinda

CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifadesinin ciddi derece diisik oldugu
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gosterilmistir.  Yapilan bazi calismalar CDKN2B-AS1 (ANRIL) geninin timor
baskilayict IncRNA oldugunu gosterirken bazi caligmalar ise bu geninin kanserli
dokularda/hiicrelerde ifade seviyesinin artarak onkogenik oOzellik gosterdigi rapor
edilmistir (138, 198-200, 202). Bizim sonug¢larimiza gore ise, bazi kanserli hiicrelerde
bu IncRNA geninin ifade seviyesinde artig bulunurken bazilarinda ise azalma oldugu
bulunmustur. Dolayisiyla bu genin kanserde c¢ift yonlii (dual) islevinin oldugu

sOylenebilir.

Giliniimiize kadar yapilan calismalarda, NAT’ lar hedefledigi genleri yazilim, mRNA
islenmesi, splicig, kararlilik, hiicresel tasima ve proteine ¢evrimi gibi bir¢ok diizeyde
diizenleyebildigi daha dnceden de bahsedilmistir. En yaygin drnek olarak X kromozomu
etkinsizlesmesinden sorumlu olan XIST’in karsit sarmalindan sentezlenen bir diger
IncRNA molekiilii TSIX’tir. TSIX IncRNA molekiilii XIST’in diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (168, 169). Bunun yani sira, Mahmoudi ve ark. (203), p53 geninin 5’
UTR bolgesini hedefleyen ve p53’°iin diizenlemesinde gorevli oldugu gosterilen endojen
Wrap53 IncRNA molekiiliinii tanimlamiglardir. Wrap53’iin baskilandigi hiicrelerde
p53’iin ifadesinin azaldigi, Wrap53’iin asir1 ifalendirilmis hiicrelerde ise p53 ifadesinin
arttigt  bulunmustur. p53 ile Wrap53 arasinda pozitif yonlii bir iliski oldugu
gosterilmistir (203-205). Baska bir ¢alismada ise, HIF1A geninin 3’UTR bdélgesinde
kodlanan aHIF dogal antisense transkripti HIF1A’nin diizenlenmesinde Onemli
rollerinin oldugu gosterilmistir (164). Renal kanserde hipoksi kosullarinda, asiri
ifadelendigi gosterilmistir. Dahasi, insan malign hastaliklarinda dogal antisense
transkritplerin rolleri oldugu gésterilmistir (164, 206). Ilging olarak son yillarda kanser
metastaz1 ile iligkilendirilmis MALAT1 geninin karsi sarmalindan sentezlenen ve
TALAMI olarak isimlendirilen bu antisense transkriptin MALAT1’in diizenlemesinde
pozitif bir ilgilesim gosterdigi bulunmustur (207). Ayrica, TALAMI antisense
transkriptti MALATI’in hem yazilimsal hem de RNA kararlilifi bakimindan
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Ayrica, NAT transkriptlerinin bir¢ok kanser
tiirlinde degisik ifade edildigi gosterilmistir. Osteosarkom hiicrelerinde FGFR3-AS1
geninin FGFR3’lin  diizenlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir. FGFR3-ASI
osteosarkom dokularinda ve hiicrelerinde asir1 ifadelendigi gosterilmistir. Buna ek
olarak, FGFR3-AS1’in ifadesinin artmasi, tiimor boyutu, Enneking evrelenmesi,

metastaz ve hayatta kalim siiresi ile iligkilendirilmistir. FGFR3-AS1’1n susturulmasi
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hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve ¢ogalmasini baskiladigi bildirilmistir (208). Bunun
yani sira, HCC’da SIRT1-AS1 genindeki tanimlanmis mutasyon ile HCC riskinin
azaldig1 gosterilmistir ve mutant SIRTI1-AS1 geni hiicre ¢ogalmasini engelledigi

bulunmustur (209).

Bu caligma kapsaminda, heniiz etkinligi bilinmeyen iki tane anti-kanser ilaci olma
potansiyeli yiiksek olan tiyosemikarbazon tlirevlerinin kanser hiicrelerinde etkinlikleri
belirlenmistir. {lk olarak farkli konsantrasyonlardaki kimyasal maddeler hiicrelere
verilerek hiicrelerin yarisin1 6ldiiren etkin dozlari belirlenmistir. Bu etkin dozlarin
apoptoz ve hiicre dongiisii lizerine etkileri gosterilmistir. Sonrasinda bu iki potansiyel
anti-kanser ilacinin ve 5-FU anti-kanser ilacinin etkin dozlari ile hiicreler muamele

edilerek maruziyet zamanina gore NAT larin ifade seviyeleri degerlendirilmistir.

Tiyosemikarbazonlar, amin tiirevlerinin 6nemli bir siifidir ve 6zellikle anti-kanser
etkinligi gibi bircok farmakolojik etki gosteren kimyasallardir. Tiyosemikarbazonlar,
bircok yonden anti-kanser etkinligi gosterebilmektedir. DNA sentezi i¢in gerekli olan
riboniikleotid rediiktaz enziminin baskilanmasinda tiyosemikarbazon tiirevli ilaclar
kullanilmaktadir (210). Bunun yani sira, bu kimyasallar demir selatasyonu ile anti-
kanser etkinligi gostermektedir (211). Ayrica tiyosemikarbazon tiirevlerinin DNA
topoizomeraz Il karmasimindaki tiyol kalintilarinin (residu) alkillenmesi ile kararh
yapidaki bu karmasimi kirarak anti-kanser etkinligi gosterebilmektedir (212, 213).
Bizim calismamizda ise, daha onceden Tasdemir ve ark. (189) tarafindan sentezlenen
17B ve 8A tiyosemikarbazon tiirevlerinin ¢esitli kanser hiicrelerindeki, hiicre canliligi,
apoptoz, hiicre dongiisii ve yara iyilesmesi lizerine etkisi degerlendirilmistir. Ayrica, bu
kimyasal maddelerin BCL2, CDKN2B ve VIM genlerinin karsi sarmalindan
sentezlenen ve bu genlerle iliskili olabilecek antisense transkriptler ilizerine etkileri

belirlenmistir.

Bu calismada, 17B ve 8A kimyasallarmin etkinligini belirlemede 5-FU ilaci ile
kiyaslama yapilmistir. Antikanser ilaci 5-FU, uygun dozlarda hastaya verildiginde yan
etkileri tolere edilebilen bir ilagtir. Bilinen anti-kanser ilaglarma (5-FU ve Sisplatin)
karsin, bizim ¢alismamizda 17B ve 8 A kimyasallarinin kanser hiicrelerinde IC50 dozlar

belirlenmistir. Bu dozlarin apoptoz, hiicre dongiisii iizerine etkileri gdsterilmistir. Etkin
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dozlara gore, MCF7 hiicrelerinde 5-FU ile muamele sonrasinda %0,03 apoptotik hiicre
popiilasyonu goriiliirken, 17B ve 8A verilen MCF7 hiicrelerinde sirastyla %76 ve %40
apoptotik hiicre popiilasyonu goriilmektedir (Sekil 4.36). MCF7 hiicrelerinde bu
kimyasallarin hiicreyi apoptoza gotiirerek 6ldiirdiigli anlasilmaktadir. Buna ek olarak,
U20S osteosarkom hiicrelerinin 5-FU ile 24 saat maruziyetinden sonra apoptotik hiicre
grubu %0,01 iken 17B ve 8A wverilen hiicrelerde sirasiyla %38 ve %50 olarak
bulunmustur (Sekil 4.39). MCF7 hiicrelere benzer olarak U20S hiicrelerinde de 17B ve

8 A kimyasallar1 hiicreyi apoptoza gotiirerek 6ldirmiistiir.

Pro-apoptotik bir protein olan Bax ve anti-apoptotik protein olan BCL2’nin mitokondri
aracili apoptozda 6nemli rollerinin oldugu daha 6nceden bilinmektedir (31, 56, 58, 60,
214). Kumar ve ark. (214) yaptiklar bir ¢calismada kolsisin (mikrotiibiil baskilayicisi)
verilen MIA PaCa-2 pankreas hiicrelerinde kolsisin konsantrasyonuna bagli olarak
BCL2 geninin ifade seviyesinin azaldigi, BAX geninin ifade seviyesinin arttigi
bulunmustur. Dahasi, yapilan bu ¢aligmada CASP3 geninin ifade seviyesinin de
konsantrasyona bagli olarak arttigi rapor edilmistir (214). Buna ek olarak, Sisplatin
verilen HeLa (serviks kanseri) hiicrelerinde muamele edilememis hiicrelere kiyasla Bcl2
proteinin ifade seviyesi diiserken Bax proteininin ifade seviyesinin arttig1 bulunmustur
(215). Ayrica, diger bir ¢aligmada Sisplatin verilen ovaryan kanseri hiicrelerinde
maruziyet zamanina gére BCL2 geninin ifade seviyesi azalirken CASP3’lin ifade
seviyesinin arttigr gosterilmistir (216). Buna ek olarak, MDA-MB-231 {iclii negatif
meme kanseri hiicreleri Sisplatin ile muamele edildikten sonra kesilmis CASP
ifadesinin arttig1 bulunmustur (217). Ote yandan, Metuzumab ile muamele edilen A549
hiicrelerinde Bcl2 proteinin ifade seviyesini azaldig1 ve Bax proteinin ifade seviyesinin
arttigr gosterilmistir (218). Xing ve ark. (219) HepG2 hiicrelerinin Lidocaine ile
muamele edilmesi BCL2 geninin ifade seviyesini diislirlirken, BAX geninin ifade
seviyesini arttirdigt ve kaspazlarin etkinliginin arttirdigi rapor edilmistir. Bizim
calismamizda ise, hiicrelerin kimyasal ile maruziyet zamanma gore degisimler
gosterilmistir. Genel anlamda, kimyasal ile maruz birakilan hiicrelerde BCL2 ailesinden
olan anti-apoptotik gen BCLXj’in ifade seviyesinde azalma goriilmiistiir. Ayrica,
yapilan calismalar1 destekler bicimde BAX geninin ifade seviyesinde artis oldugu
gosterilmektedir. Ayrica, CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyelerinin kimyasal ile

maruziyet siiresine gore arttig1 tespit edilmistir.
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Apoptoz analizleri sonucu elde edilen bulgular1 toparlayacak olursak, 8 A kimyasal1 ile
maruz birakilan hiicrelerde DNA hasari olusacagi ve bu hasarin p53 ifadesini arttiracagi
kanaatindeyiz. Bulgularimiz da bunu destekler bi¢imde, p53 ifadesi artmistir ve bunun
yant sira BCL2, BCLXy gibi anti-apoptotik genlerin ifade seviyeleri azalirken, pro-
apoptotik BAX geninin ve CASP3-9’lin ifade seviyelerinin arttigi bulunmustur. Ayni
zamanda BCL2’nin diizenlenmesinde etkili olabilecegini ileri siirdiiglimiiz
LOC105372161 RNA molekiiliiniin ifade seviyesi 8 A maruziyet siiresine kiyasla ciddi
derecede artis gostermektedir. Bu veriler bize, LOC105372161’in BCL2’nin ifade
seviyesini azaltarak hiicreyi apoptoza tesvik etmesine aracilik edebilecegini

gostermektedir (Sekil 4.58).

Yapilan c¢alismalarda, sentezlenen kimyasallarin hiicre dongiisiinii hangi asamada
baskiladigin1 belirlemek amaciyla hiicre dongiisii analizleri yapilmaktadir. Bu durumda
kimyasal ile maruz birakilan hiicreler negatif kontrole kiyasla hiicre dongiisiiniin hangi
evresinde (GO/G1, S, G2/M) yigilma olduguna gére degerlendirilmektedir. Ornegin;
kolsisin kimyasal maddesi hiicreleri metafazda durduran, mikrotiibiil polimerizasyonu
engelleyen bir anti-kanser ilacidir (220, 221). Kolsisinin hiicreleri G2/M fazinda
durdurdugu gosterilmistir (221). Bunun yan sira bu tez c¢alismasinda kullanilan 5-FU
kimyasal maddesinin hiicreleri G1/S fazinda durdurdugu gosterilmistir (222-225).
Bizim yaptigimiz ¢alismada ise, hiicrelerin 5-FU ile muamele edilmesinin ardindan G1
fazinda hiicre grubunun arttigr bulunmustur. Ancak, A549, MCF7 ve SKBR3
hiicrelerinde anlamli bir fark goriilmezken, MDA-MB-231 ve U20S hiicrelerinde bu
fazdaki hiicre grubunun anlamli bir sekilde arttig1 bulunmustur. Bunun yani sira, anti-
kanser etkinlikleri belirlenmemis iki kimyasal maddenin hiicre dongiisii tizerine etkileri
gosterilmistir. A549 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin fazlar1 arasinda DMSO’ya kiyasla
anlaml bir fark gortilmemistir. Ancak, MCF7 hiicresi 17B ile muamele edildiginde G1
fazindaki hiicre popiilasyonunda artis goriilmektedir. Dahasi, U20S hiicrelerinde 17B
kimyasali ile muamele sonrasinda G1 fazindaki hiicre grubunda anlamli bir artig
gorilmistir. Bunun yami sira, 8A ile muamele edilen SKBR3 hiicrelerinde ise S

fazindaki hiicre popiilasyonu artmigtir.

Yapilan hiicre dongiisii analizleri neticesinde, 8A kimyasali ile muamele edilen

hiicrelerin S fazindaki hiicre popiilasyonunun DMSO grubuna kiyasla arttig
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bulunmustur. Ayrica, CDK2 geninin ifade seviyesine maruziyet siiresine gore artis
oldugu ve bazi hiicrelerde CDK2 baskilayicisi olarak bilinen CDKN1B’nin (p27) ifade
seviyesinin diisiik oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, 8 A kimyasalinin hiicre dongiisiinii

S fazinda durdurdugunu desteklemektedir.

Anti-kanser ilaclarinin tedavisel amaclarindan bir tanesini de halihazirda var olan
kanser hiicrelerinin go¢ etme kapasiteleri yavaglatarak tiimoriin yayilmasini
engellenmektedir. Yapilan ¢alismalarda anti-kanser ilaglarinin gogiiniin EMT araciligi
ile yavaglattigi/baskiladigr gosterilmistir. Bu baglamda, manolya bitkisinden izole
edilen ve EMT’nin baskilanmas1 gibi bir¢ok farmakolojik siirecte etkili olan Honokiol
bilesiginin insan NSCLC hiicrelerinde EMT aracilifiyla hiicre goclinii baskiladig
bunulmustur. Dahas1 bu bilesik timor gogiinii Onleyen bir anti-kanser ilact olarak
Onerilmistir (226). Bunun yani sira, cesitli kanserlerde etkinligi kanitlanmis, dogal
olarak olusan ve toksik etkisi olamayan bitki bilesigi Luteolin’in, MDA-MB-231 ii¢lii
negatif meme kanseri hiicre hattinda hiicre gogiinii baskiladig: bildirilmistir (227). Ek
olarak, bu calismada da kullanilan Sisplatin anti-kanser ilacinin SGC-7901 ve AGS
mide kanseri hiicrelerinde hiicre gociinii baskiladigr gosterilmistir (228). Bu tez
calismasinda ise, akciger, meme ve osteosarkom hiicrelerinde sisplatinin hiicre gociinii
(yara 1iyilesmesini) kontrol gruplarina gore yavaslattigi bulunmustur. Ayrica,
hepatoseliiler kanserli hastalarda, irinotecan ve paclitakselin yani sira 5-FU’nun bu
hastalarda hiicre gociinii azalttig1 gosterilmistir (229). Bu tez calismasinda ise, SFU ile
maruz birakilan akciger, meme ve osteosarkom hiicrelerinde hiicre gogiiniin kontrol

grubuna ve muamele edilmemis hiicre grubuna kiyasla yavasladig1 gosterilmistir.

Yapilan caligmalar, tiyosemikarbazon tiirevi bilesiklerinin, hiicre dongiisii, apoptoz,
otofaji, tiimor olusumu ve biiylimesi gibi cesitli kanser siire¢lerinde etkili oldugu
gostermektedir (230). Yeni bir demir selatorii olarak sentezlenen Di-2-pyridylketone-
4,4-dimethyl-3-thiosemicarbazone (Dp44mT)’in ¢esitli kanserlerde tiimor olusumu ve
gelisimini etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, tiyoksemikarbazon tiirevi bu bilesigin 143B
osteosrakoma hiicrelerinde hiicre gogiinii ve yayilimini baskiladigi bulunmustur (230).
Wangpu ve ark. (231) tarafindan yapilan bir caligmada, yeni sentezlenmis di-2-
pyridylketone 4,4-dimethyl-3-thiosemicarbazone ve di-2-pyridylketone 4-cyclohexyl-4-

methyl-3-thiosemicarbazone tiyoksemikarbazon tiirevi bilesiklerin HT29 kolon kanseri

135



ve DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde N-myc downstream regulated gene-1 (NDRG1)
geninin ifadesini arttirarak hiicre gociinli ve metastazi baskiladigi gosterilmistir. Benzer
olarak, pterostilbene carboxaldehyde thiosemicarbazone (PTERC-T) bilesiginin
HUVEC hiicrelerinde CAM (chick chorioallantoic membrane) deneyleri ile hiicre
goclinli ve yayilimini baskiladigi gosterilmistir (232). Bu tez ¢aligmasinda ise 17B ve
8A olarak adlandirilan iki tane tiyosemikarbazon bilesiginin akciger, meme ve
osteosarkom hiicrelerinde hiicre goclinii yavaglattigi bulunmustur. Dolayisiyla, kimyasal
olarak sentezlenmis ve heniiz anti-kanser etkinligi bilinmeyen bu bilesiklerin insan
hiicrelerinde hiice gog¢iinii yavaslatici etkisinden 6tiirli yeni bir anti-kanser ajani olarak
degerlendirilebilir. Ayrica, hiicre go¢iinii yavaslatici etkisinin tam olarak anlasilabilmesi
icin, EMT siireci deneyleri yapilabilir ve bu siirecte etkili olan genlerin ifade seviyeleri

degerlendirilebilir.

Bu tez c¢alismasinda, NAT’larin kanser hiicrelerinde ve normal insan dokularinda
degisik ifadelendigi gosterilmistir. Ilging olarak, 8A kimyasali ile muamele edilen
hiicrelerde maruziyet siiresi ile NAT’lar1 ifade seviyesinde ciddi bir sekilde artig
gosterilmistir. Ancak, 17B ile muamele edilen hiicrelerde ise bazi hiicrelerde maruziyet
siiresine kiyasla NAT ifade seviyesi diiserken bazilarinda ise arttigi gosterilmistir.
Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda son yillarda bilim adamlarinin ilgi odag: haline gelen
IncRNA smifinin alt tiirii olan ve ilgili geninin antisense ipliginden sentezlenen
antisense transkriptlerin ilgili genin diizenlenmesinde 6nemli rollerinin olabilecegi
gosterilmistir. Ayrica, anti-kanser etkinligi heniiz bilinmeyen iki tane tiyosemikarbazon
tirevlerinin kanserdeki rolleri ve NAT’larin ifade seviyesi ile iliskileri ortaya

konulmustur.

Giliniimiize kadar yapilan calismalarda, NAT’larin yazilimsal miidahale, RNA
maskeleme, dsSRNA bagimli mekanizma ve metilasyon lizerine etkileri olmak iizere
birgok biyolojik stirecte yer aldiklar1 gdsterilmistir (161). Ancak yapilan bu ¢aligmalar
sense-antisense ¢iftlerinin birbirleri ile olan etkilesimlerini agiklamak i¢in yeterli
degildir. insan genomunda, heniiz etkinlikleri bilinmeyen ve daha &nceleri ¢dp olarak
adlandirilan bolgelerden sentezlenen yeni transkriptlerin oldugu gosterilmekte ve bu
say1 giderek artmaktadir. Siirekli olarak biiyiiyen bu transkriptomda gen ifadesinin ve

hiicresel olaylarin diizenlenmesi olduk¢a zordur. Ancak, oOrtiisen bolgeler iceren ve
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birbirleri ile komsu olan genlerin bu karmasik diizenlemede Onemli rollerinin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yazilimsal olarak siirekli agik olan bir bolgede bir
sarmaldaki genin ifade seviyesi siiphesiz karst1 sarmaldaki genleri de
etkileyebilmektedir. Antisense transkriptlerin ilgili bolgedeki genleri diizenleyebilmesi
icin baz1 mekanizmalar gelistirmeleri gerekmektedir ve bu konu halen anlagilamamugtir.
Ancak, birka¢ mekanizma one siiriilebilir. HTH transkritplerin birbirleri arasinda pozitif
veya negatif yonlii etkilesimleri olabilir. Bu tez ¢alismasinda VIM ve VIM-AS1 genleri
arasinda hiicre tiirlerine ve maruz birakilan kimyasal bilesige gore pozitif veya negatif
bir etkilesim oldugu gosterilmistir. HTH transkritpler tanim olarak 5° u¢ kisimlarinda
ortiisen bolgeler iceren molekiillerdir. Bu molekiillerin birbirlerinin diizenlemesinde,
yazilimin yoniiniin 5’ uctan 3’ uca oldugunu g6z 6niinde bulundurarak, karsi komsu
gende olan ifade degisiminin ilgili genin 6zendirici bolgesinde bazi etkilesimler
olusturarak bu genlerin pozitif veya negatif yonde diizenlenmesinde etkili olabilir.
Bunun yami sira bizim ¢alismamizda da gosterildigi gibi EMB transkriptlerin birlikte
ifade edildigi bilinmektedir. Arastirmacilar, yazilimsal olarak zaten agik bu bolgedeki
degisimin karst sarmaldaki genin de ifade seviyesinin degistirebilecegini
diisiinmektedirler. Boylelikle EMB transkriptlerde karsi-komsu genlerin etkilesimlerinin
pozitif yonlii olabilecegini one stirmiislerdir. Buna karsin, TTT transkriptlerin genomda
fazla oldugu ve bunlar arasinda negatif yonlii etkilesimler oldugu gosterilmistir. Bu
calismada ise, BCL2 geni kars1 sarmalindan sentezlenen ve 3’ u¢ kisimlarinda ortiisen
bolgeler iceren LOC105372161’in birbirleri ile negatif yonlii ilgilesim gosterdigi
bulunmustur. Hatta LOC105372161 TTT  transkripti  apoptoz  siirecinin
diizenlenmesinde onemli rolleri olan ve birgok kanser ¢esidinde asir1 ifade edilen BCL2
genini negatif yOnde diizenleyerek hiicrenin apoptoza gitmesini tesvik ettigi
gosterilmistir. TTT transkriptleri arasindaki bu negatif ilgilesim, yazilim sonrasi gen
diizenlemesinde 0Ozellikle miRNA’lar ile olan diizenlenmede oldugu gibi, 3’
bolgelerinin etkilenmesi ve bdylece ilgili genin ifade seviyesinin azalmasi One

surtlebilir.

Ozetle, bu tez calismasinda antisense transkriptlerin ilgili genin ifade seviyesini negatif
veya pozitif yonde diizenleyerek islevini etkileyebilir. Ayrica, yeni sentezlenmis anti-
kanser ilaglarinin antisense-sense arasindaki dengeyi degistirerek kanser hiicrelerinde

etkili olabilecegi gdsterilmistir. Anti--kanser ilaglarinin etkinliklerinin yami sira, bu
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bilesiklerin antisense transkriptlerin ifade seviyesini etkileyerek kanserde apoptoz,
hiicre dongiisii ve hiicre gocii gibi siireglerde pozitif/negatif yonlii degisim olabilecegini
gostermektedir. Bilim adamlarinin ilgi odagi haline gelen uzun kodlanmayan RNA’larin

bir siif olan NAT’larin daha detaylandirilmasi gereken mekanizmalari bulunmaktadir.

Bu calismada elde edilen veriler 1518inda, bu dogal antisense transkriptlerin hiicresel
yolaklarda aldiklari rollerin tam olarak anlasilmasi i¢in siRNA susturma ve/veya
klonlama caligmalar1 yapilabilir. Ayrica, protein kodlayan genlerin Western Blot
yontemi ile ifade seviyelerinin degerlendirilmesi daha anlamli sonuglar verecektir.
Kanserli hastalardan alinan doku 6rneklerinde NAT ’larin ifade seviyeleri ile hastalik
iliskilendirilebilir. Dahasi, ileri transkriptom analizleri yapilarak insan genomundaki
sense-antisense transkriptlerin birbirleri ile etkilesimleri belirlenebilir. Ayrica, apoptoz,
hiicre dongiisii ve yara iyilesmesi gibi siireclerde etkileri belirlenen tiyosemikarbazon
tiirevi ilaglarin in vivo kanser modellerinde ¢alisilmasi 6nerilmektedir. Bu ¢alismadan
elde edilen bulgular ve oOneriler bu alanda yapilacak olan ileriki ¢alismalara 151k

tutacaktir.
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