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ÖZET 

 

DOĞAL ANTĠSENSE TRANSKRĠPTLERĠN KANSERDEKĠ ROLLERĠ  

Esra BOZGEYĠK 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 
Tez danıĢmanı: Prof. Dr. Ecir Ali ÇAKMAK 

ġubat 2017, 160 sayfa 

 

Kanser, hasarlı hücrelerin hayatta kalması ve düzensiz hücre çoğalması sonucu oluĢan 
genetik bir hastalıktır. Yeni kanser vakalarının ve kansere bağlı ölümlerin artması ile 
kanser tanı/tedavisine yönelik çalıĢmalar giderek artmaktadır. Dolayısıyla, bu çalıĢmada 
bazı doğal antisense transkriptlerin (natural antisense transcript, NAT) kanserdeki 

rollerinin belirlenmiĢtir. Ayrıca, henüz etkinliği belirlenmemiĢ 8A ve 17B 

tiyosemikarbazon türevi kimyasal bileĢiklerin kanser hücrelerindeki etkinliği ve etkin 
dozlarının NAT‘ların ifade seviyeleri üzerine etkileri değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda 
ilk olarak insan doku örneklerinde ve kanser hücre hatlarında NAT‘ların ifade seviyeleri 
belirlenmiĢtir ve antisense transkriptlerin protein kodlayan genlere kıyasla değiĢik ve 
özgül ifade paternine sahip olduğu görülmüĢtür. 5-FU anti-kanser ilacı, 17B ve 8A 
tiyosemikarbazon türevlerinin anti-kanser etkileri MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir. Bu 
kimyasalların etkin dozları apoptoz ve hücre döngüsü üzerine etkileri Flow sitometri 
yöntemi ile belirlenmiĢtir. MCF7 ve U2OS hücrelerinin 17B ve 8A kimyasallarıyla 
muamele edilmesi ile apoptotik hücre grubunun arttığı bulunmuĢtur. Ayrıca, hücrelerde 
17B maddesinin hücre döngüsünü G0/G1 fazında, 8A‘nın ise S fazında durduğu 
bulunmuĢtur. Hücre göçü deneylerinde, 17B ve 8A kimyasalları ile muamele edilen 

hücrelerde normale kıyasla daha yavaĢ göç olduğu gösterilmiĢtir. 17B maddesinin 
NAT‘ların ifade seviyesini bazı hücrelerde azalttığı bazılarında arttırdığı bulunurken, 
8A kimyasalının ise tüm hücrelerde maruziyet süresine göre NAT‘ların ifadesinde artıĢ 
olduğu gösterilmiĢtir. Sonuç olarak, 17B ve 8A kimyasallarının doğal antisense 
transkriptlerin ve ilgili genlerin ifade seviyelerini değiĢtirerek yeni bir anti-kanser ilacı 
olabileceği gösterilmiĢtir.  

 

Anahtar Kelimeler: Antisense transkript, Anti-kanser ilacı, Apoptoz, Hücre döngüsü, 

Kanser, LncRNA 
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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 NATs in various normal human tissues 

and cancer cells were determined and NATs 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 U2OS cancer cells. Interestingly, 17B and 8A 

were interfered with the cell-cycle by causing arrest at G0/G1 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 

NATs 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 

NATs and regarding target genes. 

 

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

LncRNA 
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1 . GĠRĠġ ve AMAÇ 

 

 

Kanser çağımızın önde gelen ölümcül sağlık problemlerindedir ve dünya çapında 

yaygın bir Ģekilde görülmektedir (1). Amerika BirleĢik Devletleri 2016 yılı kanser 

istatistiklerine göre, 1,6 milyon insanda kanser teĢhis edilirken, neredeyse yarım milyon 

insan kansere bağlı olarak hayatını kaybetmiĢtir (1). Ülkemizde de kanser en önemli 

sağlık problemleri arasında gösterilmekte ve maddi ve manevi kayıplara neden 

olmaktadır. Türkiye Kanser Daire BaĢkanlığı tarafından yayınlanan 2013 yılı Türkiye 

kanser istatistikleri verilerine göre, ülkemizde görülen yeni kanser vakalarının ve 

kansere bağlı ölümlerin sayısı giderek artmaktadır. Ancak bu veriler diğer geliĢmiĢ 

ülkelere kıyasla daha düĢüktür (www.kanser.gov.tr).   

Moleküler bir hastalık olarak kanser, hasarlı hücrelerin hayatta kalması ve düzensiz 

hücre çoğalması sonucu oluĢan genetik bir hastalıktır. Normal hücreler, hücre 

bölünmesi, farklılaĢması ve hücre ölümünü düzenli ve verimli bir Ģekilde 

gerçekleĢtirebilmek için birçok mekanizma geliĢtirmiĢlerdir. Birçok düzenleyici etmen, 

genlerin aktif veya inaktif olmasında rol alarak hücre çoğalmasının ve farklılaĢmasının 

kontrolünü sağlamaktadır. Hücre döngüsü, farklılaĢması gibi süreçlerde rol oynayan 

onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen bozukluklar kanserin 

moleküler temelini oluĢturmaktadırlar (2). Hanahan ve ark. kanser hücrelerini normal 

hücrelerden farklı kılan altı tane ayırt edici özelliğini sıralamıĢlardır. Bu ayırt edici 

özellikler; çoğalma sinyalinin sürekliliği, büyüme baskılayıcılarından kaçıĢ, hücre 

ölümüne karĢı direnç, artmıĢ telomeraz aktivitesi ve ölümsüz çoğalmaya olanak 

sağlama, anjiyogenezin uyarılması, istila ve metastaz etkinleĢmesi olarak 

sıralanmaktadır (2). Bunun yanı sıra, bağıĢıklık sisteminden kaçıĢ, genomik 

kararsızlığın artması, enerji metabolizmasında yeniden düzenlenmeler ve tümör teĢvik 

edici yangı kanserin diğer ayırt edici özellikleri arasında sıralanmaktadır (2).  

Daha önceleri yalnızca protein kodlayan genlerde meydana gelen bozuklukların kanser 

geliĢimine sebep olduğu düĢünülmekteydi. Ancak, son yıllarda yapılan çalıĢmalar 
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protein kodlayan genlerin yanı sıra birçok iĢlevsel RNA molekülünün tanımlanmasına 

olanak sağlamıĢ ve bu RNA trankriptlerinin de kanser oluĢumu ve ilerlemesinde önemli 

etkilere sahip olduğu ortaya konulmuĢtur (3-6). Yeni tanımlanan bu iĢlevsel RNA 

tranktiptlerinin protein kodlama özellikleri olmadığı için kodlanmayan RNA (non-

coding RNAs)‘lar olarak adlandırılmıĢlardır. Kodlanmayan RNA‘ların sınıflandırılması 

için birçok farklı sınıflandırma yöntemi ileri sürülmüĢtür. NcRNA transkriptlerinin 

birçoğu genellikle birden çok kategoride yer alabilir ve bu nedenle ncRNA sınıfların net 

kategorizasyonu epeyce zordur. Fakat ncRNA‘lar bazı özelliklerine göre kendi içinde 

farklı gruplara ayrılırlar. Klasik olarak, kısa kodlanmayan RNA, <200 nt; uzun 

kodlanmayan RNA >200nt olarak uzunluklarına göre sınıflandırılmaktadırlar. 

ĠĢlevlerine göre; hücrede sürekli ifade edilen ribozomal RNA, taĢıyıcı RNA gibi 

ncRNA‘lar, mikroRNA (miRNA), uzun kodlanmayan RNA (long non-coding RNA, 

lncRNA) gibi düzenleyici RNA‘lar olarak sınıflandırılırlar. Hücre içindeki 

yerleĢimlerine göre, küçük çekirdek RNA (small nuclear RNA, snRNA), küçük 

çekirdekçik RNA (small nucleolar RNA, snoRNA), sitoplazmada yerleĢik piwi-

etkileĢimli RNA (cytoplasm-located piwi-interacting RNA, piRNA), küçük müdahaleci 

RNA (short interfering RNA, siRNA) gibi ncRNA sınıflarına ayrılır. Bunların yanı sıra 

diğer ncRNA sınıfları, özendirici bölge iliĢkili RNA (promoter-associated RNA, PAR) 

ve arttırıcı RNA (enhancer RNA, eRNA) olarak da alt gruplara ayrılabilmektedir (5, 7-

13). 

Birçok lncRNA, RNA polimeraz II tarafından sentezlenmektedir ve poliadenilasyona, 

kesilime (splicing) uğrayabilmekte ve 5‘ baĢlık eklenebilmektedir. Bu transkriptler 

hücresel iĢlevlerine göre çekirdekte veya sitoplazmada yerleĢik olabilmektedir (5, 6). 

Ayrıca, lncRNA‘lar genel olarak beĢ ayrı grupta kategorize edilir: (i) protein kodlayan 

genlerin antisense sarmalından transkripte olan lncRNA‘lar, (ii) protein kodlayan 

genlerin intronlarını içerecek Ģekilde bulunan transkriptler, (iii) protein kodlayan 

genlerin özendirici bölgeleri (promoter) ile iliĢkili ve 5‘ UTR ve 3‘ UTR ile iliĢkili olan 

transkriptler, (iv) protein kodlayan genlerdeki dizilerden bağımsız olan transkriptler, (v) 

protein kodlayan genlerin dıĢında kalan bölgelerden transkripte olan transkriptlerdir 

(intergenik ncRNA). Öte yandan, ncRNA‘lar iĢlevlerine, hücredeki yerleĢimine, 

transkripte edildikleri bölgelere göre de sınıflandırılabilirler (5, 6, 14, 15). Protein 

kodlayan genlerin antisense ipliğinden sentezlenen transkriptlere doğal antisense 
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transkript (natural antisense RNA, NATs, asRNA) denilmektedir. Bu transkriptler, 

kendi içinde transkriptin yönüne ve yerleĢimine bağlı olarak 5‘ uç kısmında örtüĢen 

bölgeler içeren (head-to-head, HTH), 3‘ uç kısmında örtüĢen bölgeler içeren (tail-to-tail, 

TTT), bir transkriptin tamamen diğerinin içerisinde olması (embedded, EMB) ve 

intronik (intronic, INT) bölgelerde olan transkriptler Ģeklinde alt gruplara ayrılabilir. 

Bununla beraber, NAT‘ların, aynı kökenli genlerin düzenlenmesinde ve kanserdeki 

rolleri tam anlamıyla açık değildir (14-16).  

Kodlanmayan RNA‘lar arasında ilk tanımlanan ncRNA ailesi miRNA‘lardır. 

MiRNA‘lar ortalama 22 nükleotid uzunluğunda protein kodlama özelliği olmayan ve 

gen ifadesini yazılım sonrasında negatif yönde düzenleyen RNA molekülleridir. 2000‘li 

yılların baĢında büyük ilgi odağı haline gelmiĢlerdir ve miRNA‘ların biyolojik 

süreçlerdeki rollerini ortaya koyan binlerce makale yayınlanmıĢtır. MiRNA‘ların 

tanımlanması gen düzenlenmesine yepyeni bir boyut kazandırmıĢtır ve bilim 

adamlarının RNA dünyasına bakıĢ açılarını büyük oranda değiĢtirerek, çalıĢmaların 

kodlanmayan RNA‘lar üzerine yoğunlaĢmasına sebep olmuĢtur. ġüphesiz bu etkinin 

sebepleri arasındaki en büyük etmen miRNA‘ların kanser oluĢumunda ve ilerlemesinde 

oynadığı roller olmuĢtur. Calin ve arkadaĢları, miRNA‘ların insan kanserlerinde aktif 

rol oynadığını ve kansere sebep olduğunu gösteren ilk çalıĢmayı yapan gruptur (17, 18). 

Daha sonraları, diğer kodlanmayan RNA‘ların tanımlanması ile birlikte, lncRNA‘ların 

hücresel birçok olayda yer aldığı gösterilmiĢ ve bu transkriptlerin değiĢik ifadelenmesi 

kanserin de içinde bulunduğu birçok hastalık ile iliĢkilendirilmiĢtir (10, 19). 

LncRNA‘ların değiĢken ifade göstermesi tümör baskılayıcı ve/veya onkogenelere etki 

ederek birçok kanser türünün geliĢiminde rol oynadıkları gösterilmiĢtir. Bunun yanı 

sıra, kanserde bazı lncRNA‘lar onkogenik (OnkoLnc) özellik gösterirken bazıları ise 

tümör baskılayıcı özellik gösterebilmektedir. Örneğin; GAS5 (20), LOC285194 (21) 

gibi lncRNA moleküllerinin tümör baskılayıcı özellikleri bulunurken, HOTAIR (22, 

23), CCAT1 (24, 25), MALAT1 (26, 27) gibi lncRNA‘ların ise onkogenik özellik 

taĢıdıkları bulunmuĢtur. Ayrıca, lncRNA molekülleri bazı tümör dokularında anormal 

ifade Ģekli gösterirken bazı insan dokusu ve kanser hücre hatlarında değiĢik ifade 

gösterdiği bulunmuĢtur (8).  
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Son yıllarda yapılan geniĢ kapsamlı kanser çalıĢmalarına rağmen halen kanser geliĢimi 

ve ilerlemesinde rol oynayan birçok moleküler mekanizma aydınlatılamamıĢtır. 

Özellikle yeni tanımlanan birçok lncRNA molekülünün kanser geliĢimine olan katkısı 

halen araĢtırılmaya açık bir konudur. Dolayısıyla, bu tez çalıĢmasında VIM-AS1, 

CDKN2B-AS ve LOC105372161 gibi bazı doğal antisense transkriptlerin kanser 

süreçlerinde aldığı rollerin ortaya konulması amaçlanmıĢtır. Ġlgili NAT genleri ve 

iliĢkili olabileceği karĢı sarmalından sentezlenen VIM, CDKN2B ve BCL2 protein 

kodlayan genler kanserin önemli ayırt edici özelliklerinde oynadıkları roller sebebiyle 

seçilmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında kanser süreçleri ile iliĢkilendirilmiĢ genlerin iĢlevleri Ģu 

Ģekildedir.  

Vimentin, 10. kromozom üzerinde, 10p13 bölgesinde yerleĢik olan VIM geninden 

kodlanan mezenkimal hücrelerde ifade edilen bir ara iplikçik proteinidir ve 

sitoplazmada yerleĢiktir. Vimentin, organellerin sitoplazmadaki yerleĢiminde, hücrenin 

esnekliğinde ve hücre içi trafikte önemli rol oynayan bir proteindir. Yapılan 

çalıĢmalarda VIM geninin birçok epitel kaynaklı kanser türlerinde aĢırı ifade edildiği 

bulunmuĢtur. Kanserde aĢırı VIM ifadesi, tümör büyümesi, istila ve zayıf prognoz ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (28). Diğer yandan, CDKN2B proteini, 9. kromozom üzerinde 9p21 

bölgesinde yerleĢik CDKN2B geninden kodlanmaktadır. CDKN2B siklin bağımlı kinaz 

baskılayıcısıdır (CKI). Bu baskılayıcı proteinlerden CDKN2B (p15) G0/G1 fazında 

CDK4 ve CDK6‘yı bağlayarak siklin-CDK karmaĢımını (complex) engeller (29).  

Bunun yanı sıra, içsel apoptoz yolağının düzenlenmesinde Bcl-2 ailesi proteinleri görev 

alırlar. Yapılan çalıĢmalar sonucunda 25 tane Bcl-2 ailesi proteini tanımlanmıĢtır. Bu 

proteinler hücre içerisinde mitokondri, düz endoplazmik retikulum ve perinükleer 

zarlarda yerleĢiktir. BCL2 geni Bcl-2 protein ailesinden anti-apoptotik bir proteindir. 

BCL2, 18 kromozom üzerinde 18q21.3 bölgesinde yerleĢik BCL2 geninden kodlanan 

bir proteindir. Birçok kanser çeĢidinde aĢırı ifade edildiği rapor edilmiĢtir (30, 31).  

Dolayısıyla, bu doğal antisense transkriptlerin, kanser geliĢiminde ve ilerlemesinde 

önemli rol oynadığı bilinen protein kodlayan genler ile olan iliĢkisinin araĢtırılması 

hedeflenmiĢtir. Dahası bilinen kanser ilaçlarından 5-FU‘nun bu NAT‘lar ve iliĢkili 

olabileceği protein kodlayan genler üzerine olan etkileri araĢtırılmıĢtır. 5-FU‘nun yanı 
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sıra, anti-kanser aktiviteleri henüz belirlenmemiĢ ancak hücre çoğlamasını baskılaması 

ile bilinen tiyoksemikarbazon türevli kimyasallar (8A ve 17B) bu çalıĢmaya dâhil 

edilmiĢtir. Tiyoksemikarbazon türevleri DNA ve RNA sentezini engelleyerek anti-

kanser etkinliği gösterebilmektedir. Bu etkiyi ribonükleotitleri deoksiribonükleotitlere 

indirgeyen ribonükleotit redüktazı (RR) baskılayarak yaparlar. RR enzimi, hücre 

bölünmesinde ve tümör geliĢiminde önemli iĢlevleri olan bir moleküldür (32). Bunun 

yanı sıra, tiyosemikarbazon türevleri topo II-DNA karmaĢımındaki tiyol kalıntılarını 

alkilleyerek bu karmaĢımı kararsız hale getirir ve anti-kanser etkisi gösterirler (33). 

Dolayısıyla, apoptoz, hücre döngüsü, hücre göçü gibi kanser süreçlerinin yanı sıra 

seçilen NAT‘lar ve iliĢkili olabileceği protein kodlayan genler üzerine olan etkileri 

araĢtırılmıĢtır. Bütün bunların yanında hücrelerin kimyasallar ile muamelesi sonucunda, 

apoptozun önemli belirteçlerinden olan kaspaz etkinliği ve BCL-2 gen ailesi 

üyelerinden bazı genlerin gen ifade seviyeleri test edilmiĢtir.  
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2 . GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1. Kanser 

Kanser, günümüzün en önemli sağlık problemlerinin baĢında gelmektedir ve dünya 

genelinde sıkça görülen bir hastalıktır. Ayrıca kansere bağlı ölümler giderek artmaktadır 

(1). 2016 yılı kanser istatistiklerine göre, ABD‘de, yaklaĢık 1,6 milyon insanda yeni 

kanser vakası teĢhis edilirken kansere bağlı olarak yaklaĢık yarım milyon insan hayatını 

kaybetmiĢtir (1). Yeni kanser vakalarında; kadınlarda %29 oranla meme kanseri, 

erkeklerde ise %21 oranında prostat kanseri baĢta gelmektedir. Bununla beraber, 

kansere bağlı ölümlere, kadınlarda ve erkeklerde sırasıyla % 26 ve %27 oranla akciğer 

kanseri neden olmaktadır (1).  

Ülkemizde Sağlık Bakanlığı verilerine göre, 2013 yılında toplam 174 bin kiĢiye kanser 

teĢhisi konulmuĢtur ve bu oran diğer geliĢmiĢ ülkelere kıyasla daha düĢük seviyededir. 

Cinsiyete göre kanser görülme oranı, 103,070 erkek ve 71,233 kadın Ģeklindedir. 

Erkeklerde en sık prostat ve akciğer kanseri görülürken, kadınlarda meme kanseri en sık 

görülen kanser çeĢididir (www.kanser.gov.tr).   

Kanser, hasarlı hücrelerin hayatta kalması ve düzensiz hücre çoğalması sonucu oluĢan 

genetik bir hastalıktır. Normal hücreler, hücre bölünmesi, farklılaĢması ve hücre 

ölümünü düzenli ve verimli bir Ģekilde gerçekleĢtirebilmek için birçok mekanizma 

geliĢtirmiĢlerdir. Birçok düzenleyici etmen, genlerin aktif veya inaktif olmasında rol 

alarak hücre çoğalmasının ve farklılaĢmasının kontrolünü sağlamaktadır. Hücre 

döngüsü, farklılaĢması gibi süreçlerde rol oynayan onkogenler ve tümör baskılayıcı 

genlerde meydana gelen bozukluklar kanserin moleküler temelini oluĢturmaktadır (2).  

Kanser, bir seri genetik bozukluklardan kaynaklanmaktadır. Bu tür genetik bozukluklar, 

etkilenen genlerin iĢlevlerinin düzensizliği ile sonuçlanır. Bu tür iĢlevsel bozukluklar, 
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onkogenlerin etkinleĢmesi ve/veya tümör baskılayıcı genlerde olan iĢlev kaybı 

sonucunda oluĢmaktadır (34). 

2.2. Kanserin ayırt edici özellikleri 

Kanser geliĢiminin çok aĢamalı bir süreçte oluĢtuğu gösterilmiĢtir ve kanserin ayırt edici 

özellikleri genel olarak altı grupta değerlendirilmiĢtir (2). Kanserin ayırt edici 

özellikleri; çoğalma sinyalinin sürekliliği, büyüme baskılayıcılarından kaçıĢ, hücre 

ölümüne karĢı direnç, artmıĢ telomeraz aktivitesi ve ölümsüz çoğalmaya olanak 

sağlama, anjiyogenezin uyarılması, istila ve metastaz etkinleĢmesi olmak üzere altı ana 

grupta değerlendirilmektedir (2). Bunun yanı sıra, bağıĢıklık sisteminden kaçıĢ, 

genomik kararsızlığın artması, enerji metabolizmasında yeniden düzenlenmeler ve 

tümör teĢvik edici yangı kanserin diğer ayırt edici özellikleri arasında sıralanmaktadır 

(2). Kanserin ayırt edici özellikleri aĢağıdaki gibi özetlenmiĢtir (ġekil 2.1). 

 

ġekil 2.1. Kanserin altı ayırt edici özelliklerinin Ģematik gösterimi (2).  

 

2.2.1. Çoğalma uyarısının devamlılığı 

Kanser hücrelerinin en önemli ayırt edici özelliklerinden birisi sürekli olarak 

çoğalabilme yeteneklerinin olmasıdır. Normal hücreler, hücre sayısını dengede 

tutabilmek ve normal doku yapısının ve iĢlevinin korunması için büyüme teĢvik edici 
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etmenlerin üretimini ve salınımını dikkatli bir Ģekilde kontrol ederler. Kanser 

hücrelerinde ise bu durum farklıdır (35, 36). Kanser hücrelerinde büyüme teĢvik edici 

uyarıların düzensiz olduğu görülmüĢtür. Kanser hücreleri, çoğalma uyarısının 

devamlılığını birçok yönden sağlayabilmektedirler.  

Otokrin uyarı iletimi: Kendi büyüme etmenlerini salgılayabilirler ve böylelikle 

salgıladıkları büyüme etmenlerine kendi almaçları ile cevap verebilirler (2). 

Parakrin uyarı iletimi: Kanserli hücreler, tümör mikro çevresindeki hücrelere uyarılar 

göndererek normal hücrelerin birçok büyüme etmenini salgılamasına olanak 

sağlayabilirler. Böylece, normal hücrelerden salgılanan büyüme etmenleri kanser 

hücrelerinin büyümesine katkı sağlayabilir (37).  

DıĢarıdan herhangi bir uyaran olmadan kanser hücrelerini büyümelerini iki yolla 

tetikleyebilirler: Birincisi, sinyal yolağının etkinleĢmesi, ikincisi ise geri besleme (feed-

back) mekanizmasının bozulması ile uyarabilir (38).  

2.2.2. Büyüme baskılayıcılardan kaçıĢ 

Kanser hücreleri tümör baskılayıcı genlerden kaçmanın bir yolunu bulmalıdır. En çok 

bilinen tümör baskılayıcı genler TP53 ve RB‘nin hücre döngüsü üzerinde önemli rolleri 

bulunmaktadır. RB geninde meydana gelen mutasyonlar, bu genin iĢlevinde 

bozukluklara sebep olmakta ve dolayısıyla RB aracılı hücre döngüsü kontrolünün 

kaybına neden olmaktadır. Bu durum, hücre çoğalmasının devamlılığına olanak 

sağlamaktadır (39). RB geni, çoğunlukla dıĢ etmenlere karĢı büyüme baskılayıcı etki 

gösterirken TP53 geni, genellikle iç etmenlere karĢı baskılayıcı etki gösterir (39). Eğer, 

genomda oluĢan hasar fazla veya tamir edilemezse veya hücrede nükleotid seviyeleri, 

büyüme teĢvik edici etmenler, glikoz, oksijen seviyesi normal değilse TP53 proteini, 

hücre döngüsü bütün sıkıntılar normale dönünceye kadar durdurur (39, 40). Dahası, 

düzeltilmesi mümkün olmayan DNA hasarlarında TP53 proteini apoptozu tetikleyebilir 

(40). Normal hücreler, hücre sayısının dengede tutulabilmesi için hücre döngüsünü de 

düzenlerler ve hücre döngüsünü birçok süreçte kontrol ederler. Ancak, kanser 

hücrelerinde böyle bir durum söz konusu değildir. Hücre döngüsü kontrol noktalarında 

kritik görevleri olan genlerde (p53, RB1 gibi) olan mutasyonların döngünün kontrolünü 
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sağlayamaz ve genomik kararsızlık artar. Böylece kanser hücreleri sürekli bölünebilme 

yeteneği kazanırlar.  

2.2.2.1. Hücre Döngüsü 

Hücre döngüsü, çoğalmak için uyarılan bir hücrede gerçekleĢen bir seri biyokimyasal 

olaylar ve Ģekilsel değiĢimlerin olduğu bir süreçtir. Hücre bölünmesinde temel amaç, bir 

sonraki nesillere genetik bilginin sorunsuz olarak aktarılmasıdır. Bu durumu sağlamak 

için, hücre içerisinde birçok hücre döngüsünü düzenleme mekanizması bulunmaktadır. 

Hücre döngüsü süreci, DNA sentez (S) ve mitoz (M) evrelerinin tekrarı Ģeklindedir. Her 

iki evre arasına döngüsel olarak değiĢken bir süre beklemektedir. M ve S evrelerin 

arasındaki döneme G1 (Gap1), S ve M evreleri arasındaki döneme ise G2 

denilmektedir. Sürekli bölünen hücrelerde mitozdan sonra döngü G1–S-G2 (interfaz) ve 

M (mitoz) Ģeklinde tekrarlanır. Bu süreçte hücre uyarımı ve büyüme meydana gelmekte 

veya bölünme uyarısı almadıkları sürece dinlenme evresi G0‘da durmaktadırlar. G1, S, 

G2 evreleri (interfaz) hücre döngüsünün % 90'nını kapsar ve 16-24 saat sürerken, mitoz 

bölünme ise 1-2 saat sürmektedir (41).  

G1 evresinde hücreler, büyümeyi tetikleyici uyarılar alır ve DNA sentezi için hazırlık 

yapılır, RNA ve protein sentezi olur. Bu evrede, hücrenin bölünmesi, farklılaĢması ve 

ölmesi gibi hayati kararlar verilir. S evresinde DNA iki katına çıkar ve bu evrenin 

sonunda her kromozom birbirine bağlı iki eĢ kromatidden oluĢur. G2 evresinde, DNA 

kromatin proteinleri ile yoğunlaĢır, paketlenir. M evresinde kardeĢ kromatidler düzgün 

bir Ģekilde bir hizaya gelirler ve ardından çeĢitli aĢamalardan sonra (profaz, metafaz, 

anafaz, telofaz ve sitokinez) hücrenin ikiye bölünmesi gerçekleĢir (42, 43). 

Hücre döngüsü, G1/S, G2/M ve metafaz-anafaz geçiĢleri gibi çeĢitli kontrol noktaları ile 

kontrol edilmektedir. Bu kontrol noktalarında döngünün kaderi belirlenir (44). Hücre 

döngüsü kontrolü genel olarak protein kinazlar, siklinler ve siklin bağımlı kinaz 

baskılayıcıları (CKI) tarafından sağlanır. Protein kinazlar hedef proteinlerin 

fosforillenmesi sağlarken, siklinler hücre döngüsünün iĢlerliğini kontrol ederler. 

Siklinlerin periyodik yapım/yıkımları ve dolayısıyla iliĢkide bulundukları siklin bağımlı 

kinazların (CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7 ve CDK25) iĢlevlerinin 
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düzenlenmesini sağlar. Siklin bağımlı kinazlar kendi baĢlarına bulunduklarında 

iĢlevsizdirler, ancak siklinlere bağlandıklarında etkinleĢir ve böylece iĢlevsel siklin-

CDK bileĢenleri oluĢur. CKI‘lar; siklinleri, CDK‘ları veya siklin-CDK karmaĢımını 

doğrudan etkileyerek CDK‘ların iĢlevini baskılarlar (ġekil 2.2) (29). CKI‘lar 

etkiledikleri CDK ve mekanizmalarına göre iki alt gruba ayrılırlar. INK ailesinde, p15, 

p16, p18, p19 olmak üzere 4 tane CKI bulunmaktadır ve bunlar G1 fazında CDK4 ve 

CDK6‘yı bağlayarak siklin-CDK karmaĢımını engeller (43). CIP/KIP ailesinde, p21, 

p27, p57 CKI‘ları siklin-CDK karmaĢımını engeller (29).  

 

ġekil 2.2. Hücre döngüsünün evreleri ve bu evrelerde rol oynayan CDK‘lar, siklinler ve 

CDK baskılayıcılarının Ģematik gösterimi (45).  

 

2.2.1.2. Siklin bağımlı kinaz 4 baskılayıcısı 2B (P15, CDKN2B) 

CDKN2B proteini, 9. kromozom üzerinde 9p21 bölgesinde yerleĢik CDKN2B geninden 

kodlanmaktadır. CDKN2B geni iki tane splice varyant içermektedir ve bunların iki tane 

protein izoformu mevcuttur. CDKN2B, mRNA varyant 1 (NM_004936.3) 2 tane ekzon 

içermektedir ve 3861 nükleotid (nt) uzunluğundadır. Bu varyanttan sentezlenen protein 

izoformu, izoform 1 (NP_004927.2) 138 amino asit (aa) uzunluğundadır.  Ġkinci varyant 

(NM_078487.2) 2 ekzon içermekte olup 3984 nt uzunluğundadır ve protein izoformunu 

(NP_511042.1) 78 aa oluĢturmaktadır (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1030) (ġekil 

2.3).  
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ġekil 2.3. CDKN2B geninin kodlandığı genomik bölgenin gösterilmesi. Ayrıca, 
CDKN2B proteinin farklı bölgeleri gösterilmiĢtir.  

 

Normal hücreler kültür kabında çoğalmayı hücre-hücre etkileĢimi sayesinde kontrol 

altında tutarlar. Ancak, kanser hücreleri yeterli çoğunluğa eriĢseler bile çoğalmaya 

devam ederler. Bu olayın aydınlatılması için iki mekanizma açıklanmıĢtır. Birincisi, 

NF2 gen ürünü olarak bilinen Merlin, hücre yüzeyi yapıĢma molekülleri ile etkileĢime 

girerek hücreler arası bağlantıların engellenebileceği (contact inhibition) öne 

sürülmüĢtür (46). Ġkinci mekanizma ise, tümör baskılayıcı etki gösteren epitel polarite 

proteini LKB1 ile sağlanmaktadır. LKB1,  epitelyal yapının düzenlenmesinde ve doku 

bütünlüğünün korunmasında önemli görevleri olan bir proteindir (47).   

2.2.3. Hücre ölümüne karĢı direnç  

Normal hücreler apoptoz ile kanser geliĢimine karĢı doğal bir savunma mekanizması 

geliĢtirmiĢlerdir (48, 49). Tümör hücreleri apoptozu sınırlamak ve apoptozdan kaçmak 

için birçok yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntemlerden en iyi açıklanmıĢ olanı TP53 

etkinliğinin kaybıdır (50). Ayrıca, tümör hücreleri TP53 kaybında olduğu gibi anti-

apoptotik proteinlerin aĢırı ifadelenmesi ile apoptozdan kaçabilirler (50, 51).  

Apoptozun yanı sıra, normal hücrelerde düĢük seviyelerde etkin olan fakat besin 

yokluğu gibi stres durumlarında güçlü bir biçimde uyarılan fizyolojik bir cevap olan 

otofaji de programlı hücre ölümüdür (52). Otofaji, kendini yeme olarak bilinen 

lizozomal yıkım mekanizmasıdır. Hücrenin sağkalımı, büyümesini ve hemeostasini 



14 

 

sağlamak için hücre içerisindeki proteinleri veya zarar görmüĢ organelleri çift zarlı bir 

kesecik içerisine alarak lizozoma taĢır ve yıkılmalarını sağlar (52-54).  

Apoptoz bir çeĢit programlı hücre ölümüdür ve kendine özgü yapısal özellikler ile 

karakterizedir. Apoptotik hücrelerde, hücre zarının buruĢuk olması, kromatin 

yoğunlaĢması, hücre iskeletinde bozukluklar ve DNA‘nın parçalara ayrılması 

kaçınılmaz bir durumdur. Apoptoz hücre içerisinde çeĢitli yollarla olabilmektedir. Genel 

anlamda, içsel (intrinsic) ve dıĢsal (extrinsic) olmak üzere iki tane ana apoptoz yolağı 

mevcuttur ve her iki yolak da kaspaz etkinliğine bağlı olarak ilerler (ġekil 2.4).  

 

 

ġekil 2.4. Ġçsel ve dıĢsal apoptoz yolaklarının gösterilmesi. DıĢsal yolak, ölüm 
almaçlarının (TRAIL, TNFα, Fas) pro-kaspaz 8‘i etkin hale getirmesi ile baĢlar. Ġçsel 
yolakta ise, mitokondriden sitokrom c‘nin salınması ile pro-kaspaz 9 etkinleĢir ve 
apoptoz silsilesi baĢlar. Ġçsel ve dıĢsal yolakta uyarılan kaspaz 8 ve 9‘un etkinleĢmesi ile 
etkileyici (effector) kaspazlar etkin hale gelir ve apoptoz gerçekleĢir (55).  
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2.2.3.1. Ġçsel Yolak 

Ġçsel yolak, DNA hasarı, büyüme etmenlerinin yoksunluğu, hipoksi, aĢırı kalsiyum 

yüklenmesi ve bazı ilaçlar tarafından uyarılarak etkin hale gelen bir yolaktır. Bu yolak 

Bcl-2 ailesi proteinleri tarafından düzenlenir. Bu proteinler hücre içerisinde, mitokondri, 

düz endoplazmik retikulum ve perinükleer zarlarda yerleĢiktir (56). Bcl-2 ailesi anahtar 

düzenleyiciler olarak t(14:18) kromozom translokasyonları hariç birçok kötü huylu 

kanser türlerinde aĢırı ifade edilmektedir. Günümüze kadar 25 tane Bcl-2 ailesi proteini 

tanımlanmıĢtır. Bcl-2 ailesi proteinleri iki ana gruba ayrılmaktadır: pro-apoptotik 

proteinler, anti-apoptotik proteinler (ġekil 2.5). Pro-apoptotik üyeler Bax, Bak, Bad, 

Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk proteinlerinden oluĢmaktadır. Anti-apoptotik üyeleri ise; 

Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 proteinleri oluĢturmaktadır (30). Anti-apoptotik 

Bcl-2 üyeleri sitokrom c salınımını engelleyerek apoptozu baskılarken, pro-apoptotik 

üyeler apoptozu teĢvik eder (31).  

Apoptotik uyaran durumunda, dıĢ mitokondri zarı geçirgen hale gelir ve sitokrom c‘nin 

salınımına neden olur. Sitoplazmaya salınan sitokrom c, ilk olarak APAF1 (Apoptotic 

protease activating factor 1) ile etkileĢime geçer ve pro-kaspaz 9‘un etkin hale 

gelmesine yol açar. Etkin pro-kaspaz 9, kaspaz 3/7 gibi etkileyici kaspazları etkin hale 

getirir ve kaspaz silsilesini baĢlatarak apoptoza neden olur. Kaspazların etkinleĢmesi ile 

nüklear lamin ve çekirdek parçalanır, hücre programlı bir biçimde ölür (57).  

 

 

ġekil 2.5. Bcl-2 ailesi üyelerinin gösterilmesi. Anti-apoptotik genlerde 4 tane Bcl-2 

homoloji (BH) bölgesi ve 1 tane zar geçiĢ (TM, transmembrane domain) bölgesi 
bulunmaktadır. Pro-apoptotik Bcl-2 genlerinin ise 3 BH ve 1 TM bölgesi ile sadece 
BH3 ve TM bölgesinin olduğu iki alt grubu mevcuttur (sol) (58).  BCL2 geninin 
kromozomal yerleĢkesi gösterilmiĢtir (sağ).  
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BCL2 proteini, 18. kromozom üzerinde 18q21.3 bölgesinde yerleĢik BCL2 geninden 

kodlanmaktadır. BCL2‘nin, iki tane splice varyantı bulunmaktadır ve bu varyantlardan 

iki tane protein izoformu sentezlenmektedir. BCL2 transkript variant 1 (alfa), 3 ekzon 

içermektedir ve 6492 nt uzunluğundadır (NM_000633.2). Bu varyanttan sentezlenen 

protein alfa izoformu (NP_000624.2) 239 aa uzunluğundadır. BCL2 transkript variant 2 

(beta), 2 ekzon içermektedir ve 1206 nt uzunluğundadır (NM_000657.2). Bu varyanttan 

sentezlenen protein beta izoformu (NP_000648.2) 205 aa uzunluğundadır 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/596) (ġekil 2.5).   

2.2.3.2. DıĢsal Yolak 

DıĢsal yolak, hücre yüzeyinde bulunan ölüm almaçlarının aracılığı ile tetiklenir. Ölüm 

almaçları, TNF (Tumor Necrosis Factor) almaç gen süper ailesinin üyeleridir. TNF 

almaç ailesinin üyeleri, hücre dıĢı sistein zengin bölgesi ve ―ölüm bölgesi (death 

domain)‖ olarak adlandırılan 80 aa‘lik sitoplazmik bölgeden oluĢur (59). Ölüm bölgesi, 

hücre içi uyarı ileti yolaklarına hücre yüzeyinden ölüm sinyalini taĢımada kritik rol 

oynamaktadır. En iyi bilinen ölüm almaçları ve ekleri (ligand), FasL/FasR, TNF-

α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5 Ģeklindedir. Ölüm almaçlarının 

uyarılması ile pro-kaspaz 8 etkin hale gelir ve içsel yolakta olduğu gibi etkileyici 

kaspazları etkin hale getirerek kaspaz silsilesini baĢlatır, böylelikle, apoptoz gerçekleĢir 

(60, 61).  

2.2.4. Ölümsüz çoğalmaya olanak sağlama  

Kanser hücrelerinin mikroskobik tümörleri oluĢturabilmeleri için limitsiz bir Ģekilde 

çoğalabilmeleri gerekmektedir. Normal vücut hücreleri belirli sayıda büyüme-bölünme 

döngüsü geçirirken kanser hücreleri bu kuralı yok sayarlar. Normal hücrelerde bu kuralı 

sağlayan iki nokta vardır. Birincisi, hücrelerin yaĢlanması, ikincisi ise yaĢlanma 

sonucunda ölüme gitmesidir (2). Yapılan çalıĢmalar telomerlerin hücre ölümsüzlüğünde 

rollerinin olduğunu göstermektedir. Telomerler, birçok ardıĢık hekzanükleotid 

tekrarlarından oluĢur. Ölümsüz olmayan hücrelerde her hücre bölünmesinde kısalır ve 

sonunda DNA uçlarını koruma yeteneklerini kaybederler. Telomeraz, özel bir DNA 

polimeraz enzimidir. Bu enzim telomer uçlarının uzamasından sorumludur. Telomeraz 

etkinliği ölümlü hücrelerde yok denecek kadar azdır. Ancak, kanser hücreleri gibi 
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ölümsüz hücrelerde önemli derecede etkin olan bir enzimdir. ArtmıĢ telomeraz etkinliği 

yaĢlanma ve apoptoza karĢı bir direnç oluĢturmaktadır ve buna ters bir Ģekilde 

telomeraz etkinliğinin baskılanması telomer kısalmalarını sağlayarak yaĢlanmaya ve 

hücre ölümüne neden olmaktadır (2, 62).  

2.2.5. Anjiyogenezin uyarılması 

Normal dokular gibi tümörler de besin ve oksijen alınımına ve metabolik atıkları ve 

karbondioksiti uzaklaĢtırma ihtiyacı duyarlar. Anjiyogenez ile oluĢan tümör iliĢkili 

damarlar bu ihtiyaçların karĢılanmasını sağlarlar (63). YetiĢkinlerde damar oluĢumu, 

yara iyileĢmesi, menstural döngü gibi fizyolojik süreçlerde geçici olarak etkin hale 

gelirken, tümör dokularında neredeyse her zaman etkindir. Bu durum, oluĢan tümörlerin 

beslenmesinde önemli rol oynamaktadır. En iyi bilinen anjiyogenez tetikleyicisi 

VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) iken anjiyogenez baskılayıcısı TSP-1 

(Thrombospondin 1)‘dir. VEGFA geni, embriyonik ve postnatal geliĢim sürecinde yeni 

damar oluĢumundan sorumlu bir gendir. VEGF gen ifadesi hipoksik ve anjiyogenik 

uyarılara karĢı artabilir ve diğer proanjiyogenik faktörlerin uyarılmasına da sebebiyet 

verebilir (64-66).  

Tümörlerde oluĢan damarlar düzensiz bir Ģekilde olduğundan normal yerleĢimden 

farklıdır. Tümör damarlaĢması, geliĢmemiĢ kapiller oluĢumu, aĢırı damar dallanması, 

bozuk ve geliĢmemiĢ damarlar, düzensiz kan akıĢı, mikro kanama, sızdırma, artmıĢ 

endotel hücre çoğalması ve apoptoz ile karakterize bir süreçtir. 

2.2.6. Ġstila ve metastazın etkinleĢtirilmesi 

Kanser hücreleri, istila ve metastaz yapabilmeleri için morfolojik değiĢim geçirmeli, 

diğer hücrelerle olan bağlantılarını ve hücre dıĢı ortam ile olan bağlantılarını 

değiĢtirmelidirler. Kanser hücrelerine bu süreçte epitelyal mezenkimal geçiĢ (EMT) 

aracılık eder.  

2.2.6.1. Epitelyal mezenkimal geçiĢ (EMT) 

Epitelyal mezenkimal geçiĢ, epitel kaynaklı hücrelerin, yayılmacı, apoptoza direncinin 

arttırıcı ve ECM (ExtraCellular Matrix) bileĢenlerinin ciddi derece yükseldiği 
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mezenkimal hücre fenotipi kazanması için bir takım biyokimyasal olayların olduğu, 

bazal zar ve bazal yüzey arasında normal etkileĢimin olduğu biyolojik bir süreçtir (67). 

EMT, hücre iskeleti düzenlenmesi ve E-cadherin gibi hücre yapıĢma moleküllerinin 

düĢük ifade edilmesi ile karakterize bir süreçtir (67). EMT‘nin baĢlatılması için bir dizi 

moleküler mekanizmanın etkin hale gelmesi ve bazı özgül yazılım etmenlerinin 

etkinleĢmesi gerekmektedir (68). Örneğin; hücreler arası bağlantı proteinlerinin kaybı 

(E-cadherin, N-cadherin, P-cadherin), matriks yıkım enzimlerinin üretilmesi 

(metaloproteinazlar, kathepsin proteazlar), artmıĢ hücre hareketliliği, programlı hücre 

ölümüne karĢı artmıĢ direnç, epitel hücre morfolojisinden mezenkimal hücre 

morfolojisine geçiĢ sıralanabilmektedir (2, 67).  

EMT, embriyonik geliĢim sürecinde, yara iyileĢmesi gibi özel koĢullarda normal olarak 

gerçekleĢen biyolojik bir süreçtir. EMT normal bir süreç gibi görünse de, kanser ile 

iliĢkili yapılan çalıĢmalarda, kanserin yayılmasında önemli rol oynayan istila, metastaz 

ve anjiyogenez gibi süreçlere aracılık ettiği bildirilmiĢtir (2, 67, 69). EMT‘nin 

göstergesi olarak birçok moleküler belirteç tanımlanmıĢtır ve bunlardan en önemlisi E-

cadherin‘dir. E-cadherin en iyi bilinen epitel hücre belirtecidir ve EMT sürecinde 

çoğunlukla düĢük ifade edilmektedir veya kaybolmaktadır. E-cadherin kaybı epitel 

hücrelerin göç kapasitesi kazanması ile doğrudan iliĢkilidir (70). Mezenkimal hücre 

belirteçlerinden Snail, Slug, ZEB1, ve Twist E-cadherin ifadesini baskılamaktadır. Öte 

yandan, mezenkimal hücre belirteci olan vimentin ve fibronektin hücrelere esnek bir 

yapı sağlayarak hücrelerin göçüne olanak sağlamaktadır (2, 67, 70).  

 

ġekil 2.6. Kanserde EMT sürecinin Ģematik gösterimi. Normal epitel hücresi, birincil 
dokudan koparak mezankimal hücre özelliği kazanır. Hareketli bu hücre kan 
damarlarından geçerek baĢka bir dokuda/bölgede yeniden yerleĢerek çoğalmaya baĢlar 
(67).  
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Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar, kanser hücrelerinin uzak doku bölgelerine göç 

etmek için EMT sürecini tekrar etkinleĢtirdiklerini göstermiĢtir. EMT‘nin etkinleĢmesi 

ile kanser epitel hücrelerinin göç kapasitesi artmakta ve bu hücrelerin tümör 

mikroçevresinden koparak yeni oluĢan damarlar sayesinde dolaĢıma katılır ve metastaza 

aracılık ederler (ġekil 2.6). Dolayısıyla, kanserde EMT‘nin hedeflenmesi ve EMT 

sürecinin baskılanması istilanın ve metastazın durdurulması açısından son derece 

önemlidir (2, 67, 70). 

2.2.6.2. Vimentin (VIM) 

Vimentin proteini, mezenkimal hücrelerde ifade edilen bir ara iplikçik proteinidir ve 

sitoplazmada yerleĢiktir. Ara iplikçikler genellikle yapısal olarak kararlı olsalar da 

Vimentin için durum farklıdır. Vimentin, organellerin sitoplazmadaki yerleĢiminde, 

hücrenin esnekliğinde ve hücre içi trafikte (kolesterol taĢınımı) önemli rol oynayan bir 

proteindir.  

Vimentin proteini, 10. kromozom üzerinde, 10p13 bölgesinde yerleĢik olan VIM 

geninden kodlanır. VIM geninin 10 tane ekzon bölgesi bulunmaktadır (NM_003380.3, 

mRNA uzunluğu: 2136 nt) ve bunların 9 tanesi protein kodlamaya (NP_003371.2, 

aa:466, 57 kDa) katılmaktadır (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7431) (ġekil 2.7).  

 

ġekil 2.7. Vimentin geninin kodlandığı bölgenin ve protein yapısının gösterilmesi.  
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Günümüze kadar yapılan çalıĢmalarda, VIM geninin, birçok epitel kaynaklı kanser 

türlerinde aĢırı ifade edildiği bulunmuĢtur. Kanserde aĢırı VIM ifadesi, tümör büyümesi, 

istila ve zayıf prognoz ile iliĢkilendirilmiĢtir. 57 kDa olan Vim proteini, EMT sürecinde 

önemli bir mezenkimal hücre belirtecidir (28). EMT, epitel hücrelerde Vimentin ara 

iplikçiği ile karakterizedir, normal durumda yalnızca keratin ara iplikçiği ifade edilir. 

EMT‘nin tersi olan MET‘te (Mesenchymal–Epithelial Transition) ise hücreler tekrardan 

epitel hücre özelliği kazanmaya baĢlar, VIM ifadesi düĢer ve hücre hareketliliği azalır 

(28, 68).  

2.2.7. Diğer ayırt edici özellikler 

Kanserin ana ayırt edici özelliklerinin yanı sıra baĢka ayırt edici özellikleri de 

mevcuttur. Bunlar arasında; enerji metabolizmasındaki yeniden düzenlenmeler ve 

bağıĢıklık sistemi hücrelerinden kaçıĢ yer almaktadır. Diğer yandan, kanser hücrelerinin 

etkinleĢen özellikleri arasında genomik kararsızlık ve tümör teĢvik edici yangı 

sayılabilir. 

Enerji programında yeniden düzenlenmeler: Kanser hücreleri sürekli çoğalabilmek 

için enerji metabolizmasında da yeniden düzenleme yapabilirler. Normal hücreler 

oksijen varlığında, glikozu metabolize ederek oksidatif fosforilasyon yaparlar, oksijen 

yokluğunda ise glikolize dayalı bir enerji metabolizması öne çıkar ve çok az oranda 

pürüvat molekülü mitokondriye aktarılır. Ancak, kanser hücreleri, oksijen varlığında da 

glikolize dayalı mekanizmayı kullanırlar. Bu durumda kanser hücreleri glikoliz 

sayesinde 18 kat daha az verimli bir yolu seçerler. Aradaki bu farkı kapatmak için 

glikoz taĢıyıcılarının ifadesinde özellikle GLUT1 ifadesinde ciddi bir Ģekilde artıĢ 

görülür. Kanser hücrelerinin bu etkin glikoz alımı kanser yayılımının tespitinde 

kullanılan bir metot olan PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) taramasının temelini 

oluĢturmaktadır. Glikolize dayalı bu enerji metabolizmasına ―Wargburg etkisi‖ 

denilmektedir. 

BağıĢıklık sisteminden kaçıĢ: BağıĢıklık tarama (immun surveilance) teorisine göre 

hücreler ve dokular sürekli olarak bağıĢıklık sistemi tarafından gözetim altında 

tutulmaktadır. Dolayısıyla, bağıĢıklık sistemi kanser hücrelerini tanımak ve ortadan 

kaldırmak ile görevli hücreleri barındırmaktadır. Bu teoremden yola çıkarak, solid 
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tümörlerin bağıĢıklık sisteminden gizlendiği ya da bağıĢıklık sistemi tarafından ölümü 

sınırladığı öne sürülmektedir. Bazı kanser türlerinin bağıĢıklık yetmezliği çeken 

bireylerde aniden artıĢ göstermesi tümörlerde bozuk bağıĢıklık cevabına kanıt olarak 

gösterilebilir. Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar, bağıĢıklık sisteminin tümör 

oluĢumunu ve ilerlemesini önemli derecede önlediği göstermiĢtir. Sitotoksik T 

lenfositleri, yardımcı T lenfositleri ve doğal öldürücü (naturel killer, NK) hücrelerde 

meydana gelen yetmezlikler tümör görülme sıklığının artmasına neden olabilir.  

Tümör teĢvik edici yangı: Bazı tümör dokularında bağıĢıklık sistemi hücrelerinin 

varlığı uzun yıllardır bilinmektedir. BağıĢıklık sistemi hücreleri bu dokulara sızarak 

neoplastik olmayan dokularda eĢzamanlı yangısal durumlar ortaya çıkarabilir. Yapılan 

çalıĢmalar, tümör dokularının farklı yoğunluklarda bağıĢıklık sistemi hücre topluluğu 

içerdiği gösterilmiĢtir. Önceleri, bu geliĢen bağıĢıklık cevabın tümör hücrelerini ortadan 

kaldırmak için geliĢen doğal bir savunma mekanizması olduğu düĢünülmekteydi. 

Ancak, yapılan çalıĢmalar bu durumun bağıĢıklık sisteminden bir kaçıĢ olduğunu 

göstermiĢtir. Tümör iliĢkili yangının tümör oluĢumunu arttırdığı öne sürülmüĢtür. 

Ayrıca, bağıĢıklık sistemi hücreleri yakındaki kanser hücreleri için aktif mutajenik 

kimyasallar, özellikle serbest oksijen radikalleri salgılayabilirler.  

Genomik kararsızlık ve mutasyon: Kanser hücreleri artmıĢ genomik kararsızlığa 

sahiptir. Kanserli hücreler mutajenik ajanlara karĢı artmıĢ duyarlılık gösterirler. Çünkü 

genomun bütünlüğünü ve doğruluğunu denetleyen sistemlerde hasarlar bulunmaktadır. 

Normal denetleyici ve düzenleyici mekanizmalar zarar görmüĢ hücreleri yaĢlanmaya 

veya apoptoza götürürken, kanser hücrelerinde bu olay söz konusu değildir.  

2.3.  Kodlanmayan RNA (ncRNA) 

Ġnsan genom projesinin (Human Genome Project) tamamlanması ile insan genomunun 

neredeyse tamamı dizinlenmiĢtir. Ġnsan genomunun yaklaĢık %2‘lik kısmı protein 

kodlayan bölgeyi içerirken diğer kısımlar ―çöp (junk) DNA‖ olarak bilinmekteydi. 

Amerikan Ulusal Ġnsan Genomu AraĢtırma Enstitüsü (The National Human Genome 

Research Institute, NHGRI), 2007 yılında insan genom dizisinde tüm iĢlevsel unsurları 

belirlemek için, ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Project) projesi adında bir 
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kamu araĢtırma konsorsiyumu baĢlattı (71). Bu projenin temel amaçlarından birisi,  

insan genomundan kodlanan ancak protein ürünü olmayan kodlanmayan RNA‘ların 

(ncRNA) tanımlanmasıdır (71). Bu transkriptlerin daha önceleri genomda yazılımsal 

olarak sessiz olan bölgelerin protein kodlayan bölgelerde ve genomun diğer 

bölgelerinden transkripte oldukları bildirilmiĢtir (71). 

YaklaĢık yirmi yıl öncesine kadar, RNA çeĢitleri tRNA, rRNA, snRNA gibi birkaç tane 

ile sınırlı ve bu RNA‘ların proteinlerin iĢlenmesine ve sentezinde yardımcı olan 

elemanlar olarak bilinmekteydi. Günümüzde, RNA‘lar artık, protein kodlayan RNA 

(mRNA) ve kodlanmayan RNA olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadır (4).  Yapılan 

laboratuvar ve biyoinformatik çalıĢmalar ile ncRNA‘ların sayısı gün geçtikçe 

artmaktadır (72).  

Daha önceleri yardımcı moleküller olarak bilinen ncRNA‘ların, ökaryot hücrelerde 

moleküler mekanizmaların düzenlenmesinde kritik rollerinin olduğu gösterilmiĢtir. 

RNA molekülleri, karmaĢık üçüncül yapıları nedeniyle proteinlerin seçkin bölgelerine 

bağlanarak onların düzenlenmesinde birçok rolleri olabilen çok yönlü moleküllerdir (3). 

Dahası, bu RNA molekülleri farklı proteinler ile ribokompleks oluĢturarak ve özel DNA 

ve/veya RNA dizilimlerine bağlanarak birçok farklı moleküler yolaklarda gen ifadesinin 

düzenlenmesinde görev almaktadırlar (73).   

Normal hücrelerde çeĢitli fonksiyonları atfedilen ncRNA‘ların, değiĢik ifade paternine 

sahip oldukları bildirilmiĢtir. ĠĢlevsel bu RNA molekülleri birçok moleküler olaylarda 

etkin oldukları gösterilmiĢtir. Örneğin; X-etkisizleĢmesi, kromatin yapılanması, 

genomik damgalanma ve DNA metilasyonu gibi birçok epigenetik olaylarda, 

embriyonik geliĢim, yazılımsal ve yazılım sonrası gen ifadesinin düzenlenmesinde 

önemli iĢlevlerinin olduğu bildirilmiĢtir (4, 5, 73).  

Memeli hücrelerinde ilk tanımlanan lncRNA, genomik damgalanmada görevli olan H19 

RNA genidir. Bunun takiben X kromozomu etkinsizleĢtirilmesinde temel sorumlu olan 

XIST lncRNA genidir. Kısa ncRNA‘lardan ise ilk keĢfedilen lin-4 miRNA 

molekülüdür. Bu iĢlevsel moleküllerin keĢfinden sonra, bu alanda yapılan çalıĢmalarda 
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ciddi bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, bu moleküllerin birçok hastalıkla iliĢkilerinin 

olduğu gösterilmiĢtir (9, 74). 

 

ġekil 2.8. Genom ve transkriptom analizler neticesinde, geliĢmekte olan yeni moleküler 
yolağın Ģematik gösterimi. Ökaryot hücrelerde ncRNA‘ların moleküler düzenlenme ve 
etkileĢimlerdeki önemli rollerinin olduğu gösterilmiĢtir. Bu moleküler model 
ncRNA‘ların karmaĢık hastalıklardaki ve moleküler bozukluklardaki önemini 
göstermektedir (5).  

 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalarda çağımızın en sık karĢılaĢılan hastalıklarından biri 

olan ve nedeni halen tam olarak bilinmeyen kanserde bu transkriptlerin etkili 

olabileceğini düĢündürmektedir. AraĢtırmacılar tarafından kodlanmayan RNA sınıfı, bu 

RNA‘ların fonksiyonları, çeĢitleri ve kanser türleri ile olan bağlantıları ilgi çekici bir 

konu olmuĢtur. Kodlanmayan RNA‘ların tanımlanması ve iĢlevlerinin belirlenmesi ile 

önümüzdeki yıllarda gen düzenlenmesi, kromozom organizasyonu ve epigenetik 

mekanizmalar gibi birçok moleküler mekanizmalar aydınlatılabileceklerdir (ġekil 2.8) 

(75). 
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2.3.1. Kodlanmayan RNA’ların sınıflandırılması 

Kodlanmayan RNA‘lar bazı özelliklerine göre kendi içinde farklı gruplara 

ayrılmaktadırlar. NcRNA transkriptlerinin birçoğu genellikle birden çok kategoride yer 

alabilir, bu nedenle ncRNA sınıflarının net kategorizasyonu epeyce zordur (ġekil 2.9).  

 

 

ġekil 2.9. Hipotetik 3 lokustaki çeĢitli ncRNA sınıflarının gösterilmesi. Lokus 1‘de 
protein kodlayan gen yeĢil olarak, Lokus 3‘te ise sarı olarak gösterilmiĢtir. Lokus 2‘de 
psödogen kodlanmaktadır. Lokus 1‘deki genin düzenleyici elemanları pembe (arttırıcı) 
ve mor (özendirici bölge) olarak gösterilmiĢtir (11). 

 

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

uzunluklarına göre ayrılırlar. ĠĢlevlerine göre; hücrede sürekli ifade edilen ribozomal 

RNA, taĢıyıcı RNA gibi ncRNA‘lar, mikroRNA (miRNA), uzun kodlanmayan RNA 
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(long non-coding RNA, lncRNA) gibi düzenleyici RNA‘lar olarak sınıflandırılırlar. 

Hücre içindeki yerleĢimlerine göre, küçük çekirdek RNA (small nuclear RNA, snRNA), 

küçük çekirdekçik RNA (small nucleolar RNA, snoRNA), sitoplazmada yerleĢik piwi-

etkileĢimli RNA (cytoplasm-located piwi-interacting RNA, piRNA), küçük müdahaleci 

RNA (short interfering RNA, siRNA) gibi ncRNA sınıflarına ayrılır. Bunların yanı sıra 

diğer ncRNA sınıfları, özendirici bölge iliĢkili RNA (promoter-associated RNA, PAR) 

ve arttırıcı RNA (enhancer RNA, eRNA) olarak da alt gruplara ayrılabilmektedir (5, 7-

13, 76). Bazı ncRNA‘lar Tablo 2.1‘de özetlenmiĢtir. 

Tablo 2.1. Uzunluklarına göre bazı ncRNA‘ların sınıflandırılması (77, 78). 

Sembol ncRNA ĠĢlevleri 
Kısa kodlanmayan RNA, <200 nt 
miRNA Mikro RNA Gen ifadesinin düzenlenmesinde  
tRNA TaĢıyıcı RNA Protein sentezinde  

siRNA Kısa müdaheleci RNA Gen susturmada  

snRNA Küçük çekirdek RNA Gen düzenlemesi gibi çeĢitli süreçlerde 

snoRNA Küçük çekirdekçik RNA RNA'nın çekirdekte modifikasyonunda görevlidir 
rRNA Ribosomal RNA (5S ve 5.8S) Protein sentezinde  

PASR Özendirici bölge iliĢkili küçük RNA Modifiye 5' uçlar ve kısa keplenmiĢ 
transkriptlerden oluĢur 

YRNA Y RNA DNA tıpkıyapımında  
piRNA Piwi-etkileĢimli RNA Yazılımsal gen susturma ile iliĢkilendirilmiĢtir. 
Uzun kodlanmayan RNA, >200 nt 

lncRNA Uzun kodlanmayan RNA Gen ifadesinin düzenlenmesinde 

rRNA Ribosomal 18S ve 28S RNA Protein sentezinde 

aRNA Antisense RNA Gen ifadesinin düzenlenmesinde  
PALR Özendirici bölge iliĢkili lncRNA Gen ifadesinin düzenlenmesinde 

lincRNA Uzun intergenik ncRNA Gen ifadesinin düzenlenmesinde 

NAT Doğal antisense RNA Protein kodlayan genlerin düzenlenemsinde 

T-UCR AĢırı korunmuĢ bölgede transkripte 
olan ncRNA 

 

ceRNA YarıĢmalı endojen RNA  

ciRNAs Halkasal intronik lncRNA  

 

NcRNA‘ları, transkriptlerin boyutuna, hücresel ve genomik yerleĢiminin yanı sıra 

iĢlevlerine göre de sınıflandırmak mümkündür (Tablo 2.2). ncRNA‘lar protein kodlayan 

genler ile olan benzerliklerine, bu genler ile iliĢkilerine, iĢlevi bilinen DNA elemanları 

ile iliĢkilerine, çeĢitli biyokimyasal yolaklardaki iĢlevlerine, hücre içi yapılanmalarına, 
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farklı biyolojik süreçlerdeki ifadelerine ve dizilim ve/veya yapı korunurluğuna göre de 

alt gruplara ayrılabilmektedir (11).  

Tablo 2.2. Bazı ölçütlere göre ncRNA sınıflandırılması (11). 

Sınıf  Kısaltma  Özgül örnek 

Transkriptin uzunluğuna göre sınıflandırma 

Uzun kodlanmayan RNA lncRNA  

Uzun intergenik kodlanmayan RNA lincRNA ANRIL, H19, HOTAIR, 

XIST, lincRNA-p21 

Çok uzun intergenik kodlanmayan RNA vlincRNA HELLP transkript, vlinc-21, 

vlinc-185 

Makro RNA  Airn, KCNQOT1, Lncat 

Özendirici bölge iliĢkili uzun RNA PALR  

Protein kodlayan genler ile iliĢkilerine göre sınıflandırma 

Ġntronik RNA; kararlı intronik dizisi, tamamen 
intronik RNA, kısmen intronik RNA 

sisRNA, 

TIN, PIN 

 

Halkasal intronik RNA ciRNA  

Sense RNA   

Doğal antisense RNA NAT BACE1-AS, aHIF, Tsix, 

VIM-AS1, CDKN2B-AS1 

Ayna antisense  Globin antisense 

Ekzonik halkasal RNA ecircRNA cANRIL 

Kimerik RNA, trans-splice RNA   

3‘UTR‘den yapılan bağımsız RNA uaRNA  

Kromatin iliĢkili RNA ciRNA  

Yazılım baĢlama bölgesi iliĢkili RNA TSSa-RNA  

ĠĢlevi bilinen diğer DNA elemanları ile iliĢkilerine göre sınıflandırma 

Arttırıcı iliĢkili RNA eRNA  

Özendirici bölge iliĢkili uzun RNA PALR  

Upstream antisense RNA uaRNA  

Özendirici bölge upstream transkriptler PROMPT  

Telomerik tekrar içeren RNA TERRA  

Protein kodlayan genlere benzerliklerine göre sınıflandırma 

mRNA benzeri kodlanmayan RNA mincRNA  

Uzun intergenik kodlanmayan RNA lincRNA  

Biyokimyasal yolaklardaki iliĢkilerine göre sınıflandırma 

Nrd1-unterminated transcript NUT  

miRNA öncül transkript  H19 

piRNA öncül transkript   

Kriptik kararsız transkript CUT  

Özendirici bölge upstream transkriptler PROMPT  

Xrn1-sensitive unstable transcript XUT  

Kararlı karakterize edilmemiĢ transkript SUT  
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Tablo 2.2. devamı.  Bazı ölçütlere göre ncRNA sınıflandırılması (11). 

Sınıf  Kısaltma  Özgül örnek 

ĠĢlevlerine göre sınıflandırma   

Arttırıcı benzeri iĢlev gösteren lncRNA ncRNA-a ncRNA-a7 

miRNA öncül transkript  H19 

piRNA öncül transkript 

YarıĢmalı endojen RNA ceRNA PTENP1, KRASP1 

Dizilim ve yapı korunurluğuna göre sınıflandırma 

AĢırı korunmuĢ bölgede transkripte olan RNA T-UCR UCR106 

Hipoksi iliĢkili aĢırı korunmuĢ bölgede transkripte 
olan RNA 

HINCUT  

Uzun intergenik kodlanmayan RNA lincRNA HOTAIR, HOTTIP 

Farklı biyolojik durumlarda ifade edilmelerine göre sınıflandırma 

Uzun stres ile uyarılan kodlanmayan transkript LSINCT  

Hipoksi iliĢkili aĢırı korunmuĢ bölgede transkripte 
olan RNA 

HINCUT  

Non-Annotated Stem Transcript NAST  

Hücre içi yapılarına göre sınıflandırma   

Kromatin iliĢkili RNA CAR  

Kromatin bağlantılı RNA ciRNA  

Nükleer cisimcikler ile iliĢkili RNA   

PRC2 iliĢkili RNA   

 

2.3.2. Kısa kodlanmayan RNA’lar  

Kodlanmayan RNA‘lar iliĢkili yapılan çalıĢmaların giderek artmasıyla birçok ncRNA 

tanımlanmıĢtır ve bu moleküllerin iĢlevleri aydınlatılmaya devam etmektedir. 

NcRNA‘ların büyük bir kısmı kısa düzenleyici RNA‘lardan oluĢmaktadır. Gen 

ifadesinin düzenlenmesinde sorumlu olan bu kısa RNA molekülleri yazılım sonrası 

RNA susturumu veya RNA müdahalesi (RNAi, RNA interference) ile gen susturumunu 

sağlayan moleküllerdir (6). RNAi mekanizması önceleri hücrelerin yabancı elemanlara 

karĢı bir savunma mekanizması olarak bilinmekteydi. Ancak, günümüzde geliĢim, 

farklılaĢma, hücre çoğalması ve apoptoz gibi önemli süreçlerin düzenlenmesinde rol 

aldığı bilinmektedir (79).  

Kısa kodlanmayan RNA molekülleri sentezlenirken, ncRNA‘nın türüne göre baĢlangıç 

molekülü endojen ve ekzojen kaynaklı olabilir. Ġlk olarak çift zincirli RNA molekülleri 

oluĢur. miRNA moleküllerinde ilk kesilim RNaz III grubu endonükleaz olan Drosha 
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enzimi ile çekirdekte gerçekleĢtirilir ve daha sonra sitoplazmada RNaz III enzimi Dicer 

enzimi ile kesilim yapılır (80, 81). Kısa kodlanmayan RNA‘lar Dicer enzimi ile 

kesilimine göre de ikiye ayrılır: Dicer bağımlı kesilim ve Dicer bağımsız kesilim. Dicer 

bağımlı kesilimde miRNA, siRNA ve bazı snoRNA molekülleri bulunurken, diğer 

grupta piRNA‘lar bulunur (6, 82). Filogenetik analizler sonucunda Argonaute 

proteinleri ailesinin, Argonaute tabanlı AGO1 ve PIWI tabanlı PIWI alt gruplarından 

oluĢtuğu gösterilmiĢtir. Dahası, miRNA, siRNA molekülleri AGO etkileĢimli olurken 

piRNA moleküllerinin ise PIWI proteinleri ile etkileĢimde olduğu gösterilmiĢtir (83).  

2.3.2.1. Mikro RNA (miRNA) 

MikroRNA‘lar ilk olarak Lee ve arkadaĢları tarafından 1993 yılında Caenorhabditis 

elegans‘ta tanımlanmıĢtır ve ilk tanımlanan miRNA lin-4‘tür (84). Küçük, protein 

kodlama kapasitesi olmayan bu moleküllerin gen ifadesini yazılım sonrası düzenleyici 

elemanlarından olduğu gösterilmiĢtir. MiRNA‘ların keĢfedildiklerinden bu yana birçok 

biyolojik süreçlerde etkin rol oynadıkları ispatlanmıĢtır ve bu düzenleyici moleküller 

birçok hastalığın patogenezi ile iliĢkilendirilmiĢtir (85, 86). Gen klonlama, yüksek 

teknolojili dizileme, mikrodizin ve RNA dizileme gibi yüksek teknolojili yöntemler ile 

birçok miRNA tanımlanmıĢtır ve bunların büyük bir kısmı kanser ile iliĢkilendirilmiĢtir. 

ĠĢlevsel miRNA genleri insan genomunun yaklaĢık %1-2‘lik kısmını oluĢturmaktadır. 

Dahası, protein kodlayan genlerin neredeyse %50‘sinin bu RNA molekülleri tarafından 

düzenlediği bildirilmiĢtir (85, 87). Günümüze kadar yapılan çalıĢmalarda, tanımlanan 

binlerce miRNA genlerinin en fazla 1. kromozomda yerleĢik olduğu ve en az da Y 

kromozomunda olduğu gösterilmiĢtir (18).  

MiRNA‘lar ~22 nükleotid uzunluğunda olgun hale gelebilmek için hücre içerisinde bazı 

süreçlerden geçerler (85, 88, 89).  Ġlk olarak, çekirdekte ilgili genomik bölgeden RNA 

Polimeraz II tarafından miRNA birincil transkripti (primary miRNA) oluĢur (89). 

YaklaĢık 1 kb uzunluğunda olan bu birincil miRNA transkripti pri-miRNA olarak 

adlandırılmaktadır. OluĢan pri-miRNA‘lar 5‘ uç 7 metil guanozin baĢlık, 3‘ 

poliadenozin kuyruk ile mRNA‘lara benzerlik gösterirler. Pri-miRNA‘nın saç tokası 

(hairpin) Ģeklindeki yapısı RNA‘ya bağlanan bir protein olan DGCR8 (DiGeorge 

critical region 8) ile birlikte etki gösteren çift zincir RNA özgül ribonükleaz (Double 
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strand-RNA-spesific ribonuclease, RNaz III) olan Drosha ile çekirdekte ilk kesilime 

uğrar (90, 91). Bu kesilim sonrasında 70-100 nükleotid uzunluğunda öncül miRNA‘lar 

(precursor miRNA, pre-miRNA) oluĢur. OluĢan pre-miRNA‘lar, çekirdek taĢıyıcı 

karmaĢımı olan Exportin-5-Ran GTP aracılığıyla sitoplazmaya taĢınır (92). 

Sitoplazmaya taĢınan bu öncü molekül ikinci bir kesilime uğrar. Sitoplazmadaki bu 

kesilim diğer bir RNaz III enzimi olan Dicer tarafından katalizlenir (87, 93). Dicer 

enzimi çift iplikli RNA‘ya bağlanan bir protein olan TRBP (transactivating response 

RNA-binding protein) ile birlikte çalıĢır ve kesilim sonucunda yaklaĢık 22 (17-24 nt) 

nükleotid uzunluğunda çift iplikli miRNA‘lar elde edilir (94). Bazı termodinamik 

özelliklere göre çift iplikten birisi seçilerek Argonaute (AGO) proteini ve RISC (RNA-

Induced Silencing Complex) karmaĢımı ile birlikte hedef genin 3‘ UTR bölgesine 

tamamlayıcı olarak bağlanarak bu genin baskılanmasını sağlar (ġekil 2.10) (95).  

 

ġekil 2.10. miRNA biyogenezinin Ģematik gösterimi. miRNA geninden RNA Pol II ile 

pri-miRNA sentezlenir. Saç tokası Ģeklindeki pri-miRNA Drosha, DGCR8 içerecen 
mikro iĢlemcide ilk kesilime uğrar, 70-100 nt uzunluğunda pre-miRNA oluĢur. Pre-

miRNA Exportin 5 ile sitoplazmaya taĢınır ve Dicer enzimi ile ikinci kesilime uğrar. 
OluĢan miRNA ikilisinden (dublex) birisi seçilir ve AGO proteinleri ve RISC 
karmaĢımı ile hedef gene kısmi tamamlayıcı olarak bağlanır ve çevrimin 
baskılanmasına veya mRNA yıkımına neden olur (95).  
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Olgun miRNA molekülleri 5‘ uçlarında bulunan 2. ve 7. nükleotidleri arasındaki altı 

nükleotidlik tamamlayıcı dizileri aracılığıyla hedef mRNA‘ya bağlanır. Tamamlayıcı 

diziler içeren bu bölgeye ―seed‖ denilmektedir ve bu bölgenin hedefi baskılamak için 

yeterli olduğu gösterilmiĢtir (96). Seed bölgesi, 4 farklı Ģekilde mRNA‘ya tamamlayıcı 

olarak bağlanır (88, 96).  

6 mer bölge: seed bölgesindeki 6 nükleotidlik eĢleĢme oluĢur. 

7 mer-A1 bölge: seed bölgesinde nükleotid eĢleĢmesi ve miRNA‘nın ilk 

nükleotidinin karĢısna Adenin gelmesi 

7 mer-m8 bölge: seed bölgesindeki eĢleĢmeye ek olarak miRNA‘nın 8. 

nükleotidinde eĢleĢme olması 

8 mer bölge: seed bölgesindeki nükleotit eĢleĢmesi ile miRNA‘nın 8. 

nükleotidinde eĢleĢme olması ve 1.nükleotitinin karĢısına Adenin gelmesi 

 

MiRNA‘lar, çoğalma, hücre döngüsü, apoptoz, farklılaĢma, göç ve istila gibi birçok 

biyolojik süreçlerde rol oynamaktadır. Kanserde miRNA molekülleri değiĢken ifade 

seviyesine sahip olabilirler. Hücre çoğalmasındaki rolü henüz aydınlatılan bu 

moleküllerin düzensiz ifade edilmesi ile bu yolakların bozulmasına dolayısıyla kanser 

oluĢumunda etkili oldukları birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir (17, 97). Kanserde 

miRNA‘lar, tümör dokularında düĢük ifade edilen ve kanser oluĢumunu engelleyen 

tümör baskılayıcı miRNA‘lar (tsmiR) ve tümör dokularında aĢırı ifade edilen onkogenik 

miRNA‘lar (oncomiR) olmak üzere iki gruba ayrılır (98).  Tablo 2.3‘te kanser iliĢkili 

bazı miRNA‘lar ve bunların iĢlevleri gösterilmiĢtir.  

  



31 

 

Tablo 2.3. Kanser geliĢiminde bazı miRNA‘ların iĢlevleri (99).  

*TB: Tümör baskılayıcı, OG: Onkogen 

mikroRNA Genomik 

yerleĢim 

Kanserde ifade seviyesi Deneysel veri ĠĢlevleri*  

miR-15a, 

miR-16-1 

13q14 KLL‘de düĢük ifade BCL2 düzenlenmesi TB 

Let-7a-2 11q24 Akciğer kanserinde düĢük ifade RAS düzenlenmesi TB 

miR-155 21q21 KLL, akciğer kanseri, meme 
kanseri, lenfoma da yüksek 
ifade 

Pre-B lenfoma ve lösemiyi 
tetikler 

OG 

miR-17-92 

sınıfı 
13q14 Lenfoma ve akciğer kanserinde 

yüksek ifade 

c-MYC ile iliĢkili OG 

miR-21 17q23 Pankreas, glioblastom ve meme 

kanserinde yüksek ifade 

Glioblastomda anti-

apoptotik etki 

OG 

miR-106a Xq26 Akciğer, mide ve prostat 

kanserinde yüksek ifade 

RB1‘in baskılanması OG 

miR-372-

373 

19q13 Testis kanserinde yüksek ifade P53 iĢlevinin 
nötralizasyonu 

OG 

miR-142 17q22 Lenfoma  MYC ifadesinin arttırılması OG  

 

MiRNA‘lar ile iliĢkili yapılan çalıĢmalar bir miRNA‘nın bir mRNA‘yı hedef alabileceği 

gibi birçok mRNA‘yı hedef alabileceğini göstermektedir. Buradan yola çıkarak bir 

miRNA‘nın çift yönlü iĢlevi olabileceği öne sürülmüĢtür. Bir tümör dokusunda yüksek 

ifade edilip tümör baskılayıcı bir geni düzenleyebilirken, baĢka bir dokuda düĢük ifade 

edilip bir onkogenin pozitif yönde düzenlenmesine yardımcı olabilir. 

2.3.2.2. Küçük Müdahaleci RNA (siRNA) 

Memeli canlılar ve diğer canlılardaki gen susturma mekanizmasının baĢlangıcı genel 

anlamda benzerlik göstermektedir. Uzun dsRNA (sentetik dsRNAlar ya da çekirdek 

kaynaklı pre-miRNA), kısa dsRNA parçalarına ayrılır ve sonrasında bu parçalar bir 

protein karmaĢımı ile birlikte hedef mRNA‘nın tanınıp yıkılması için rehber dizilim 

olarak kullanılırlar (100, 101). Genel olarak gen susturma yolaklarının ortak özelliği 

dsRNA tarafından baĢlatılıp Dicer tarafından kesilime uğrayarak olgun küçük RNA 

molekülleri elde edilmesidir (6). Dicer endonükleaz enzimi, farklı kaynaklardan elde 

edilen siRNA‘yı 21-25 nt uzunluğundaki siRNA ikilisine ayırır (100). OluĢan siRNA 

ikilileri RISC karmaĢımı ile tanınır ve helikaz etkinliği ile çift iplikler ayrılır. 

Ġpliklerden birisi kılavuz görevi görür diğeri mRNA ile tamamlayıcı yapı oluĢturarak 

hedef genin yıkılmasını sağlar (100-102).  
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Yapılan çalıĢmalar neticesinde, siRNA moleküllerinin kendilerine özgü 3‘ uçlarında iki 

nükleotidlik çıkıntılarının (overhang) olduğu, fosforillenmemiĢ hidroksil gruplarının 

bulunduğu ve bu özelliklerin yolaktaki diğer bileĢenleri tanımada hayati role sahip 

olduğunu göstermiĢtir (103-105). Sentezlenen siRNA‘nın hangi iplikçiğinin RISC 

karmaĢımına ekleneceğini ve hangisinin yıkılacağını 5‘ uçlarının kararlılığı belirler. 5‘ 

uçta GC baz eĢleĢmesi ile baĢlayan iplikten ziyade AU baz eĢleĢmesi ile baĢlayan iplik 

tercih edilir. Daha az kararlı olan 5‘ uç RISC karmaĢımı tarafından seçilir. Endojen ve 

ekzojen kaynaklı siRNA‘lar ile yapılan çalıĢmalarda, iĢlevsel zincirin 5‘ uçtan sonra 

yaklaĢık 9-14 nükleotidlik bölgenin daha az kararlı olduğu gösterilmiĢtir. Bu kararsızlık, 

zincirin helikaz tarafından birbirinden ayrılması için gerekli olduğunu ve süreci 

kolaylaĢtırdığı öne sürülmektedir (81, 104, 106).  

2.3.2.3. Piwi-etkileĢimli RNA (piRNA) 

PiRNA‘lar omurgalı canlılarda küçük kodlanmayan RNA sınıfının bir üyesidir (107). 

Bu küçük RNA molekülleri Argonaute protein ailesinin üyesi olan PIWI (P-element-

induced wimpy testis) proteinleri ile iliĢkilidir. Genellikle 25-33 nt uzunluğunda olan 

piRNA‘lar spermatogenez sürecinde önemli roller üstlenmektedir. Ayrıca, piRNA 

moleküllerinin kanser biyolojisinde de etkili olduğu gösterilmiĢtir (108, 109). 

piRNA‘ların oluĢumu miRNA ve siRNA gibi diğer kısa ncRNA‘lardan farklı olarak 

Dicer bağımsız mekanizma ile gerçekleĢir (82, 110, 111). PiRNA‘lar genomda 

transpozonlardan ve tekrarlayan dizi elementlerinden türerler. Drosophila 

yumurtalarında, piRNA‘ların büyük bir çoğunluğu retrotranspozon dizilimlerince 

zengin olan perisentromerik ve telomerik kısımlardan türediği bildirilmiĢtir (112). 

Birçok piRNA retrotranspozon diziliminin antisense ipliğinden sentezlenir ve bu 

RNA‘lar tercihen Piwi and Aubergine (Aub) proteinleri ile iliĢkilidir. Diğer yandan 

sense iplikten sentezlenen piRNA‘lar tercihen Argonaute 3 (Ago3) proteinleri ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (111, 112).  

Ġnsan kanserlerinde piRNA‘ların önemli rollerinin olduğu gösterilmiĢtir ve birçok 

çalıĢmada piRNA‘ların kanserde aĢırı ifade edildiği gösterilmiĢtir (113).  Örneğin; piR-

651‘in mide ve kolon kanseri dokularında aĢırı ifade edildiği bildirilmiĢtir (108). Berrak 

hücreli renal kanserde (Clear cell renal cell cancer, ccRCC) piR-57125 metastatik 
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tümörlerde düĢük ifade seviyesine sahip iken, piR-30924 ve piR-38756 ifade seviyeleri 

metastatik tümörlerde artmıĢtır (114). Kanser ile iliĢkilendirilmiĢ bazı piRNA‘lar Tablo 

2.4‘te gösterilmiĢtir. PiRNA ve PIWI ailesi proteinleri, somatik kök hücre ve birçok 

kanser türü ile iliĢkilendirilmiĢtir ve bu moleküllerin kanser geliĢimini düzenleyici 

elemanlar olacağı öne sürülmektedir (115). 

Tablo 2.4. Kanser ile iliĢkilendirilmiĢ piRNA molekülleri. 

piRNA Kanser türü Kaynak  

piR-823, piR-651 Mide kanseri (108, 116) 

piR-932 Meme kanseri (117) 

piR-52681, piR-60152 ve yaklaĢık 197 tane piRNA, 
piRABC (piRNA DQ594040 associated with bladder 

cancer) 

Mesane kanseri (118) 

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 nükleotidden daha büyük olan RNA molekülleri olarak 

tanımlanmaktadır. LncRNA‘ların büyük bir kısmı RNA polimeraz II tarafından 

sentezlenir poliadenilasyona uğrar. Ayrıca, lncRNA‘lar ekzon ve intron içerebilirler ve 

splicing mekanizması ile alternatif kesilime uğrayabilirler. Ancak, tek ekzon olarak 

sentezlenen lncRNA‘lar da mevcuttur. Bunun yanı sıra protein kodlayan transkriptler 

gibi 5‘ baĢlık modifikasyonları da bulunabilmektedir. Daha sonra transport proteinleri 

ile sitoplazmaya taĢınabilirler (ġekil 2.11). Bu uzun kodlanmayan RNA transkriptleri 

hücresel iĢlevlerine göre çekirdekte veya sitoplazmada yerleĢik olabilmektedir (10, 19).  
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ġekil 2.11. LncRNA‘ların hücre içerisindeki oluĢum mekanizmasına genel bir bakıĢ. 
Genel olarak lncRNA molekülleri RNA Pol II tarafından yazılıma uğrar. mRNA‘lar gibi 
çekirdekte 5‘ baĢlık, 3‘ poliadenilsayon ve kesilime uğrayabilmektedirler. Sitoplazmaya 
taĢınarak birçok durumda etkin rol oynayabilirler.  

 

Bununla beraber, lncRNA‘ların birçok türleri bulunabilir: boyutları küçük olabileceği 

gibi yüzlerce kilobaz uzunluğunda olabilirler, splice veya unsplice türleri bulunabilir, 

lineer veya üçüncül yapıda olabilirler ve DNA, protein ve diğer RNA molekülleri ile 

etkileĢimde olup onların düzenlenmesinde rol oynayabilirler (120). Ayrıca, lncRNA‘lar 

gen ifadesinin düzenlenmesi, kromatin modifikasyonlarının düzenlenmesi, mRNA 

çevriminin düzenlenmesi ve protein iĢlevlerinin düzenlenmesi gibi birçok yönden etki 

etmektedir (9). Böylelikle, lncRNA‘lar protein kodlayan genler gibi kanserde tümör 

baskılayıcı, onkogenik ve çift yönlü iĢlevlere (dual function) sahip olabilirler. Yapılan 

çalıĢmalar, lncRNA‘ların iĢlevsel moleküller olduğu ve bunun yazılımsal bir seçilim 

olabileceğini göstermiĢtir (12).  
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Tablo 2.5. Kanserde onkogenik özellik gösteren bazı lncRNA‘ların gösterilmesi (8). 

OncoLnc Genomik 

yerleĢim 

lncRNA türü  OncoLnc Genomik 

yerleĢim 

lncRNA türü  

MALAT1 11q13.1 lncRNA ANRIL 9p21.3 NAT, asRNA 

CCAT1  8q24.21 lncRNA SUMO1P3  Psödogen 

CCAT2 8q24.21 lncRNA ncRAN 17q25.1 lncRNA 

CCAT1-L 8q.24 lncRNA SchLAP1 2q31.3 lincRNA 

HOTAIR 12q13.13 lincRNA, 

asRNA 

PCAT1 8q24.21 lncRNA 

HOTTIP 7p15.2 NAT, asRNA PCAT5 10p11.21 lincRNA 

H19 11p15.5 miRNA öncül 
transkript 

PCA3 9q21.2 Overlap 

lncRNA  

CAHM Chr:6 lncRNA PCGEM-1 2q32 lincRNA 

XIST Xq13.2 lncRNA CTBP1-AS 4p16.3 asRNA 

TUG1 22q12.2 lncRNA HULC 6p24.3 lncRNA 

CNDRE 16q12.2 lncRNA HNF1A-AS 12q24.31 asRNA 

UCA1 19p13.12 lncRNA AFAP1-AS1 4p16.1 asRNA 

LncRNA-

ATB 

 lncRNA LINC01207 4q32 lincRNA 

LincRN-

RoR 

18q21.31 lincRNA SOX2OT 3q26.33 Overlap 

lncRNA 

Loc554202 9p21.3 miRNA öncül 
transkript 

LINC00635 3q13.12 lincRNA 

LINC0047

2 

6q13 lincRNA HIF1A-AS1 14q23.2 NAT, asRNA 

BCAR4 16p13.13 NAT, asRNA DLX6-AS1 7q21.3 NAT, asRNA 

SPRY4-

IT1 

5q31.3 lncRNA RGMB-AS1 5q21.1 NAT, asRNA 

LSINCT5 5p15.33 lncRNA LINC01133 1q23.2 lincRNA 

GHET1 7q36.1 lncRNA AK001796 2q13 miRNA öncül 
transkript 

MALAT2  lncRNA BCYRN1 2p21 lincRNA 

PVT1 8q24 lncRNA SNHG1 11q12.3 snoRNA 

öncül 
transkript 

SCAL1 5q14.3 lincRNA DANCR 4q12 lncRNA 

ZFAS1 20q13.13 NAT, asRNA OR3A4 17p13.3 Psödogen 

PANDAR 6p21.2 NAT, asRNA GAS5 1q25 snoRNA 

konak geni 

 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda lncRNA‘ların hücresel birçok olayda yer aldığı 

gösterilmiĢ ve bu transkriptlerin değiĢik ifadelenmesi kanserin de içinde bulunduğu 

birçok hastalık ile iliĢkilendirilmiĢtir (12). LncRNA‘ların değiĢken ifade göstermesi 

tümör baskılayıcı ve/veya onkogenelere etki ederek birçok kanser türünün geliĢimde rol 

oynadıkları gösterilmiĢtir. Bunun yanı sıra, kanserde bazı lncRNA‘lar onkogenik 

(OnkoLnc) özellik gösterirken bazıları ise tümör baskılayıcı özellik gösterebilmektedir 

(Tablo 2.5). Örneğin; GAS5 (20), LOC285194 (21) gibi lncRNA moleküllerinin tümör 

baskılayıcı özellikleri bulunurken, HOTAIR (22, 23), CCAT1 (24, 25), MALAT1 (26, 
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27) gibi lncRNA‘ların ise onkogenik özellik taĢıdıkları bulunmuĢtur. Ayırca, lncRNA 

molekülleri bazı tümör dokularında anormal ifade Ģekli gösterirken bazı insan dokusu 

ve kanser hücre hatlarında değiĢik ifade gösterdiği bulunmuĢtur (121).  

LncRNA‘ların, kanser geliĢimi, metastaz, istila, göç gibi birçok kanser sürecinde etkin 

rol oynadıkları gösterilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar, lncRNA‘ların düzensiz ifadesinin 

kanser hücrelerinin büyümesine katkı sağladığını göstermiĢtir. Örneğin; prostat 

kanserinde çok yüksek derecede ifade edilen PCAT-1 lncRNA‘sının hücre çoğalmasını 

uyaran bir molekül olduğu bulunmuĢtur (122). Buna ek olarak prostat kanserine özgül 

olan ve aĢırı ifade seviyesi gösteren PCGEM-1‘in de hücre çoğalmasını uyardığı 

bildirilmiĢtir (123, 124). HOTAIR,  MALAT1, ncRAN ve CCAT1 gibi lncRNA 

molekülleri de kanser hücrelerinin de çoğalmasını uyardığı gösterilmiĢtir. Bunun aksine, 

1q25 kromozomal bölgeden kodlanan 630 nt uzunluğundaki GAS5 (Growth arrest 

specific transcript 5), büyüme faktörlerinin yokluğunda ve açlık durumunda yüksek 

ifade seviyesine sahip olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca, bu lncRNA‘nın bazı kanser 

türlerinde düĢük ifade gösterdiği ve tümör baskılayıcı bir molekül olduğu bulunmuĢtur. 

Dahası, GAS5‘in aĢırı ifadesi apoptozu teĢvik ettiği ve hücre döngüsünü yavaĢlattığı 

gösterilmiĢtir (125, 126).  

Yakın tarihe kadar, bazı lncRNA moleküllerinin metastaz ve istila gibi kanser 

süreçlerinde rol aldığı bildirilmiĢtir. Bunun en iyi tanımlanmıĢ örneği, MALAT1‘dir. 

MALAT1, çekirdekteki beneklerde (nuclear speckles) ve çekirdek içinde yerleĢik olan 

öncül-mRNA moleküllerinin splicing mekanizmasında önemli düzenleyici rollerinin 

olduğu bildirilmiĢtir (127). MALAT1‘in, birçok kanser türünde düzensiz ifade edildiği 

gösterilmiĢtir. Örneğin, MALAT1 kolorektal kanserinde hücre çoğalmasını, göçü ve 

istilayı teĢvik ettiği ve bu lncRNA‘nın susturulmasının tümör büyümesini ve metastazı 

baskıladığı bulunmuĢtur (26, 127, 128).  

Ġstila ve metastaz ile iliĢkilendirilmiĢ diğer bir lncRNA ise HOTAIR‘dir. HOTAIR, 

HOXC gen sınıfından kodlanan bir ncRNA trasnkriptidir. HOTAIR, HOXD bölgesinde 

PRC2 ile etkileĢerek yaklaĢık 40 kb‘lık bölgenin susturulmasından sorumludur. Aynı 

zamanda LSD1/CoREST/REST histon düzenleyici karmaĢım ile etkileĢimde olduğu 

bulunmuĢtur ve böylelikle lncRNA‘ların iskele (scaffold) görevi yaptıkları ortaya 
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çıkmıĢtır (129, 130). Örneğin, kolon kanseri hücre hatlarında yüksek HOTAIR ifade 

seviyesi, tümör istilası, lenf nodu metastazı, histolojik farklılaĢma ve ileri tümör evresi 

ile iliĢkilendirilmiĢtir (22). Buna ek olarak EMT ile iliĢkilendirilmiĢ 8q24 bölgesinde 

yerleĢik olan, 2600 nt uzunlunduğunda CCAT1 (Colorectal Cancer Associated 

Transcript 1) lncRNA molekülü belirlenmiĢtir. Bu lncRNA molekülü istila ve metastaz 

ile iliĢkilendirilmiĢtir (25). Tablo 2.6‘da farklı kanser türleri ile iliĢkilendirilmiĢ 

lncRNA‘lar ve bu moleküllerin iĢlevleri gösterilmiĢtir.  

LncRNA‘ların büyük bir kısmı hücre çekirdeğinde yerleĢiktir. Çekirdekte bulunan 

lncRNA‘lar kromatin yeniden düzenlenmesi, mRNA kararlılığı, splicing, 

poliadenilasyon ve 5‘ baĢlık gibi yazılım sonrası süreçlerde protein kodlayan genlere 

etki edebilirler (131). Ayrıca, çekirdek içerisindeki cisimciklerde bazı lncRNA 

molekülleri yerleĢik olabilmektedir. Örneğin; çekirdek paraspeckles‘larda yerleĢik 

olarak bulunan NEAT1 (nuclear paraspeckle assembly transcript 1) gen ifadesinin 

düzenlenmesinde görev yapmaktadır. Dahası, NEAT1 ifadesi kolorektal kanserli 

hastalarda tümör farklılaĢması, istila, metastaz ve TNM evleri ile iliĢkilendirilmiĢtir 

(132). Diğer bir örnekte, birçok insan dokusunda ifade edilen 53-61 nt uzunluğunda 

tRNA-benzeri küçük sitoplazmik RNA‘nın öncüsü olan MALAT1 verilebilir. MALAT1 

yazılımı yapıldıktan sonra, RNAas P ile veya poliadenilasyon ile kesilime uğrar. 

Poliadenilasyon sinyali ile kesilime uğramıĢ MALAT1 transkripti yaklaĢık 7 kb 

uzunluğundadır ve bu türü çekirdekte düĢük ifadelenmektedir. RNase P ile kesilen 

türünde ise, 3′ uç ∼6.7 kb MALAT1 transkripti ve 5′ uç mascRNA (MALAT1-

associated small cytoplasmic RNA) transkripti oluĢur. OluĢan mascRNA sitoplazmaya 

salınır, ∼6.7 kb MALAT1 transkripti ise çekirdek speckles‘lara salınır (133).  

LncRNA‘lar, DNA, protein ve diğer RNA molekülleri ile etkileĢimde olabilirler (ġekil 

2.12). LncRNA‘lar histon düzenleyici karmaĢım elemanları ile birleĢerek DNA üzerine 

etki edebilmektedirler. Örneğin; HOTAIR transkripti dsDNA bölgelerinde hedef gen 

bölgesinin yerine geçerek H3K27 metilasyonu aracılığı ile hedef genin baskılanmasına 

neden olur. Bunun yanı sıra DNA ile etkileĢimli olan lncRNA‘lar, yazılım etmenlerini 

etkinleĢtirerek, genlerin özendirici bölgelerindeki metilasyonu engelleyerek 

(demetilasyon) ve yazılım etmenlerini baskılayarak mRNA yazılımına etki edebilirler 

(134-136). 
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Tablo 2.6. Bazı lncRNA‘ların kanserdeki iĢlevlerinin gösterilmesi (8). 

lncRNA Kanserdeki iĢlevi Kanser türü 

MALAT1 MALAT1 birçok kanser türünde aĢırı ifade olan 
bir onkogenik lncRNA‘dır. Kanser hücrelerinde 
metastaz ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bunun yanı sıra 
tümör büyümesi, hücre çoğalması gibi kanser 
süreçleri ile de iliĢkilidir.  

Kolon, meme, mide, karaciğer, 
akciğer, prostat, böbrek, mesane, 
rahim kanseri, osteosarkom 

 

CCAT1 CCAT1 geni 8q24 bölgesinde ―genomic desert‖ 
kodlanan ve baĢta kolorektal kanser olmak üzere 
birçok kanser türü iliĢkilendirilmiĢtir.  

Kolon, meme, mide, karaciğer, safra 
kesesi kanseri 

 

CCAT2 MYC ifadesinin düzenlenmesinde önemli rol 
oynamaktadır. Ayrıca, WNT uyarı ileti yolağında 
etkin rolü vardır ve CCAT2 ifadesi bazı kanser 
türlerinde yüksek risk faktörüdür.   

Kolon, meme, mide, karaciğer, 
akciğer kanseri  
 

ANRIL ÇeĢitli insan tümörlerinde ANRIL seviyesi yüksek 
olarak bulunmuĢtur. Ayrıca yüksek ANRIL 
ifadesi, kanser hücre çoğalması, istila, göç ve 
apotoz ile iliĢkilendirilmiĢtir. 

Kolon, mesane, rahim, karaciğer, 
safra kesesi, akciğer kanseri 
 

HOTAIR HOTAIR çeĢitli kanser türleri için prognostik 
belirteç olarak kullanılabileceği gösterilmiĢtir. 

Meme, mide, karaciğer, kolon, safra 
kesesi, pankreas, akciğer kanseri 

HOTTIP HOTTIP, HOXA sınıfının 5‘ ucunda yerleĢik bir 

lncRNA molekülüdür. HOTTIP birçok kanser 

türünde yüksek ifade seviyesinde olduğu 
bulunmuĢtur. 

Kolon, akciğer, pankreas, karaciğer 
kanseri, osteosarkom 

H19 H19 genomik damgalanma ile iliĢkilendirilmiĢ ilk 
ncRNA‘dır. Embriyonik geliĢimde maternal 
allelden yazılır. H19‘un tümör geliĢiminde önemli 
rollerinin olduğu gösterilmiĢtir.  

Kolorektal, mide, akciğer, özofagus 
kanseri 

 

NcRAN Birçok kanser çeĢidinde yüksek ifade seviyesine 
sahip olduğu bulunmuĢtur.  

Kolorektal, mesane kanseri, 

nöroblastoma  
UCA1 Ġlk olarak mesane hücrelerinde tanımlanmıĢtır ve 

hücre çoğalması, apoptoz, metastaz ve istila gibi 
kanser süreçlerinde etkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Mesane, mide, meme, rahim, kolon, 

akciğer kanseri, melanoma 

 

PVT1 PVT1 birçok kanserli dokuda yüksek ifade edildiği 
bulunmuĢtur ve hücre çoğalması ile 
iliĢkilendirilmiĢtir.  

Mide, yumurtalık, meme, akciğer, 
karaciğer, pankreas, tiroid kanseri 

PCAT-1 Prostat kanseri ve birçok kanser türünde hücre 
çoğalmasını teĢvik ettiği gösterilmiĢtir.  

Prostat, kolorektal, akciğer, 
karaciğer kanseri  

PCA3 Prostat kanserinde sağkalım ile iliĢkilendirilmiĢtir. 
Ayrıca, prostat kanseri teĢhis ve tedavisinde 
kullanılmaktadır.  

Prostat kanseri  

HULC HULC aĢırı ifadelenmesi, hücre çoğalmasını ve 
tümör büyümesini arttırmaktadır. Ayrıca, birçok 
tümörde uzak metastaz, sağkalım ve tümör 
büyüklüğü gibi klinik bulgular ile 
iliĢkilendirilmiĢtir.  

Karaciğer, pankreas, mide kanseri, 
osteosarkom 

 

Ayrıca, lncRNA molekülleri, diğer RNA molekülleri ile etkileĢime girebilirler. Protein 

kodlayan genlerin antisense sarmalından transkripte edilerek (natural antisense 
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transcript, NAT) ilgili genin düzenlenmesinde rol oynarlar (14, 15). Buna ek olarak, 

bazı lncRNA molekülleri miRNA (H19, ANRIL, Loc554202, AK001796), snoRNA 

(SNHG1) gibi küçük ncRNA‘ların öncül transkripti olabilirler (137-140). Proteinler ile 

etkileĢime girerek o proteinin düzenlenmesinde görev alabilen lncRNA‘lar da 

mevcuttur. Örneğin, MYC geninin düzenlenmesinde CCAT1, CCAT2, CCAT1-L, 

PCAT1 ve PVT1 lncRNA molekülleri rol oynamaktadır (141-143).  

 

ġekil 2.12. LncRNA moleküllerinin DNA-Protein-RNA ile etkileĢimde olarak bazı 
kanser süreçlerine etkileri gösterilmiĢtir (8).  

 

2.3.3.1. AĢırı korunmuĢ bölge transkriptleri (T-UCR) 

AĢırı korunmuĢ bölgeler (ultra conserved regions, UCRs) 200 nt‘den uzun ve 481 

segmentten oluĢan ve insan, sıçan ve fare genomunda neredeyse %100 korunmuĢ 

bölgelerdir (144). UCR‘lar genomda hem içte (intragenik) hemde genler arasında 

(intergenik) bölgelerde bulunabilir. T-UCR‘lerin sınıflandırılması yapılırken ncRNA‘lar 

gibi net bir kategorizasyon yapılamamaktadır. Ancak, intergenik, intronik, ekzonik, 
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kısmi ekzonik ve ekzon-içeren transkript olmak üzere 5 farklı alt grupta 

değerlendirilebilir (145). UCR transkriptlerinin ifade Ģekli dokuya özgül veya yaygın 

olabilmektedir. Yapılan çalıĢmalar, T-UCR‘lerin bazı kanser tiplerinde farklı ifade 

edildikleri bildirilmiĢtir. Kanserde T-UCR‘lerin ifadesinin düzenlenmesi iki yolla 

olmaktadır. Birincisi, T-UCR‘ler miRNA‘lar etkileĢime geçerler ve T-UCR:miRNA 

çifti oluĢturabilirler. Ġkincisi ise, özendirici bölgedeki CpG adacıklarının 

hipermetilasyonu ile olur. Bazı T-UCR transkriptlerinin kendi genlerinin özendirici 

bölgesindeki CpG adacıkları ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (146, 147).  

Calin ve arkadaĢları (146), kolorektal kanserli hastalarda 61 tane UCR transkriptinin 

farklı ifade Ģekline sahip olduğu göstermiĢtir. Bu T-UCR‘lerden 2 tanesi düĢük ifade 

gösterirken 59 tanesinin yüksek ifade seviyesinde olduğu bulunmuĢtur. Ayrıca, yerleĢim 

tipine göre olası ekzonik bölgede, uc.73, uc.111, uc.134, uc.230 ve uc.339 

transkriptlerinin kolorektal kanserli dokularda yüksek seviyede olduğu bulunmuĢtur. 

Bununla beraber, ekzonik bölgede; uc.292, uc.341, uc.420 transkriptleri ve ekzonik 

bölge dıĢındaki (non-exonic) bölgede, uc.112, uc.206, uc.388 ve uc.399 transkriptlerinin 

de yüksek seviyede olduğu bulunmuĢtur. 

Hipoksik koĢullar altında hücrelerde, anjiyogenez, istila, metastaz ve sağkalım 

yolaklarını düzenleyen genler karmaĢık bir sürece tabi tutulurlar.  Hipoksi koĢullarında 

değiĢken ifadelen T-UCR‘lere HINCUT (hypoxia-induced noncoding ultraconserved 

transcripts) denilmektedir. Hipoksi ile uyarılmıĢ uc.63, uc.73, uc.106, uc.134 ve uc.475 

gibi T-UCR transkriptleri birçok kanser hücresinde tanımlanmıĢtır. Bu transkriptlerden 

uc.475 (HINCUT-1) konak protein kodlayan geninin (O-linked N-acetylglucosamine 

transferase) intronik bölgesinden sentezlenmiĢtir. Bu gen epitel kaynaklı kanser 

türlerinde aĢırı ifade göstermektedir ve uygun hipoksi koĢullarında hücre çoğalmasını 

desteklediği bulunmuĢtur (148).  

2.3.3.2. YarıĢmalı endojen RNA (ceRNA) 

MiRNA‘lar hedef geni baskılamak için hedef mRNA‘nın 3‘UTR bölgesinde miRNA 

sorumlu elementlere (MREs, miRNA response elements) bağlanır ve böylelikle hedef 

genin baskılanmasına neden olur (88). Bazı araĢtırmacılar, RNA moleküllerinin kendi 

aralarında etkileĢimde olduğunu ve bu iletiĢimi de ―miRNA-aracılı dil, (miRNA-



41 

 

mediated language)‖ ile kurduklarını savunmaktadırlar (149). Hedef genin 3‘UTR 

bölgesinde bulunan MRE‘ler miRNA havuzundan bazı miRNA‘ların bu bölgelere 

bağlanarak hedefin düzenlenmesini sağlamaktadırlar. mRNA ifadesinin artması 

MRE‘lerin artmasını sağlayarak hedef olabilecek miRNA‘ların da artmasına olanak 

tanıyacaktır. RNA moleküllerinin içinde bulunduğu bu süreç yarıĢmalı endojen RNA 

(competitive endogenous RNAs, ceRNAs) olarak bilinmektedir (76, 150). 

Ġlk tanımlanan lncRNA molekülü olan HULC (highly up-regulated in liver cancer) 

lncRNA‘sının ceRNA aracılı miR-372‘yi baskıladığı bulunmuĢtur ve PRKACB‘nin 

çevrimsel baskılanmasına neden olduğu gösterilmiĢtir (151). Tay ve arkadaĢları (152), 

bazı protein kodlayan genlerin miRNA bağımlı bir biçimde PTEN ifade seviyesini 

düzenlediğini göstermiĢlerdir. Dahası psödogen olan PTENP1‘in de aynı miRNA 

moleküllerine bağlandığı bildirilmiĢtir. Bununla beraber, IGF1R, ROCK2 ve RAP1B 

gibi onkogenik proteinlerin miR-139-5p‘nin direk hedefi olduğu ve hücre çoğalmasını 

düzenlediği bildirilmiĢtir (153).  

2.3.3.3. Halkasal intronik RNA (circRNA) 

CircRNA‘lar önceleri RNA splicing hatası olarak düĢünülmekteydi. Ancak, geliĢtirilen 

yüksek ölçekli dizileme teknolojileri ve biyoinformatik teknikler kullanılarak elde 

edilen verilerde bu moleküllerin düzenleyici moleküller olduğu tanımlanmıĢtır. 

CircRNA‘lar bir tür düzenleyici ncRNA türüdür ve 3‘ kuyruk ve 5‘ baĢ bölgesi kovalent 

bağ ile bağlanmıĢtır ve halkasal yapı Ģeklini almıĢtır (154). Daha önceleri yapılan 

çalıĢmalarda circRNA‘ların alternatif splicing düzenlenmesinde veya yazılımda önemli 

rollerinin olabileceği öne sürülmüĢtür (155). circRNA‘lar esas olarak protein kodlayan 

genlerin ekzonik bölgelerinden kodlanırlar. Ancak, bu ncRNA‘lar intronik, intergenik, 

UTR-bölgesi ve bilinen transkriptlerin antisense sarmalından da transkripte edilebilirler 

(156). Ayrıca, düzenleyici ncRNA sınıfı olan circRNA‘lar miRNA‘lar ile de etkileĢime 

girerek miRNA‘nın hedef genini düzenlemesinde yardımcı olabilirler (156).  

Yapılan çalıĢmalarda circRNA‘lar bazı hastalıklar ile iliĢkilendirilmiĢtir. Burd ve 

arkadaĢları (157), INK4A-ARF bölgesinin antisense sarmalından kodlanan bir halkasal 

antisense ncRNA (cANRIL) tanımlamıĢlardır. Buna ek olarak,  hsa-circ-002059‘in mide 

kanserinde düĢük ifade edildiği bulunmuĢtur ve mide kanseri teĢhisinde yeni bir 
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biyobelirteç olabileceği savunulmuĢtur (158). Diğer bir çalıĢmada ise, 

hsa_circ_0001649‘un karaciğer kanserinde anlamlı bir Ģekilde düĢük ifade edilmekte 

olduğu bulunmuĢtur ve bu düĢük ifade seviyesinin tümör boyutu ile anlamlı bir 

ilgileĢim göstermekte olduğu bildirilmiĢtir (159). Kolorektal kanseri dokularında, 

halkasal RNA‘ların lineer olanlara oranı normal dokulardakine kıyasla düĢük 

bulunmuĢtur (160). 

2.3.3.4. Doğal antisense transkript (NAT) 

Doğal antisense transkriptler (NAT), diğer trasnskriptler ile tamamlayıcı diziler içeren 

endojen RNA molekülleridir. NAT‘lar cis-NAT ve trans-NAT olmak üzere kendi içinde 

iki alt gruba ayrılır. Cis-NAT, aynı genomik bölgede kodlanan transkriptin karĢı 

sarmalından transkripte edilir ve cis-NAT çiftleri tam bir tamamlayıcılık (üst üste gelen 

bölgeler içerir) gösterirler. Trans-NAT‘lar ise, farklı genomik bölgelerden transkripte 

edilirler ve eksik uyuĢum gösterirler. Ancak, trans-NAT‘lar karmaĢık düzenleme 

ağındaki biçok sense transkripti hedefleyebilir (161, 162). Cis-NAT‘lar ilk olarak 1976 

yılında virüslerde keĢfedilmiĢtir. Ardından prokaryotlarda ve 1997 yılında ökaryot 

canlılarda tanımlanmıĢtır (163). Birçok ökaryot canlılardaki NAT transkriptleri Tablo 

2.7‘de gösterilmiĢtir.  

NAT‘lar genomdaki yerleĢimine ve diğer transkriptle üst üste gelme (overlap) 

derecesine göre alt gruplara ayrılır (ġekil 2.13). 5‘ uç kısmında örtüĢen bölgeler içeren 

NAT‘lar HTH (head-to-head), 3‘ uç kısmında örtüĢen bölgeler içeren NAT‘lar TTT 

(tail-to-tail), bir transkriptin tamamen diğerinin içerisinde olan gömülü -EMB- NAT‘lar 

(embedded) olmak üzere üç sınıfa ayrılırlar (161). Ancak diğer bir araĢtırmaya göre, 

intronik bölgede olan NAT‘ların da bu sınıfa dâhil edildiği savunulmuĢtur (7). 

Neredeyse tüm genom-çapı çalıĢmalarında TTT transkriptlerin en yaygın NAT‘lar 

olduğu gösterilmiĢtir. 
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Tablo 2.7. Birçok ökaryot türlerinde genom çapında doğal antisense transkriptleri 
(161). 

Tür Üst üste gelen transkript Toplam transkript Yüzde (%) 
Ġnsan  5880 26741 22 

Fare  12519 43553 29 

Sıçan  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‘ların, hedeflediği genleri, yazılım, mRNA iĢlenmesi, splicig, kararlılık, hücresel 

taĢıma ve proteine çevrim gibi birçok düzeyde düzenleyebildiği öne sürülmüĢtür. 

Örneğin; X kromozomu etkinsizleĢmesiden sorumlu olan Xist lncRNA molekülü diğer 

bir lncRNA molekülü olan Xist‘in karĢı sarmalından transkripte edilen Tsix tarafından 

düzenlemektedir.  

 

ġekil 2.13. Doğal antisense transkriptlerin genomik yerleĢimi. Protein kodlayan 

genlerin 5‘ ucu ile örtüĢen bölgeler içeren HTH transkripti, 3‘ ucu ile örtüĢen bölgeler 
içeren TTT transkripti, gömülü EMB transkripti ve intronik INT transkript.  

 

Sense-antisense seviyelerinin hem pozitif hem negatif ilgileĢim göstermesi, bunların 

etki mekanizmalarının farklı olabileceğini düĢündürmektedir. NAT‘ların etki 

mekanizmaları tam anlamıyla açık olmasa da bazı mekanizmalar ile hedefi düzenlediği 

ortaya atılmıĢtır (Tablo 2.8). Bu düzenleme mekanizmaları, yazılımsal müdahale, RNA 

maskelenmesi, çift-zincir RNA bağımlı mekanizmalar ve kromatin yeniden 

Ģekillendirilmesi Ģeklinde sıralanabilir. Her mekanizmadaki sense ve antisense ifade 
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modeli iliĢkileri farklılık göstermektedir. Bazı mekanizmalarda, sense ve antisense 

transkriptlerin ifadesi eĢ bir Ģekilde değiĢkenlik gösterirken, bazen de zıt bir Ģekilde 

görülebilir.   

Tablo 2.8. Antisense düzenleyici etkilerinin iyi karakterize edilmiĢ örnekleri (161). 

Mekanizma  Örnek  
Yazılımsal 
müdahale 

Mayalarda, art arda organize olan GAL10 ve GAL7 genleri, yakınsak müdahale 
yönünden tekrardan düzenlenmiĢtir. Yazılımın baĢlaması normal fakat hemen 
sonrasında iki transkript üst üste gelerek uzamayı engeller ve mRNA seviyesi 
ciddi derece azalır.  

RNA maskeleme RevErb örtüĢmesi erbA ile olur ve splicing düzenleyici cis-elementleri 

maskeleyerek splicigi engeller. Yapay antisense RNA‘lar Erbα2 ile tamamlayıcı 
yapı oluĢturarak in vitro Erbα2‘nin splicingini engellediği gösterilmiĢtir. 

dsRNA bağımlı 
mekanizma 

Drosophila melanogaster testisinde uydu tekrarlarının baskılanması erkek 

üretkenliği için gereklidir. Uydu tekrarlarının susturulması, homolog Su (Ste) 

ardıĢık tekrarları aracılığı ile olmaktadır. Baskılayıcı tekrarların iki zinciri de 
transkripte edilir ve sense-antisense ikilisi oluĢur. Bu ikili, uydu tekrarlarını 
susturmak için 25-27 nt uzunluğundaki küçük parçalara ayrılır. 

Metilasyon 

üzerine etki 
Sphk1/Khps1 HTH çiftinin, antisense kaynaklı metilasyon geçirdiği 
gösterilmiĢtir. Ġnsan hemoglobin 2 geninin antisense kaynaklı metilasyonu ile 
talesemiye neden olduğu gösterilmiĢtir.  

 

NAT transkriptleri birçok kanser çeĢidinde de çalıĢılmıĢtır ve kanserde değiĢik ifade 

gösterdikleri bulunmuĢtur. Örneğin; aHIF, HIF1A geninin antisense sarmalından 

kodlanan bir NAT‘tır. Berrak hücreli renal kanserde aĢırı ifade edildiği bulunmuĢtur ve 

normal hücrelerde gen ifadesinin kontrolünde önemli görevleri olabileceği 

savunulmuĢtur (164). Benzer Ģekilde, AS1DHRS4, DHRS4 gen sınıfının cis ve trans 

olarak susturulmasında etkin bir HTH doğal antisense transkripti olduğu gösterilmiĢtir 

(165). Dahası, NAT‘ın Snail aracılı EMT‘de Zeb2/Sip1 gen ifadesini düzenlediği 

bildirilmiĢtir (16).  

2.3.3.5. NAT’ların sınıflandırılması 

NAT‘lar bugüne kadar, sadece protein kodlayan genlerin karĢı sarmalından kodlanan 

kodlanmayan transkriptler olarak tanımlanmaktaydı. Ancak, bu tez çalıĢmasında NAT 

terimi biraz daha geniĢ anlamda tanımlanmıĢtır. Ġnsan genomu incelendiğinde, protein 

kodlayan genlerin karĢı sarmalından ve birbirleri ile örtüĢen bölgeleri olan bir diğer 

proteinin de iliĢkili olduğu ortaya konulmuĢtur. Bunun yanı sıra, bir lncRNA 

transkriptinin karĢı sarmalından sentezlenen ve protein kodlama kapasitesi bulunmayan 
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bir baĢka transkriptin de birbirleri ile iliĢkili oldukları gösterilmiĢtir. Bu temel bilgiler 

ıĢığında, bu tez çalıĢması ile birlikte NAT‘ların sınıflandırılması yepyeni bir boyut 

kazanmıĢtır.  

 

ġekil 2.14. Doğal antisense transkriptlerin sınıflandırılması.  

 

Ġki proteinin karĢılıklı ipliklerden sentezlenmesi ve örtüĢen genomik bölgelerinin 

bulundurması durumunda bu proteinlere protein doğal antisense transkriptleri (pNAT) 

olarak sınıflandırılmıĢtır. Bunu takiben, iki lncRNA molekülünün karĢıt sarmallarda ve 

örtüĢen bölgelerinin olması durumunda bu transkriptlere lncNAT denilmiĢtir. Benzer 

Ģekilde, miRNA, scnRNA, snoRNA, tRNA gibi diğer küçük RNA çeĢitleri de bu 

Ģekilde sınıflandırılmıĢtır. Bir transkriptin karĢı sarmalından kodlanan miRNA miRNAT 

olarak adlandırılırken, tRNA kodlanması durumunda tNAT olarak isimlendirilmiĢtir. 

Aynı Ģekilde diğer küçük RNA moleküllerinin karĢıt sarmalda olması durumunda bu 

moleküller sNAT olarak adlandırılmıĢtır (ġekil 2.14).  

 

2.3.4. Kodlanmayan RNA’ların iĢlevleri 

Kodlanmayan RNA molekülleri hücre içerisinde birçok süreçlerde görev alabilirler. 

NcRNA‘lar kromatin düzenleyici karmaĢımları genomun çeĢitli bölgelerine katalitik 

etkinliklerini düzenlemek üzere bir araya getirebilirler ve böylelikle kromatin yeniden 
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Ģekillenmesinde görev alırlar. HOTAIR, Xist, RepA ve Kcnqot1, gibi ncRNA‘lar HOX 

D bölgesine Polycomb karmaĢımını toplayarak H3K27 metilasyonunu sağlayarak 

heterokomatin oluĢumuna ve genin baskılanmasını sağlar (13, 166, 167). Bunun yanı 

sıra yazılım ve yazılım sonrası süreçlerde de ncRNA‘ların önemli iĢlevleri 

gösterilmiĢtir. ncRNA‘lar çeĢitli mekanizmalar ile yazılımın düzenlenmesine katkıda 

bulunabilirler (13). Dahası, bir antisense ncRNA, protein kodlayan genin 5‘ UTR 

kaynaĢım bölgesini baskılayarak intron korunmasını sağlar. Dolayısıyla, yazılım sonrası 

süreçlerin de düzenlenmesinde görev alabilirler (ġekil 2.15).  

 

ġekil 2.15. ncRNA‘ların iĢlevlerinin Ģematik gösterimi. ncRNA‘lar kromatin yeniden 

Ģekillenmesinde, yazılımsal kontrolde ve yazılım sonrası süreçlerde birçok role sahip 

moleküllerdir (13). 

 

2.3.4.1. Epigenetik olaylar  

Kromatin yapısında düzenlemeler, X kromozomu etkinsizliği, genomik damgalanma ve 

DNA metilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlarda birçok ncRNA‘nın etkili olduğu 

tanımlanmıĢtır.  

X kromozomu etkinsizliği, diĢi memeli hücrelerinde bulunan iki tane X 

kromozomundan birisinin etkin olmadığı durumdur. Bu etkinsizleĢtirme, diĢi ve erkek 

bireylerin hücrelerinde X kromozomundan kodlanan genlerin eĢit olması için gerekli bir 
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mekanizmadır (dozaj telafisi). EtkinsizleĢtirme mekanizmasında ilk olarak, X 

kromozomundan birisi baskılayıcı heterokromatin ile paketlenerek ve bu kromozomun 

üzerinde bulunan genlerin ifade edilmesi önlenerek dosaj telafisi sağlanmıĢ olacaktır 

(168, 169). X kromozomu etkinsizliği bir ncRNA olan ~17 kb uzunluğunda Xist 

aracılığıyla XIC‘te  (X-inactivation center) olur (168). Xist bölgesinin içsel 

kodlanmayan transkripti olan RepA, PRC2‘yi direkt hedef alarak X kromozomunu 

sessizleĢtirmeye baĢlar. Ġlk olarak RepA, RNA bağlayıcı alt birimi olan Ezh2 ile 

PRC2‘yi toplar. Etkin olan X kromozomunda bu olay antisense transkript Tsix 

tarafından baskılanır (ġekil 2.16) (167).  

 

 

ġekil 2.16. X kromozomu etkinsizleĢtirme modeli. XIC‘de PCR2‘ye bağlanmak için 
RepA ve Tsix yarıĢırlar ve Xi Xist aĢırı ifadelenir. Etkin olan X kromozomunda ise Tsix 

görev alır  (167).  

 

NcRNA‘lar kromatin yapılarının düzenlenmesinde, birçok farklı proteinlerin bir araya 

getirilmesi ile birlikte etkin rol oynamaktadırlar. NcRNA molekülleri, RNA sentez 

bölgesinin yakınındaki komĢu genler üzerine etki ederek ―cis etki‖ kromatin 

düzenlenmesiyle etki gösterirler. Bunun yanı sıra, farklı bir kromozom veya uzak bir 

bölgede kodlanan genleri düzenleyerek ―trans etki‖ gösterebilirler (170). NcRNA‘lar, 

genetik bilgiyi depolayan histonlar veya DNA ile kovalent değiĢimleri katalizleyen 
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kromatin-değiĢtirici enzimler ile etkileĢime girerler (77, 171). Bu iĢlevsel RNA 

molekülleri, Polycomb Repressive Complex (PRC), MLL/TrxG karmaĢımı, histon 

demetilaz LSD1, DNA metiltransferaz DNMT1 ve DNA demetilasyon düzenleyicisi 

(DNA demethylation regulator GADD45a) gibi birçok histon/DNA- değiĢtirici enzimler 

ile iliĢkilidir (130, 134, 171-173).  

NcRNA‘lar kromatin yapılarının düzenlenmesinde iki mekanizma ile aracılık ederler 

(ġekil 2.17) (78). Birincisi, ncRNA‘lar kromatin-değiĢtirici enzimler ile kovalent olarak 

etkileĢime girerek düzenleme yapabilirler. Örneğin; TARID (TCF21 antisense RNA 

inducing demethylation) lncRNA molekülü, GADD45A ile bağlanarak kanser 

hücrelerinde gen ifadesinin düzenlenmesinde özgül gen bölgelerinin DNA demetilasyon 

mekanizmasına doğrudan etki gösterebilir (134). Ġkincisi ise, ncRNA‘lar kromatin-

değiĢtirici karmaĢıma ve karmaĢımın yapısına veya iĢlevine etki göstererek düzenleme 

yapabilirler. Bu duruma ise, X kromozomu etkinsizleĢtirilmesinde iĢlevi olan Xist 

lncRNA molekülü örnek olarak verilebilir.  

 

ġekil 2.17. NcRNA‘lar tarafından düzenlenen kromatin yeniden Ģekillenmesinin iki 
modeli. Sol taraftaki modelde, ncRNA molekülü doğrudan karmaĢıma etki edebilir. Sağ 
taraftaki modelde ise, ncRNA‘lar karmaĢımın yapısına ve iĢlevine etki ederek 
düzenlenmeye katkı sağlarlar (78). 

DNA ve histon yapısındaki kovalent değiĢimler, kromatin ve gen ifadesinin 

düzenlenmesinde nükleozom yoğunluğunun ve pozisyonun yeniden düzenlenmesini 

etkiler. Ayrıca, ncRNA‘ların nükleozom yeniden Ģekillenmesindeki rolleri tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. Ancak, ncRNA‘ların ATP bağımlı kromatin yeniden Ģekillendirici 

etmenleri aracılığı ile gen ifadesinin ve nükleozom yeniden Ģekillenmesinin 

düzenlenmesinde görev aldığı gösterilmiĢtir (77).  
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2.3.4.2. Yazılımsal ve yazılım sonrası düzenlemeler 

Özendirici bölgenin ve arttırıcıların (enhancer) yaygın transkripsiyonu yazılımın 

düzenlenmesinde lncRNA moleküllerinin iĢlevini ortaya koymaktadır. LncRNA‘lar, 

yazılımsal düzenlemelerde cis veya trans etki göstererek protein kodlayan genlerin 

negatif veya pozitif düzenlenmesinde rol oynayabilirler (174). Trans etki göstererek 

düzenlemeye en önemli örnek, lncRNA‘lar RNAPII‘nin etkinliğini doğrudan 

etkileyerek hücrede genel yazılıma etki edebilirler. Diğer bir örnek ise, 331 nt 

uzunluğunda 7SK lncRNA molekülü, RNAPII‘nin CTD (carboxy-terminal domain) 

bölgesini fosforilleyen PTEFβ yazılım etmenini engelleyerek yazılımsal uzamayı 

(transcription elongation) baskılayabilir (175). Cis etkiye ise, en iyi örnek X 

kromozomu etkisizleĢtirilmesinde görevli olan Xist lncRNA molekülü verilebilir. Xist, 

XIC bölgesine direk etki göstererek kromozomun sessizleĢmesini sağlar (168). 

LncRNA‘lar yazılım aracılı susturmada (transcription-mediated silencing, 

transcriptional interference) da görev alabilirler. Transkripte olan bir gen baĢka bir 

genin yazılım etkinliğini cis etki ile baskılayabilir (176). Aynı zamanda lncRNA‘lar 

yazılımsal müdahale ile özendirici bölgedeki nükleozomların yeniden 

konumlanmasında, özendirici bölge DNA metilasyonunda ve özendirici bölge histon 

düzenlenmesinde etkili olabilmektedir (174).  

LncRNA‘lar yazılım etkinliğinin düzenlenmesinde kofaktör olarak görev yapabilirler. 

Örneğin; Evf2, yazılım etmeni DlX2‘in komĢu genlerinin ifadesini uyarmak için aynı 

arttırıcıya bağlanmasına teĢvik eder (177). Dahası lncRNA‘lar, özendirici bölge 

seçeneğini arttırmak için, baĢlangıç karmaĢımı ile etkileĢerek RNAPII‘nin etkinliğini 

düzenleyebilirler.  DHFR bölgesinin yukarı (upstream) bölgesinden kodlanan ncRNA,  

DHFR‘nin ana özendirici bölgesinde yazılımsal kofaktör TFIID‘nin bağlanmasını 

engellemek amacıyla üçlü yapı (triplex) oluĢturur (178).  

Yazılım sonrası düzenlemelerde, MALAT1 lncRNA molekülü, serin/arjinin splicing 

etmenlerini (SR) düzenleyerek alternatif kesilimin kontrolünde görev alır (127). Buna 

ek olarak, siRNA aracılığıyla RISC karmaĢımının mRNA‘yı hedeflemesindeki gibi 

ncRNA‘ların bağlanması, proteini etkileyen bileĢenlerin mRNA transkriptinin 

hedeflenmesi ile etki edebilir (179). 
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2.4. Bu Tez ÇalıĢmasında Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Özellikleri 

Bu çalıĢmada anti-kanser ilacı olarak bilinen sisplatin ve 5-Fluorourasil (5-FU) 

kullanılmıĢtır. Bunlara ek olarak anti-kanser ilacı olma potansiyeli yüksek olan 

karakterizasyonu yapılmıĢ 8A ve 17B kimyasal maddeleri kullanılmıĢtır. Tablo 2.9‘da 

kimyasallar ve özellikleri gösterilmiĢtir.  

Sisplatin (cis-diammine-dichloroplatinum(II)) mesane, testis, ovaryum, akciğer kanseri 

gibi birçok kanser çeĢidinin tedavisinde kullanılan bir ilaçtır. Ayrıca, sisplatin ilk platin 

bazlı anti-kanser ilacıdır (180, 181). Platin (II) molekülleri, iki amin grubu ve iki reaktif 

"bırakma" klorid (sisplatin) grupları ile birlikte bulunur (182). Ek olarak, platin kararsız 

durumdaki DNA‘ya kovalent olarak bağlanır. OluĢan bu DNA-platin bağlantısı sadece 

nükleotid kesip-çıkarma yolağı (nucleotide excision (NER) pathway) ile tamir edilebilir 

(182).  

5-Fluorourasil yaygın olarak kullanılan kemoterapi ilaçlarından birisidir. Meme, kolon 

ve cilt kanseri tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır. Bu madde, hücrelerde thymidilate 

sentetaz enzimine bağlanarak etki gösterir. 5-FU; kolorektal kanser, meme, akciğer ve 

gastrointestinal kanserler gibi birçok kanser türünün tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (183, 184).  

Kullanılan diğer kimyasallar (8A ve 17B) tiyosemikarbazon türevi bileĢiklerdir. Yapılan 

araĢtırmalarda, tiyosemikarbazon türevlerinin birçok kanser çeĢidinde tedavi amaçlı 

kullanıldığı gösterilmiĢtir.  
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Tablo 2.9. ÇalıĢmada kullanılan kimyasallar ve özellikleri. 

Bilinen Anti-kanser ilacı 

Özellik Sisplatin 5-Fluorourasil 

Kimyasal yapı 

 
 

Kimyasal adı cis-diamminedichloridoplatinum(II) 2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 5-fluoro- 

Moleküler ağırlığı 300.01 g/mol 130.077 g/mol 

Kimyasal formülü Cl2H6N2Pt C4H3FN2O2 

Renk  Beyaz  Beyaz  

Çözünürlük  DMSO DMSO 

Etkinliği henüz bilinmeyen tiyosemikarbazon türevi bileĢikler  

 8A 17B 

Kimyasal yapı N

H

CH3

N

S

N

H H

OH

 

N

H

CH3

N

S

N

H H

N

 

Kimyasal adı 
(R)-(-)-2-(4-hidroksibenzilidin)-N-(1-

feniletil)hidrazinkarbotiyoamit 

(S)-(+)-2-[(4-piperidin-1-

il)benzilidin])-N-(1-

feniletil)hidrazinkarbotiyoamid 

Moleküler ağırlığı 299.30 g/mol 366.52 g/mol 

Kimyasal formülü C16H17N3OS C21H26N4S 

Renk  Sarı  Sarı  

Çözünürlük  DMSO DMSO 
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Tiyosemikarbazon türevli kimyasal maddeler DNA ve RNA sentezini engelleyerek anti-

kanser etkinliği gösterebilmektedir. Tiyosemikarbazon türevleri, ribonükleotitleri 

deoksiribonükleotitlere indirgeyen ribonükleotit redüktazın (RR) bilinen en güçlü 

baskılayıcılarıdır ve bu sebepten dolayı nükleik asit sentezini engellemektedirler (32). 

RR enzimi, hücre bölünmesinde ve tümör geliĢiminde önemli iĢlevleri olan bir 

moleküldür. RR enzimi, politiyolleri içeren R1 büyük alt birim, protein olmayan 

binükleer Fe(II) ile serbest tirozil radikali içeren R2 küçük alt birimlerinden 

oluĢmaktadır. Enzimin etkin bölgesi R1 ve R2 alt birimlerinden oluĢur (33, 185). Son 

yıllarda yapılan anti-kanser çalıĢmalarında RR‘nin etkinliğinin artması normal 

hücrelerin dengesinin bozulmasına ve kanserli hücrelerin ise metastazının artmasına 

neden olduğu bildirilmiĢtir (186). RR baskılayıcısı olan tiyoksemikarbazon türevli 

bileĢikler DNA sentezini ve tamirini engelleyerek antineoplastik etki gösterirler (187).  

Tiyosemikarbazon türevlerinin etkinliğini belirlemek için yapılan anti-kanser 

çalıĢmalarında, 3-aminopiridin-2-karboksaldehit tiyosemikarbazon (3-AP, Triapin) ve 

3-aminopiridin-4-metil-2-karboksaldehit tiyosemikarbazonu (3-AMP) sentezlenmiĢtir. 

Sentezlenen bu bileĢiklerin L-1210 lösemi hücre hatlarında etkin potansiyelinin olduğu 

gösterilmiĢtir (33). Finch ve ark. (188), Triapinin in vitro ve in vivo çalıĢmaları 

neticesinde antineoplastik ajan olarak klinik potansiyelinin olduğunu rapor etmiĢlerdir.  

Bir tiyosemikarbazon türevi olan Triapin hasarlı DNA‘yı hedef alarak etki eden bir 

kimyasaldır. Bunun yanı sıra, tiyosemikarbazon türevleri topo II-DNA karmaĢımındaki 

tiyol kalıntılarının alkilleyerek bu karmaĢımı kararsız hale getirir ve anti-kanser etkisi 

gösterirler (33, 185). Bu maddeler serbest elektron çifti veya negatif yük taĢıyan 

nükleofilik merkezlerle tepkimeye girebilen elektrofilik alkil katyonu üreterek DNA‘ya 

bağlanırlar. Böylece, DNA ile kovalent bağ yapılmıĢ olur DNA tıpkı yapımı 

engellenmiĢ olur. Dolayısıyla, DNA hasar görür, hasar giderilmezse hücre döngüsü 

engellenir ve hücre ölür (33, 185). 

Bu çalıĢmada kullanılan anti-kanser ilacı olma potansiyeli yüksek olan 8A ve 17B 

tiyosemikarbazon türevleri daha önceden akciğer, meme, mide ve serviks kanserli hücre 

hatlarında hücre canlılığı değerlendirilmiĢ olup literatürde herhangi baĢka bir çalıĢma 

bulunmamaktadır (189). 
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3 . GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. Ġnsan genomundaki NAT’ların belirlenmesinde kullanılan informatik analizler 

Bu tez çalıĢmasında, NCBI veri tabanında GRCh38.p7 Primary Assembly‘e göre 

―Gene‖ ara yüzünde ġubat 2017 tarihine kadar yayınlanmıĢ (tanımlanmıĢ) kromozomlar 

üzerindeki NAT‘lar belirlenmiĢtir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  NCBI veri 

tabanının yanı sıra, Ensembl (http://www.ensembl.org) ve Genome Browser 

(#HumanCRCh38/hg38, https://genome.ucsc.edu/) veri tabanlarında NAT transkriptleri 

belirlenmiĢtir.  

NAT, protein kodlayan genin karĢı sarmalından kodlanan transkript olarak 

tanımlanmaktaydı. Ancak, bizim araĢtırmalarımıza göre NAT, protein kodlayan genin 

karĢı sarmalından kodlanan protein, lncRNA, miRNA, snoRNA, tRNA gibi diğer RNA 

moleküllerini de içermektedir. Buna benzer olarak bir lncRNA‘nın karĢı sarmalından 

kodlanan lncRNA, miRNA, snoRNA ve tRNA molekülleri de NAT olarak 

adlandırılabilir.  

3.2. Hücrelerin Kültür Edilmesi  

Bu tez çalıĢmasında ilk olarak elimizde mevcut olarak bulunan farklı kanser hücre 

hatları kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan hücreler Tablo 3.1‘de gösterilmiĢtir. 

Hücreler %10 cenin sığır serum (fetal bovine serum, FBS) içeren DMEM (Dulbecco‘s 

modified eagle‘s medium) besi yeri içerisinde çoğaltılmıĢtır. Ayrıca, kullanılan besi yeri 

içerisine 50 U/ml penisilin/streptomisin eklenmiĢtir. Kanser hücre hatları, karbondioksit 

inkübatöründe %5‘lik CO2‗li ortamda ve 37°C sıcaklıkta kültür edilmiĢtir (ġekil 3.1). 

Kültür kaplarındaki hücre yoğunluğu yaklaĢık % 80-90 olduğunda hücreler tripsin ile 

muamele edilerek kaldırılmıĢtır. Sonrasında tripsinin etkisini nötralize etmek için besi 

yeri eklenmiĢtir ve flakon tüplere konulmuĢtur. Tüpler, 1500 rpm‘de 5 dk santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüj sonrasında süpernatant kısım uzaklaĢtırılıp ve pellet kısım RNA 

izolasyonu için kullanmaya hazır hale getirilmiĢtir.  
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ġekil 3.1. ÇalıĢmada kullanılan hücrelerin morfolojik görüntüleri (bu görüntüler 
http://www.atcc.org/ internet sitesinden alınmıĢtır).  

 

Tablo 3.1. ÇalıĢmada kullanılan hücre hatları ve özellikleri 

No Hücre Ġsmi Hücre tipi  Hücre özellikleri 
1 MCF7 Epitel  Meme, meme bezi ve metastatik bölgeden türevli doku, 

Adenokarsinom 

2 MDA-MB-

231 

Epitel Meme bezi, meme; metastatik bölgeden türevli doku, 
Adenokarsinom 

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

karsinom 

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

5 HCT116 Epitel Kolon, kolorektal karsinom 

6 U2OS Osteoblast Kemik, osteosarkom 

7 hFOB1.19 Osteoblast Kemik, SV40 büyük T antijeni transfekte edilmiĢ, normal 
hücre 

8 A549 Epitel Akciğer, karsinom 

9 BEAS-2B Epitel Akciğer/bronĢ, normal hücre 

10 DU-145 Epitel Prostat, metastatik bölgeden türevli doku, karsinom 

11 PC-3 Epitel Prostat, metastatik bölgeden türevli doku, Grade IV, 

Adenokarsinom 

12 HGC-27 Epitel Mide, metastatik bölgeden türevli doku, farklılaĢmamıĢ 
karsinom 

13 HUVEC Endotel  Göbek bağı endotel hücresi, Normal 
14 BCPAP Epitel Zayıf farklılaĢmıĢ papiller tiroid karsinomdan (PTC) türevli 

PTC 

15 PANC-1 Epitel Pankreas/Duct, karsinom 

16 A-172 Nöron Beyin, Glioblastom 

17 HEK293 Epitel Embriyonik böbrek hücresi 
18 Cal-29  Epitel Mesane transizyonel hücreli karsinom 

19 HeLa Epitel Serviks, adenokarsinom 
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3.3. Hücrelerden RNA Ġzolasyonu  

Hücrelerden RNA izolasyonu, Roche firmasına ait High Pure RNA Isolation Kit 

(#11828665001) kullanılarak yapılmıĢtır.  

RNA eldesi protokolü aĢağıdaki gibidir; 

Ġlk olarak, hücreler tripsin ile flasktan kaldırılır ve 1500 rpm‘de 5 dk santrifüj 

edilir ve sonrasında süpernatant kısım atılır. 

Santrifüj edilen pelletler üzerlerine 200 µl PBS ilave edilerek yeniden 

süspansiyon haline getirilir. 

400 µl Lysis Binding Buffer eklenerek 30 sn vorteklenir. 

Hücrelerin içersinde olduğu karıĢım filtreli tüplere alınarak 10000 rpm‘de 15 sn 

santrifüj edilir, santrifüjün ardından toplama tüpleri değiĢtirilir.  

Her bir örnek için 10 µl DNase ve 90 µl DNase Incubation Buffer olmak üzere 

toplam 100 µl‘lik enzim karıĢımı eklenir ve 30 dakika oda sıcaklığında kapakları 

kapalı bir Ģekilde inkübasyona bırakılır.  

500 µl Wash Buffer I ilave edilip, 10000 rpm‘de 15 sn santrifüj edilir, 

santrifüjün ardından toplama tüpleri değiĢtirilir.  

500 µl Wash Buffer II ilave edilip, 10000 rpm‘de 15 sn santrifüj edilir, 

santrifüjün ardından toplama tüpleri değiĢtirilir.  

300 µl Wash Buffer II ilave edilip, 2 dk maksimumu hızda (14000 rpm) santrifüj 

edilir. 

Son olarak filtreler 1,5 ml‘lik eppendorf tüplere alınarak üzerine 50 µl Elution 

Buffer ilave edilir, 1 dk oda sıcaklığına beklenir ve 1 dk 10000 rpm‘de santrifüj 

edilir. 

Elde edilen RNA‘lar kullanım sürecine kadar -80 ºC sıcaklıkta muhafaza edilir.  

Aynı zamanda bir miktar RNA kullanılarak RNA konsantrasyonu ve kalitesi 

tayini yapılır. Bu iĢlem NanoDrop ND-1000 Spectrophometer cihazında 

spektrofotometrik ölçüm ile yapılmaktadır.  

Ölçüm yapılan hücrelerin yoğunluğu ve kirlilik dereceleri Tablo 3.2.‘de gösterilmiĢtir.  
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Tablo 3.2. Hücre kültüründen elde edilen RNA örneklerinin konsantrasyon ve 
kirliliklerinin gösterilmesi 

No  Hücre ismi ng/µl  260/280 No  Hücre ismi ng/µl  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 1577,4 2,06 13 HUVEC 531,4 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 U2OS 562 2,05 16 A-172 1646 2,07 

7 hFOB1.19 343,6 2,02 17 HEK293 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     

 

Hücre kültür örneklerinden elde edilen RNA‘lar haricinde ticari olarak aldığımız 20 

farklı normal insan dokusundan elde edilen RNA örneklerinde de çalıĢmada kullanılan 

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

Clontech Laboratories). Kullanılan bu doku RNA panelinde doku çeĢitliliği Tablo 3.3‘te 

gösterilmiĢtir. Bu paneldeki her bir RNA örneğinin konsantrasyonu 1 μg/μl‘dir. 

Tablo 3.3. RNA panelinde bulunan doku türleri 

No Doku No Doku 

1 Kalp  11 Prostat  

2 Kemik iliği  12 Ġskelet kası 
3 Beyin, serebellum  13 Dalak 

4 Beyin (tüm)  14 Tiroid bezi 

5 Fetal beyin  15 Timus 

6 Fetal karaciğer   16 Uterus 

7 Böbrek  17 Kolon   

8 Karaciğer  18 Ġnce bağırsak 

9 Akciğer   19 Mide 

10 Plasenta  20 Adrenal Bez 
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3.4. Tek Sarmal cDNA Sentezi 

Hücre kültüründen elde edilen RNA ve doku RNA örneklerinden tek sarmal cDNA 

sentezi Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1681) ile yapılmıĢtır. 

cDNA sentez reaksiyonu üretici firmanın tavsiyeleri doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

cDNA sentez protokolü Tablo 3.4‘te gösterildiği gibidir. Ayrıca, tepkimeye girecek 

RNA örneklerinin miktarının standart olması için eĢit kosantrasyonda RNA 

kullanılmıĢtır. Toplam hacimde 1,5 µg olacak Ģekilde RNA kosantrasyonları 

hesaplanmıĢtır ve RNA-dH2O oranı ayarlanmıĢtır.   

Tablo 3.4. cDNA sentezinde kullanılan bileĢenlerin oranları. 

BileĢen   Miktar 

Random Hexamer Primer, (100 µM)   1µl 
10 mM dNTP karıĢımı 

 

1 µl 
nükleaz içermeyen distile su 

 

* 

RNA  ** 

  Toplam 15 µl 
5X RT Tampon 

(250 mM Tris-HCl (pH 8.3 at 25°C), 375 mM KCl, 15 
mM MgCl2, 50 mM DTT) 

 

4 µl 
Maxima H Minus Enzim karıĢımı   1 µl 

  Toplam karıĢım 20µl 

* Tablo 3.3‘deki RNA miktarlarına göre toplam karıĢımdaki RNA miktarları 1,5 µg/µl olacak Ģekilde her 

örnek için ayrı ayrı hesaplanmıĢtır. 

** Toplam karıĢım 15 µl olacak Ģekilde RNA miktarlarına göre nükleaz içermeyen distile su eklenmiĢtir.  

 

KarıĢımları hazırlanan örnekler Sensquest PCR cihazında tabloda gösterilen Ģartlarda 

tepkime gerçekleĢtirilmiĢtir (Tablo 3.5).   

Tablo 3.5. cDNA sentezi tepkime koĢulları 

AĢama Sıcaklık (ºC) Süre 

Ġlk inkübasyon 25  10 dk 

Enzim aktivasyonu 50 30 dk 

Enzim inaktivasyonu 85  5 dk 
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Elde edilen tek sarmal cDNA örneklerinin dondurulup çözdürülme iĢlemi sonucunda 

oluĢabilecek bozulmayı önlemek amacıyla örnekler 0,2 ml‘lik PCR tüplerine belirli 

miktarlarda bölünmüĢtür ve çalıĢma sürecine kadar -80 °C‘de muhafaza edilmiĢtir. 

3.5. Primer Tasarımı 

Gen ifadesi primerleri, genin ifade edilip edilmediğini anlamak için kodlanan bölgelerin 

herhangi bir bölgesinde tasarlanabilmektedir. Ancak RNA eldesi yapılırken DNA 

bulaĢığı kaçınılmaz bir durumdur. Elde edilen RNA örneklerindeki DNA bulaĢığını 

gidermek için primerler ekzon-ekzon bağlanma bölgelerine tamamlayıcı olarak 

tasarlanmıĢtır. Böylece elde ettiğimiz RNA içerisinde DNA bulaĢığı bulunsa bile bu 

durum ilgili bölgenin ifade seviyesini etkilemeyecektir.  

ÇalıĢmada kullanılan primerler, NCBI veritabanında yer alan ―Gene‖ arayüzü 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/) kullanılarak tasarlanmıĢtır. Ayrıca,  

referans gen (housekeeping gene) olarak Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) ve Beta aktin (ACTB) genleri kullanılmıĢtır. Kullanılan primerlerin ileri ve 

geri primer dizilimleri, bağlanma sıcaklıkları ve ürün uzunlukları gibi primer özellikleri 

Tablo 3.6.‘da gösterilmiĢtir. 

3.6. Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) 

Primer optimizasyonu ve RT-PCR koĢulları 

Her primer için uygun bağlanma sıcaklığı ve bileĢen oranlarının (primer yoğunluğu, 

MgCl2, dNTP) belirlenmesi için iyileĢtirme (gradient) deneyleri yapılmıĢtır. Bu 

deneyler neticesinde en uygun Ģartlar belirlenerek RT-PCR deneyleri bu koĢullarda 

yapılmıĢtır. Bu bağlamda; primer çiftlerine özgü Ģartlar aĢağıdaki gibi özetlenmiĢtir. 

Örneğin; VIM geni için RT-PCR bileĢenleri ve tepkime koĢulları Tablo 3.7. ve 3.8‘deki 

gibidir.  
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Tablo 3.6. ÇalıĢmada çalıĢılacak ilgili genlerinin ifade seviyelerinin belirlenmesi için 
kullanılan primer dizilimlerinin özellikleri * F:Forward ―ileri‖ primer, R:Reverse ―geri‖ primer 

Primer Adı Primer dizilimi Ürün boyutu (bç)  Tm (
o
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 

BCLXL-F TCAGCCACCATTGCTACCAG 197 60,04 

BCLXL-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 

CDKN1B-F GGCCTCAGAAGACGTCAAAC 370 58.85 

CDKN1B-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 62,3 

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 bileĢen ve miktarları 

BileĢen  Miktar (µl) 

Saf su 15,875 

10X PCR tamponu 2,5 

25 mM MgCl2 1,5 

2 mM dNTPs 1,5 

Ġleri primer (F) 10 pM 0,75 

Geri primer (R)  10 pM 0,75 

5 U/µl Taq polimeraz 0,125 

cDNA 2 

Toplam hacim 25* 

*Her tepkime yarım ölçü (toplam 12,5 µl) Ģeklinde yapılmıĢtır.  

 

Tablo 3.8. RT-PCR tepkime koĢulları 

  Sıcaklık (o
C)  Zaman (dk) Tekrar sayısı 

Ġlk Denaturasyon 95  05:00 1 

Denaturasyon 95  00:30  

Bağlanma  60  00:30 30 

Polimerizasyon  72  00:30  

Uzama  72  10:00 1 

  +4  ∞  

 

Sonuçların Agaroz jelde görüntülenmesi 

Uygun tepkime koĢullarında elde edilen PCR ürünleri agaroz jelde görüntülenmiĢtir. 

Yüzde 1,5‘lik (1,5 g agaroz/100 ml distile su) agaroz jelde, elde edilen PCR ürünleri 

elektrik akımı verilerek yürütülmüĢtür. Agaroz jelde yürütülen PCR ürünlerinin 

büyüklükleri aynı jele yüklenen DNA belirteçleri (marker) ile tespit edilmiĢtir. Bu 

Ģekilde primerlerin doğru yere bağlanıp bağlanmadığı tespit edilmiĢtir. Örnekler 140V, 

400 mA‘de 40 dk boyunca yürütülmüĢtür. UV ıĢığı altında kontrol edilip Fusion V 

görüntüleme cihazında resimleri çekilmiĢtir.  
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3.7. Real-Time PCR (qPCR) 

Doku ve hücre kültürü örneklerinde ilgili genlerin ifadesini belirlemek için qPCR 

deneyleri yapılmıĢtır. qPCR, Rotor Gene Q (QIAGEN, ) Real-Time PCR cihazında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Cihaza uygun malzemeler kullanılarak tepkimeler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. qPCR, Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (#K0221) ile 

üretici firmanın tavsiyeleri doğrultusunda yapılmıĢtır (Tablo 3.9 ve Tablo 3.10). Ayrıca, 

qPCR için kullanılan terimler MIQE (Minimum Information for Publication of 

Quantitative Real-Time PCR Experiments)  standartlarına uygun olarak yazılmıĢtır 

(190).  

 

Tablo 3.9. qPCR için tepkime bileĢenleri ve miktarları. 

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

10 pM F primeri 0.4 

10 pM R primeri 0.4 

Nükleaz içermeyen distile su 4,45 

cDNA (≤500 ng) 1 

Toplam 12,5 

            *Son konsantrasyonda 2,5 mM MgCl2 içermektedir.             

 

 

Tablo 3.10. qPCR için tepkime koĢulları. 

AĢama  Sıcaklık (o
C)  Zaman (dk) Tekrar sayısı 

UDG - ön muamele 50 02:00 1 

Ġlk denatürasyon 95 10:00 1 

Denatürasyon 95 00:15 40 

Bağlanma 60 00:30 40 

Uzama 72 00:30 40 

Melting Curve  55-95 Dakikada 1 derece artarak  
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3.8. Hücre Canlılığının Değerlendirilmesi (MTT Deneyleri) 

Hücre canlılığını değerlendirmek için, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-

diphenyltetrazolium bromidin‘in (MTT) canlı hücreler tarafından alınarak 

mitokondriyal enzimlerce indirgenmesi esasına dayanan bir boyama tekniği 

kullanılmıĢtır. Hücreler 24 kuyucuklu kaplara ekilir ve %80-90 yoğunluğa ulaĢınca 

kimyasal ile maruz bırakılır. Kimyasallar 25, 50, 100 ve 200 µM konsantrasyonlarında 

hazırlanmıĢtır. Kimyasallar maruz bırakıldıktan 24 saat sonra hücreler HBSS (Hank's 

Balanced Salt Solution) ile yıkanır ve 1 mg/ml olarak hazırlanan MTT boyasına maruz 

bırakılır ve 45-60 dk 37 ºC‘de inkübe edilir. Sonrasında üstü dökülür ve 500 µl DMSO 

eklenip karıĢtırılır ve 96 kuyucuklu kaplara 100 µl olacak Ģekilde 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 laktatın karĢılıklı dönüĢümünü katalizleyen 

oksiredüktaz bir enzimdir. LDH sonucu, hücrelerdeki toksisiteyi göstermektedir. LDH 

deneyleri Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (#MAK066, Sigma-Aldrich) ile 

üretici firmanın tavsiyeleri doğrultusunda yapılmıĢtır.  

MTT deneyleri sırasında kimyasala maruz bırakılan hücrelerin süpernatant kısımları 

toplanarak bu örneklerden LDH testi yapılmıĢtır. Ġlk olarak, her örnek için 48 µl LDH 

Assay Buffer ve 2 µl LDH Substrate Mix ile toplamda 50 µl karıĢım hazırlanmıĢtır. 96 

kuyucuklu kaplara ilk önce 50 µl örnekler konulmuĢtur ardından üstüne hazırlanan 

karıĢımdan 50 µl eklenmiĢtir. Çalkalayıcıda karıĢtırılarak 450 nm dalga boyunda ilk 

okuma gerçekleĢtirilmiĢtir. Okumalar standartlar ve pozitif kontrol referans alınarak her 

5 dk da bir tekrarlanmıĢtır. Bekleme sürelerinde ise 37 ºC‘de etüvde tutulmuĢtur. Pozitif 

kontrolü geçen ilk sürede deney bitirilmiĢtir. LDH deneyleri, SF ve DMSO grubu, MTT 

ile belirlenen etkin doz, bir yoğun konsantrasyon olan doz olarak yapılmıĢtır. 

KarĢılaĢtırmalar yapılırken SF ve DMSO grubuna göre etkin dozdaki LDH etkinliği 

kıyaslanmıĢtır. Ayrıca, bir üst yoğun dozun LDH etkinliği de gösterilerek o dozun ilgili 

hücre için uygun olmadı tespit edilmiĢtir. 
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LDH etkinliğini hesaplamak için aĢağıdaki formül kullanılmıĢtır.  

                                                                    

B: Ġlk ve son okuma arasındaki NADH miktarı 

Tepkime zamanı: ilk okuma ve son okuma arasındaki fark (dk) 

Hacim: Örnek hacmi (ml) 

Örnek sulandırma katsayısı: 50 µl örnek 50 µl karıĢım kullanıldığından katsayı 1‘dir. 

 

3.10. Apoptoz deneyleri 

Hücreler 6 kuyucuklu kaplara 1x106
 olacak Ģekilde ekilir ve etkin dozları belirlenen 

kimyasallar hücrelere verilir ve 24 saat sonra hücrelere tripsin ile kaldırılır. Kaldırılan 

hücreler santrifüj edilir ve soğuk (+4 ºC‘de muhafaza edilen) HBSS ile yıkanır ve tekrar 

santrifüj edilir. Apoptoz deneyleri için Annexin V-FITC Early Apoptosis Detection Kit 

(Cell Signaling Technology, #6592) kullanılmıĢtır. Üretici firmanın tavsiyeleri 

doğrultusunda deneysel aĢamalar gerçekleĢtirilmiĢtir. Apoptoz deneylerinde ilk olarak 

kaldırılan ve HBSS ile yıkanan hücreler 1500 rpm‘de 5 dk santrifüj edilir ve üst kısım 

uzaklaĢtırılır. 1X Annexin V Binding Buffer‘den 500 µl ile hücreler süspanse edilir. 

Tekrar 1500 rpm‘de 5 dk santrifüj edilir ve üst kısım uzaklaĢtırılır. Her bir örnek için 

12,5 µl PI (propidium iodide) ve 1 µl Annexin V karıĢımı hazırlanarak toplamda 13,5 

µl‘lik karıĢım hücreler üzerine eklenir. Buz üzerinde karanlık ortamda 15 dk bekletilir. 

Son olarak üzerine 140 µl 1X Annexin V Binding Buffer eklenir ve Beckman Coulter 

marka Flow sitometri cihazında okuma yapılır. 

3.11. Hücre Döngüsü Deneyleri 

Hücreler 6 kuyucuklu kaplara 1x10
6
 olacak Ģekilde ekilir ve etkin dozları belirlenen 

kimyasallar hücrelere verilir ve 24 saat sonra hücrelere tripsin ile kaldırılır. Kaldırılan 

hücreler santrifüj edilir ve HBSS ile yıkanır ve tekrar santrifüj edilir. Hücreler %70‘lik 

soğuk etil alkol ile 1-12 saat fikse edilmiĢtir. Sonrasında, hücreler 1500 rpm‘de 5 dk 

santrifüj edilerek etanol uzaklaĢtırılmıĢtır. 1 ml 1X PBS ile tekrar yıkanır ve 1500 
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rpm‘de 5 dk santrifüj edilmiĢtir. Üst kısım atılır ve 200 µl Guava® Cell Cycle Reagent 

(Guava Technologies, #4500-0220) ile hücreler iyice karıĢtırılmıĢtır. Sonrasında 30 dk 

karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe edilip ve Beckman Coulter marka Flow sitometri 

cihazında okuma gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 3.12. Yara iyileĢmesi Deneyleri  

Hücreler 6 kuyucuklu kaplara ekilir. Muamele edilecek maddeler verilir ve 24 saat 

sonrasında HBSS ile yıkanır. Yara iyileĢmesi deneyleri için hücrelerin kabın tabanında 

tek katman (monolayer) olarak çoğalmasına dikkat edilmelidir. 100 µ‘lik uç ile 

kuyucuğun ortasında düz bir çizgi çizilir. Sonrasında iki kez daha HBSS ile yıkanır ve 

0. saat görüntüsü alınır. Her 24 saatte bir boĢluk birleĢinceye kadar görüntü alınır. 

Analizler ImageJ programı kullanılarak yapılır. ImageJ programında 24 saatlik 

süreçlerde alınan görüntülerdeki boĢluğun uzunluğu ölçülür ve aralarındaki farklar 

belirlenir. Bu farklılıklar ve geçen zamana göre değerlendirmeler yapılır.  

3.13. Northern Blot 

Northern Blot, bir RNA örneğindeki gen ifadesinin belirlenmesi, gen tespiti gibi 

durumlarda kullanılan bir yöntemdir. Northern Blot yöntemi, RNA örneklerinin 

büyüklüklerine göre elektroforez ayrılması ve hedef dizinin tamamlayıcısı olan probe 

ile hibrizidasyon süreçlerine dayanmaktadır. Bu yöntem, aĢağıdaki gibi bazı 

aĢamalardan oluĢmaktadır. 

Agaroz jelde örneklerin yürütülmesi: Northern Blot‘ta ilk olarak formaldehid içeren 

% 0,9‘luk agaroz jel hazırlanır. Agaroz jele, 14 µl RNA örneği, 28 µl yükleme tamponu 

ve 8 µl yükleme boyası ile birlikte hazırlanır. RNA‘ların ikincil yapılarının ayrılmasını 

sağlamak için 65 oC‘de 10 dk inkübe edilir. EĢ zamanlı olarak jele 60V‘da 5 dk ön 

yürütme yapılır. Ġnkübasyonu tamamlanan örnekler jele yüklenir ve 60V‘da 2-2:30 saat 

yürütülür.  

Jelden membrana aktarma: Yürütme iĢlemi tamamlandıktan sonra kapiller aktarma 

düzeneği hazırlanarak pozitif yüklü naylon membrana RNA‘lar aktarılır. Bu iĢlem için 

sandviç modeli kullanılır. GeniĢ bir kabın içerisine 20X SSC tamponu konulur ve 
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Vatman kâğıdı bu çözelti ile ıslatılır. Sonrasında üstüne sırasıyla jel, membran, vatman 

kâğıdı (çoklu) ve peçete (çoklu) konulur. En üstüne de dengeyi bozmayacak Ģekilde bir 

ağırlık konulur ve bir gece boyunca membrana aktarılma iĢlemi yapılır. Ertesi gün, 

aktarma iĢlemi sonrasında membran 5X SSC tampon ile 3 defa yıkanır ve UV ıĢığı 

altında 1 dk boyunca crosslink yapılır. Aynı zamanda membran ve jelin aktarım 

sonrasında UV altında görüntüsü alınır. Membran prop muamelesine kadar +4 
oC‘de 

bekletilir.  

Probun hazırlanması: Prob için, North2South Biotin Random Prime Labeling Kit  

(#17075) kullanılmıĢtır. ArındırılmıĢ (purification) 100 ng/µl PCR ürünü, 

heptanükleotid karıĢımı ve dH2O eklenerek 99
 oC‘de 5 dk kaynatıldı (denatürasyon 

için). Hemen ardından -80 
oC‘de muhafaza edilen etil alkol içine daldırıldı. Donan 

karıĢım +4 oC‘de eriyene kadar bekletildi. Eriyen karıĢıma, buzun üzerinde 5X dNTP 

karıĢımı, 10X reaksiyon tamponu, 1µl Klenow fragmenti ilave edildi ve 37 oC‘de 1 saat 

inkübe edildi. Sonrasında, enzimi etkinsizleĢtirmek amacıyla üzerine 500 mM EDTA 

konuldu. 

Arındırma protokolü; iĢaretlenmek istenilen bölge ilk olarak PCR ile çoğaltılıp ve 

doğruluğu agaroz ile kontrol edildi. High Pure PCR Purification Kit (#11732668001, 

Roche) ile üretici firmanın tavsiyelerine göre arındırma iĢlemi yapılır. 100 µl PCR 

ürünü için 500 µl bağlanma çözeltisi eklenir ve 1 dk maksimum hızda santrifüj edilir. 

Yıkama çözeltisi ile iki kez yıkanır ve sulandırılır. En son olarak NanoDrop‘ta ölçüm 

yapılır ve prop hazılamak için uygun hale getirilir.  

Bağlanmayan nükleotidleri uzaklaĢtırmak için etanol ile çöktürme: KarıĢımın 

üzerine 5M amonyum asetat ve 110 µl soğuk %100‘lük etanol koyularak -20 
oC‘de 15 

dk bekletilmiĢtir. Soğutmalı santrifüjde en yüksek devirde (14 000 rpm) 45 dk santrifüj 

edildi ve süpernatant kısmı uzaklaĢtırılmıĢtır. 200 µl soğuk %70‘lik etanol eklenip, 

14000 rpm‘de 30 dk santrifüj edilmiĢtir. Süpernatantı atıldı, alkolün uçması için 

beklenildi ve pellet 100 µl 1X TE‘de çözülerek -20 
oC‘de saklanmıĢtır. 

Hibridizasyon: Membran 50‘lik falkon tüpün içine koyuldu, 5 ml oda ısısına gelmiĢ 

hibridizasyon tamponu eklenmiĢtir ve 55 
oC‘de 30 dk ön-hibridizasyon yapılmıĢtır. 
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Hazırlanan prop 99,9 
oC‘de 10 dk kaynatıldı ve ardından 5 dk buzda bekletilmiĢtir. 

Ardından prob falkon tüpünün içine hibridizasyon tamponun üstüne ilave edilmiĢtir. 55 

oC‘de bir gece bekletilmiĢtir.  

Kemilüminesan tespit etme: Kemilüminesan tespit etmek için, Chemiluminescent 

Nucleic Acid Detection Module Kit (#89880) kullanılmıĢtır. 22,5 ml stringency tampon 

üzerine 22,5 ml ddH2O toplam 45 ml olacak Ģekilde hazırlanarak 55 oC‘ye getirilmiĢtir. 

Membran 15 ml‘den 3 defa 15‘er dakika bu tampon ile yıkanmıĢtır. 15 dakika önceden 

oda ısısına getirilmiĢ blocking tampon konulup, süre sonunda 50 µl Streptavidin-HRP 

konjugatı bu tampona ilave edilerek 15 dakika daha çalkalanmıĢtır. 7,5 ml üzerine 22,5 

ml dH2O olacak Ģekilde 1X yıkama tamponu hazırlanıp,  15 ml‘den 5‘er dakika 

bekleyerek 4 defa yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. 15 ml Substrate Equlibiration tamponu 

eklendi ve 5 dakika çalkalanmıĢtır. 4 ml Luminol/Enhancer Solüsyonu ve 4 ml Stable 

Peroxide Solüsyonu ile 8 ml‘lik karıĢım hazırlanmıĢtır. Membranın her tarafına 

emdirilerek 5 dakika bekletilmiĢtir ve Fusion V görüntüleme cihazında kemilüminesan 

görüntü alınmıĢtır. 

Tablo 3.11. Northern Blot deneylerinde kullanılan kimyasallar ve içerikleri 

Tampon ve çözeltiler Ġçerik 

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 içeren distile su 1000 µl DEPC, 1000 ml ddH2O 

10X Northern Tamponu 200mM MOPS 

0.25M EDTA 

3M Sodyum asetat 

1.5X Yükleme Tamponu 750 µl formamid 

150 µl 10X Northern Tamponu 

25 µl ddH2O 

20X SSC Tamponu 3M NaCl 

0.3M Sodyum Sitrat 

5X SSC Tamponu 4:1 oranında 20X SSC tamponu:ddH2O 

10X TE Tamponu 1M Tris-HCl (10 ml) 

0.5M EDTA (2ml) 

88 ml ddH2O 

Yükleme Boyası 3.5 ml %100 gliserol 

0.001 g bromofenol mavisi 

1ml 10X Northern Tamponu 

5.5 ml DEPC ddH2O 
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3.14. Ġstatistiksel Analizler 

Öncelikle, elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamlılık derecelerini belirlemeden 

önce D‘Agostino  & Pearson omnibus normality test, Shapiro-Wilk normality test ve 

Kolmogorov-Smirnov test kullanılarak normalite testi yapılmıĢtır. Bütün sonuçlar için p 

değeri; p<0,05 olanlar anlamlı kabul edilmiĢtir. Dahası, grafikler üzeinde gösterilen 

yıldızların sayısı anlamlılık derecesini göstermektedir: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, 

****p<0,0001.  

Gen ifadesi sonuçları değerlendirilirken 2-ΔCt
 formülü kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada 

referans gen olarak GAPDH ve ACTB genleri kullanılmıĢtır.  

(ΔCt = Hedef gen – Referans Gen) 

Bu formül ile hesaplanan veriler GraphPad Prism 6.02 programında analiz edilmiĢtir. 

Ayrıca, meme kanseri, akciğer kanseri ve osteosarkom hücreleri gibi kontrol hücresi 

olan kanser hücreleri için fold change analizi kullanılmıĢtır. Böylelikle katlı değiĢimleri 

gösterilmiĢtir. Bunun yanı sıra, kimyasal ile muamele edilmiĢ ve edilmemiĢ 

hücrelerdeki genlerin ifade seviyeleri analiz edilirken fold change kullanılmıĢtır. Gen 

ifadesi seviyelerini negatif ve muamele edilmemiĢ kontroller ile kıyaslamak için 

Wilcoxon testi kullanılmıĢtır.  

MTT deneylerinde, spektrofotometreden 550 nm‘de ölçülen OD değerlerinin ortalaması 

alınmıĢtır ve GraphPad Prism 6.02 programında grafikleri çizilmiĢtir. KarĢılaĢtırmalar 

SF ve DMSO grubuna göre yapılmıĢtır ve etkin dozlar belirlenmiĢtir. MTT 

deneylerinde tek yönlü varyans analizlerinden (One-way analysis of variance, ANOVA) 

Dunnett‘s çoklu karĢılĢatırma testi kullanılmıĢtır.  

Apoptoz ve hücre döngüsü deneylerinde farklı fazlarda olan % hücre grupları 

düzenlenmiĢtir ve gruplar arasındaki karĢılaĢtırmalar için t-testi veya non-parametric 

Mann-Whitney U testi uygulanmıĢtır. Yara iyileĢmesi deneyelerinde SF ve DMSO 

grubuna kıyasla kimyasal ile maruz bırakılan hücrelerin göç etme kapasitelerinin 

anlamlılık derecelerini belirlemek için t-testi veya non-parametric Mann-Whitney U 

testi uygulanmıĢtır. 
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4 . BULGULAR 

 

 

4.1. Ġnsan Genomunda NAT’ların kromozomal olarak gösterilmesi 

Bu tez çalıĢmasında, NCBI veri tabanında GRCh38.p7 Primary Assembly‘e göre ġubat 

2017 tarihine kadar yayınlanmıĢ, kromozomlar üzerindeki NAT‘lar belirlenmiĢtir. Daha 

önceleri NAT, protein kodlayan genin karĢı sarmalından kodlanan transkript olarak 

tanımlanmaktaydı. Ancak, bizim araĢtırmalarımıza göre NAT, protein kodlayan genin 

karĢı sarmalından kodlanan protein, lncRNA, miRNA, snoRNA, tRNA gibi diğer RNA 

moleküllerini de içermektedir. Buna benzer olarak bir lncRNA‘nın karĢı sarmalından 

kodlanan lncRNA, miRNA, snoRNA ve tRNA molekülleri de NAT olarak 

adlandırılabilir. Örneğin; X kromozomunda XIC bölgesinden yazılımı gerçekleĢen 

XIST lncRNA molekülünün karĢı sarmalından TSIX lncRNA geni kodlanmaktadır ve 

bu iki lncRNA molekülü arasında iliĢki olduğu birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir (168, 

169, 179). Benzer olarak, 19. kromozomdan kodlanan WDR83 proteini ve bunun karĢı 

sarmalından kodlanan DHPS proteininin birbirleri ile etkileĢimde olduğu gösterilmiĢtir 

(191).  

Yapılan informatik araĢtırmalar neticesinde farklı sınıflarda bulunan NAT‘ların 24 

kromozomdaki sayıları ve alt türleri hesaplanmıĢtır (Tablo 4.1, ġekil 4.1). Bilindiği 

üzere 1. kromozom, en uzun ve üzerinde en fazla gen kodlanan kromozomdur. Bizim 

sonuçlarımızda da en fazla NAT sayısı 1. kromozom üzerinde bulunmaktadır. 

Kromozomlardan kodlanan genlerin oranına göre NAT oranı arasında doğru bir 

ilgileĢim olduğu görülmektedir. Buna karĢın, Y kromozomu en az gen kodlanan 

kromozomdur ve bu kromozomdaki NAT oranı da oldukça düĢüktür. Ġnsan genomunda, 

NAT‘larda en fazla EMB alt türü görülürken lncNAT‘larda INT alt türü, pNAT‘larda da 

TTT alt türü görülmektedir (ġekil 4.1).  
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ġekil 4.1. Ġnsan genomundaki NAT‘lar gösterilmiĢtir. A. NAT, lncNAT, pNAT, 

miRNAT, tNAT, snoNAT olmak üzere bütün kromozomlardaki NAT çeĢitleri 
gösterilmiĢtir. B. Genomda, NAT, lncNAT ve pNAT‘ların alt türlerinin sayısı 
gösterilmiĢtir. C. 1- 22 ve X, Y kromozomlarında NAT‘ların kromozomal sayısı ve 
türleri gösterilmiĢtir.  

 

Ġnsan genomunda, miRNA, tRNA, scnRNA, snRNA ve snoRNA gibi küçük RNA 

molekülleri ile aynı yönlü ve/veya karĢıt yönlü olarak sentezlenen transkriptler 

bulunmaktadır. Bunlara en yaygın örnek miRNAHG (micro RNA Host Gene) olarak 

adlandırılan miRNA‘ların kodlandığı öncül transkript ve küçük RNA‘ların türevlendiği 

ribozomal RNA genlerinin kodlandığı transkriptler verilebilir. Transkript ilk olarak 
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uzun Ģekilde kodlanır (protein kodlayabilir veya kodlayamaz) ve sonrasında bu 

transkriptin intron/ekzon bölgesinden küçük RNA molekülleri türevlenir. Bu çalıĢmada, 

insan genomunda, küçük RNA moleküllerini kodlayan transkriptlerin sense ve antisense 

sarmalından sentezlenen RNA transkriptleri belirlenmiĢtir ve kromozomal olarak 

gösterilmiĢtir (ġekil 4.2).  

Ġnsan kromozomlarındaki miRNA‘ların aynı yönlü transkriptlerin intronik/ekzonik 

bölgelerinden -sense transkript- yazıldığı görülmüĢtür. Ancak genomda bunun aksi olan 

antisense miRNA‘ların olduğu durumda mevcuttur. Bunun yanı sıra, genomda diğer 

küçük RNA moleküllerinin sense transkript oranları antisense transkript oranlarına göre 

fazla olduğu gösterilmiĢtir. Ancak diğer küçük RNA sınıfı olan tRNA‘larda durum biraz 

daha farklıdır. MiRNA‘lar ve sRNA‘lar hemen hemen tüm kromozomlarda transkripte 

edilirken tRNA‘lar tüm kromozomlardan transkripte edilmemektedir. Bunun yanı sıra, 

tRNA transkritplerinin diğer transkritpler ile örtüĢen bölgeler içeren sense-antisense 

oranı neredeyse aynıdır.  

 

ġekil 4.2. miRNA, sRNA ve tRNA transkriptlerinin genomdaki aynı yönlü ve karĢıt 
yönlü transkritplerinin sayısı gösterilmiĢtir. A. miRNAT‘ların kodlanan bölgede örtüĢen 
dizileri olan sense ve antisense transkript sayısını göstermektedir. B. sNAT‘ların 
kodlanan bölgede örtüĢen dizileri olan sense ve antisense transkript sayısını 
göstermektedir. C. tNAT‘ların kodlanan bölgede örtüĢen dizileri olan sense ve antisense 
transkript sayısını göstermektedir. 
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NAT‘ları detaylı bir Ģekilde inceledikten sonra, kanser süreçlerinde önemli rollerinin 

olduğu bilinen VIM, BCL2 ve CDKN2B genlerinin ve bunların karĢı sarmalından 

sentezlenen transkriptlerden HTH, TTT ve EMB olmak üzere üç tane seçilmiĢtir. 

Bundan sonraki aĢamalara seçilen genler üzerinden devam edilmiĢtir.   

Tablo 4.1. Ġnsan genomundaki NAT çeĢitlerinin sayısı ve türelere göre dağılımı 
gösterilmiĢtir. 

NAT çeĢidi NAT alt türü 

HTH TTT EMB INT 

NAT 1199 795 1349 1266 

lncNAT 204 230 241 439 

pNAT 284 430 147 207 

 Antisense Sense 

miRNAT 250 1128 

sNAT 22 435 

tNAT 26 50 

 

4.2. Farklı Doku ve Hücre Hatlarında Gen Ġfadesinin Değerlendirilmesi  

Yirmi tane normal insan dokusu ve 19 tane hücre hattından elde edilen örneklerde, 

VIM, VIM-AS1, CDKN2B, CDKN2B-AS1, BCL2 ve LOC105372161 genleri için gen 

ifade analizi yapılmıĢtır. Bu bağlamda, protein kodlayan genlerin ve antisense 

ipliğinden kodlanan lncRNA‘ların gen ifade seviyeleri gösterilmiĢtir. Yapılan deneyler 

neticesinde genel olarak protein kodlayan genler, çalıĢmada kullanılan bütün doku ve 

hücre hatlarında ifade gösterirken antisense iplikten kodlanan lncRNA‘ların dokuya ve 

hücre hatlarına spesifik gen ifadesi gösterdiği bulunmuĢtur. RT-PCR ve qPCR 

yöntemlerinde çalıĢılan 20 farklı insan dokusunda ve 19 tane hücre hattında VIM, VIM-

AS1, CDKN2B, CDKN2B-AS1, BCL2 ve LOC105372161 genlerinin ifade sonuçları 

aĢağıdaki gibidir (ġekil 4.3).  
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ġekil 4.3. ÇalıĢmada kullanılan genlerin farklı doku ve hücre hatlarındaki ifade 
seviyelerinin 2

-∆Ct
 değerleri kullanılarak oluĢturulan heat-map grafiği. 

 

4.2.1. VIM ve VIM-AS1 genlerinin doku ve hücrelerdeki ifade seviyeleri  

RT-PCR yöntemi ile yapılan çalıĢmalar neticesindeki VIM ve VIM-AS1 genlerinin 

doku ve hücrelerdeki ifadesi ġekil 4.4 ve 4.5‘te gösterilmiĢtir. RT-PCR sonucuna göre 

VIM geninin tüm dokularda yüksek ifade seviyesine sahip olduğu görülürken, VIM-

AS1‘in bazı dokularda ifade edildiği bazılarında ise ifade edilmediği görülmektedir. 

Örneğin; akciğer dokusunda en yüksek ifade edilen VIM-AS1, kalp, beyin, karaciğer, 

mide, adrenal bez gibi dokularda neredeyse hiç ifade edilmemektedir. Benzer Ģekilde 

qPCR sonucuna göre, VIM-AS1 en yüksek akciğer, dalak ve timus dokularında ifade 

edilirken, beyin, karaciğer ve mide gibi dokularda bu genin ifadesi yoktur. Ayrıca, VIM 

geninin tüm dokularda ifade edildiği qPCR yöntemi ile de doğrulanmıĢtır. Bu genin, 

uterus ve akciğer dokularında en yüksek ifade seviyesine sahip olduğu bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.4. VIM, VIM-AS1 ve GAPDH genlerinin farklı dokulardaki ifade seviyeleri 

gösterilmiĢtir. A. RT-PCR yöntemi ile VIM, VIM-AS1 ve GAPDH genlerinin ifade 

seviyelerinin gösterilmesi. B. qPCR sonucunda, VIM-AS1 geninin ifade seviyesi C. 

qPCR sonucunda, VIM geninin ifade seviyesi. 

 

Hücre kültür örneklerindeki VIM ve VIM-AS1 ifade sonuçlarında da VIM geninin ifade 

seviyesi tüm hücrelerde yüksek iken, VIM-AS1 doku örneklerinde olduğu gibi bazı 

hücrelerde özgüllük göstermektedir. RT-PCR sonucunda, CRL4010, HCT116, CAL29 

hücrelerinde VIM-AS1 ifadesi görülmezken hfOB1.19, BEAS2B, BCPAP, PANC1 gibi 

hücrelerde ifadesi en yüksek seviyededir. Buna paralel olarak qPCR sonucunda, en 

yüksek VIM-AS1 ifadesi BEAS2B, MCF7 ve BCPAP hücrelerinde görülürken, 

CRL4010, PC3 ve CAL29 hücrelerinde VIM-AS1 ifadesi yoktur.  Bununla beraber 

hücrelerdeki VIM ifadesi dokudaki VIM ifadesine göre değiĢiklik göstermektedir. 

CAL29, HCT116 ve PC3 hücre hatlarında VIM ifade seviyesi en düĢük olarak 

bulunmuĢtur, bunun  aksine VIM geni, CRL4010, BCPAP ve PANC1 hücre hatlarında 

en yüksek seviyede ifade göstermektedir.  
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ġekil 4.5. VIM, VIM-AS1 ve GAPDH genlerinin farklı hücre hatlarındaki ifade 
seviyelerinin gösterilmesi. A. RT-PCR yöntemi ile VIM, VIM-AS1 ve GAPDH 

genlerinin ifade seviyelerinin gösterilmesi. B. qPCR sonucunda, VIM-AS1 geninin 

ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, VIM geninin ifade seviyesi. 

 

Aynı kökenli olan hücre/doku grupları değerlendirildiğinde; normal meme hücresi olan 

CRL4010‘a kıyasla MCF7, CRL2329, ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında 

VIM geninin ifade seviyesi düĢük bulunurken VIM-AS1 geninin ifade seviyesinin 

yüksek olduğu bulunmuĢtur. Bunun aksine U2OS ve A549 hücrelerinde normal 

hücrelere kıyasla VIM-AS1 ifadesinde düĢüĢ bulunmuĢtur. Ayrıca, VIM-AS1 geninin 

normal akciğer dokusunda diğer normal insan dokularına kıyasla ifade seviyesi oldukça 

yüksektir. Dahası, normal akciğer epitel hücresi BEAS2B hücre hattında VIM-AS1 

geninin ifade seviyesinin yüksek akciğer kanseri A549 hücre hattında bu lncRNA 

molekülünün ifade seviyesi ciddi derecede azalmıĢtır. Buna ek olarak, beyin 

(serebellum) ve tüm beyin dokularında VIM-AS1 geninin ifade seviyesi hiç 

görülmezken A172 glioblastoma hücre hattında bu genin ifadesinin olduğu 

bulunmuĢtur. Böylelikle VIM-AS1 bazı kanser türlerinin oluĢumunda ve/veya 

ilerlemesinde önemli bir düzenleyici molekül olabilir. 
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4.2.2. BCL2 ve LOC105372161 genlerinin doku ve hücrelerdeki ifade seviyeleri  

BCL2 ve antisense ipliğinden sentezlenen LOC105372161 genlerinin doku ve 

hücrelerdeki ifadesi ġekil 4.6 ve 4.7‘te gösterilmiĢtir. RT-PCR sonucuna göre BCL2 

geni, tüm dokularda ifade gösterip bu ifadenin doku türüne göre farklılık gösterdiği 

bulunmuĢtur. Bununla birlikte, LOC105372161 geninin ise dokuya göre farklı ifade 

paternine sahip olduğu bulunmuĢtur. BCL2, plasenta, dalak ve iskelet kası dokularında 

en yüksek ifade seviyesine sahip iken, kemik iliği, karaciğer ve adrenal bez gibi 

dokularda daha düĢük ifade seviyesinde olduğu bulunmuĢtur. Bununla beraber, 

LOC105372161 en çok plasenta, prostat, dalak, timus dokularında ifade edilirken; kalp, 

kemik iliği, böbrek, tiroid bezi gibi dokularda neredeyse hiç ifade edilmediği 

bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.6. BCL2, LOC105372161 ve GAPDH genlerinin farklı insan dokularındaki 

ifade seviyeleri gösterilmiĢtir. A. RT-PCR yöntemi ile BCL2, LOC105372161 ve 
GAPDH genlerinin ifade seviyelerinin gösterilmesi. B. qPCR sonucunda, 

LOC105372161 geninin ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, BCL2 geninin ifade 

seviyesi. 
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Doku profiline benzer Ģekilde hücre kültürü örneklerinde de BCL2 ve LOC105372161 

genlerinin ifade seviyeleri değerlendirilmiĢtir. Bu bağlamda, LOC105372161 en yüksek 

HEK293, CAL29, DU-145 hücre hatlarında ifade seviyesi göstermektedir. Aksine, 

CRL4010, A172, HeLa gibi hücre hatlarında en düĢük ifade seviyesinde olduğu veya 

hiç ifade edilmediği bulunmuĢtur. Bununla beraber, BCL2 geni en yüksek HGC27 ve 

HEK293 hücrelerinde ifade edilirken; en düĢük BCPAP, PANC1 ve CAL29 

hücrelerinde ifade edilmektedir (ġekil 4.7).  

 

ġekil 4.7. BCL2, LOC105372161 ve GAPDH genlerinin farklı hücre hatlarındaki ifade 
seviyelerinin gösterilmesi. A. RT-PCR yöntemi ile BCL2, LOC105372161 ve GAPDH 
genlerinin ifade seviyelerinin gösterilmesi. B. qPCR sonucunda, LOC105372161 

geninin ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, BCL2 geninin ifade seviyesi. 

 

Aynı kökenli olan hücre/doku grupları değerlendirildiğinde; BCL2 geni ve karĢı 

sarmalından sentezlenen LOC105372161 geni arasında bir ilgileĢim olduğu ortaya 

çıkmıĢtır. BCL2 geni normal meme hücresi olan CRL4010‘a kıyasla diğer meme 

kanseri hücrelerinde değiĢkenlik gösterirken, LOC105372161 geninin ifade seviyesi 

kanserli hücrelerde artıĢ göstermektedir. Buna ek olarak normal prostat dokusunda 

LOC105372161 geninin ifade seviyesi diğer insan dokularına kıyasla yüksek 

bulunurken DU-145 ve PC3 prostat kanseri hücre hatlarında bu genin ifade seviyesi 

oldukça düĢüktür.  
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4.2.3. CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin doku ve hücrelerdeki ifade seviyeleri  

CDKN2B-AS1 ve bu genin iç kısmından ve ters yönde sentezlenen protein kodlayan 

CDKN2B geninin qPCR yöntemi ile çeĢitli insan dokularında ve hücre hatlarında gen 

ifade seviyeleri değerlendirilmiĢtir. Bunun sonucunda, CDKN2B geni en yüksek 

akciğer, kolon ve ince bağırsak hücrelerinde ifade edildiği bulunmuĢtur ve bunun yanı 

sıra böbrek, karaciğer ve fetal beyin dokularında ise çok daha düĢük bir ifade seviyesine 

sahip olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 4.8) Buna ek olarak, CDKN2B-AS1 kodlanmayan 

RNA geni ise timus, akciğer ve serebellum dokularında aĢırı ifade edilmiĢ olarak 

bulunurken böbrek, fetal karaciğer ve dalak gibi dokularda düĢük ifade edildiği 

bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.8. qPCR yöntemi ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin farklı dokulardaki 

ifade seviyeleri gösterilmiĢtir. A. CDKN2B geninin ifade seviyesi B. CDKN2B-AS1 

geninin ifade seviyesi 

 

Hücre kültürü örneklerinde CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin RT-PCR ve qPCR 

yöntemleri sonucunda gen ifade seviyeleri kıyaslanmıĢtır. CDKN2B geni, diğer 

çalıĢılan protein kodlayan genlerin aksine, MDA-MB-231, PANC1, A172 ve CAL29 

hücrelerinde ciddi bir Ģekilde ifade seviyesi düĢük bulunurken, CRL4010, HGC27 ve 

HeLa hücrelerinde aĢırı ifade seviyesine sahip olduğu bulunmuĢtur. CDKN2B-AS1 

ifadesi ise CDKN2B hücreleri ile benzer ifade paterni göstermektedir. Farklı olarak ise, 

CDKN2B-AS1 geni CRL2329 ve U2OS hücrelerinde de düĢük ifade göstermektedir. 

Bunun yanı sıra CDKN2B ifadesine kıyasla CDKN2B-AS1 ifadesi çalıĢılan hücrelerde 

daha düĢük bulunmuĢtur (ġekil 4.7).  
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ġekil 4.9. CDKN2B, CDKN2B-AS1 ve GAPDH genlerinin farklı hücre hatlarındaki 
ifade seviyelerinin gösterilmesi. A. RT-PCR yöntemi ile CDKN2B, CDKN2B-AS1 ve 

GAPDH genlerinin ifade seviyelerinin gösterilmesi. B. qPCR sonucunda, CDKN2B-

AS1 geninin ifade seviyesi C. qPCR sonucunda, CDKN2B geninin ifade seviyesi. 

 

CDKN2B ve CDKN2B-AS1 gibi EMB transkriptlerin birlikte ifade edildiği 

gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada, CDKN2B geni, CRL4010, HeLa gibi hücre hatlarında 

yüksek ifade edilirken aynı Ģekilde CDKN2B-AS1 geni de yüksek ifade edilmiĢtir. 

Bunun aksine, MDA-MB-231, A172, CAL29 hücrelerinde ise CDKN2B ve CDKN2B-

AS1 gen ifade seviyelerinin hiç olmaması aralarında pozitif bir ilgileĢim olduğunu 

göstermektedir. U2OS osteosarkom hücrelerinde hfOB1.19 normal hücre ile 

kıyaslandığında CDKN2B ve CDKN2B-AS1 ifade seviyeleri benzer Ģekilde düĢüĢ 

göstermiĢtir. Bunun yanı sıra, normal kolon dokusu ile HCT116 hücre hattındaki bu 

genlerin ifade seviyeleri karĢılaĢtırıldığında ise, birbirlerine paralel olarak bir azalma 

gösterdiği bulunmuĢtur. Ayrıca, normal akciğer dokusunda CDKN2B ve CDKN2B-

AS1 genlerinin ifade seviyeleri diğer dokulara oranla oldukça yüksek bulunmuĢtur. 

Normal akciğer hücresi BEAS2B‘ye kıyasla A549 akciğer kanseri hücre hattında bu 

genlerin ifade seviyelerinin yüksek olduğu gösterilmiĢtir.  
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4.3. Hücre Canlılığı Analizleri ve Kimyasalların Sitotoksisitelerinin ve Toksisite 

Değerlerinin Belirlenmesi 

BEAS2B hücre hattında, 5-FU, 8A, 17B maddelerinin hücre canlılığı üzerinde etkisi 

MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.10 ve ġekil 4.11).  5-FU ve 17B kimyasalları 

çalıĢılan dozlarda etki göstermezken 8A kimyasalının 100 µM ve 200 µM‘lık 

konsantrasyonlarının BEAS2B hücreleri için toksik olduğu gösterilmiĢtir. MTT deney 

verilerinden yola çıkılarak, hücrelerin yarısını öldüren etkin doz IC50 (lethal dose, 

IC50) değerleri belirlenmiĢtir (Tablo 4.2). Bunun yanı sıra, 17B ve 8A kimyasallarının 

etkin dozlarının ve etkin dozun bir üst konsantrasyondaki dozların MTT deneyleri 

yapılan hücrelerde LDH etkinlikleri belirlenmiĢtir (Tablo 4.3).  

 

ġekil 4.10. BESA2B hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine etkisi. 

 

 

ġekil 4.11.  BEAS2B hücrelerinde 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının doza bağlı olarak 
hücre ölümü üzerine etkisi. 
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BEAS2B hücre hattında 17B ve 8A kimyasal maddelerinin toksisiteleri LDH deneyleri 

ile gösterilmiĢtir. ġekil 4.12‘de BEAS2B hücrelerinde bu kimyasalların LDH 

etkinlikleri gösterilmiĢtir. 17B kimyasalının en yüksek dozunda 50 mU/mL LDH 

etkinliği görülmektedir. 8A kimyasalı 200 µM konsantrasyonda bütün hücrelerde toksik 

olduğundan bu kimyasalın 100 µM ev 200 µM dozlarındaki LDH etkinliği 

gösterilmiĢtir. 100 µM dozda, 120 mU/mL LDH etkinliğine sahip iken, 200 µM dozda 

130 mU/mL LDH etkinliği gösterdiği bulunmuĢtur.  

 

 

ġekil 4.12. BEAS2B hücrelerinde 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH etkinlikleri.  

 

A549 hücre hattında, 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hücre canlılığı üzerinde 

etkisi MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir. Hücrelerin yaklaĢık olarak yarısını öldüren etkin 

dozlar belirlenmiĢtir (ġekil 4.13 ve ġekil 4.14). 5-FU verilen A549 hücrelerinde etkin 

dozun 200 µM olduğu belirlenmiĢtir, diğer dozların da öldürücü etkisinin olduğu 

gösterilmiĢtir fakat bu istatistiksel olarak anlamlı değildir. A549 hücrelerine sisplatin 

verildiğinde etkin doz 100 µM olarak bulunmuĢtur. 25 ve 50 µM dozları etkin değildir 

ve bunun yanı sıra 200 µM dozunun toksik olduğu gösterilmiĢtir. 17B kimyasal 

maddesi verilen A549 akciğer kanseri hücresinde, etkin doz 100 µM olarak 



81 

 

belirlenmiĢtir. Aynı Ģekilde 8A maddesi verilen hücrede etkin doz 100 µM olarak 

bulunmuĢtur ve 17B‘de olduğu gibi 200 µM dozunun toksik olduğu gösterilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.13. A549 hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine etkisi.  

 

 

ġekil 4.14. A549 hücre hattında kimyasal maddelerin hücre canlılığına etkisi. 
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A549 hücre hattında etkin dozları 100 µM olarak bulunan 17B ve 8A kimyasallarının 

LDH etkinlikleri belirlenmiĢtir (ġekil 4.15). 17B kimyasalının etkin dozun bir üst 

dozunun (200 µM) etkin doza kıyasla daha fazla LDH etkinliğine sahip olduğu 

bulunmuĢtur. Buna ek olarak 8A kimyasalı ile maruz bırakılan A549 hücre hattında 

etkin dozun ortalama 15 mU/mL LDH etkinliğinde olduğu bulunmuĢtur ve 200 µM 

dozun ise etkin doza göre daha yüksek LDH etkinliğine sahip olduğu gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.15. A549 hücre hattında 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH etkinlikleri. 

 

CRL4010 hücre hattında; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hücre canlılığı 

üzerinde etkisi MTT ve LDH deneyleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.15 ve ġekil 4.16). 

CRL4010 normal meme epiteli hücre hattında verilen kimyasalın seçilen aralıkta etkin 

olmadığı bulunmuĢtur. Fakat diğer deney sonuçlarında da olduğu gibi 8A maddesinin 

200 µM dozu CRL4010 hücreleri için de toksik olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 4.17).  
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ġekil 4.16. CRL4010 hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine etkisi. 

 

 

ġekil 4.17. CRL4010 hücre hattında kimyasal maddelerin hücre canlılığına etkisi. 

 

CRL4010 hücre hattında, 17B kimyasalının 200 µM dozunun 40 mU/mL LDH 

etkinliğine sahip olduğu bulunmuĢtur. Aynı zamanda, 8A kimyasalının sırasıyla 100 
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µM dozunun 12 mU/mL, 200 µM dozunun ise 18 mU/mL LDH etkinliği gösterdiği 

bulunmuĢtur (ġekil 4.18). 

 

ġekil 4.18. CRL4010 hücrelerinde 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH etkinlikleri. 

 

MCF7 hücre hattında; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hücre canlılığı üzerinde 

etkisi MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.19 ve ġekil 4.20). MCF7 hücre hattına 

5-FU kimyasal maddesi verildiğinde etkin doz 200  µM olarak bulunmuĢtur, bunu 

takiben sırasıyla, Sisplatin, 17B ve 8A kimyasallarına maruz bırakıldığında ise etkin 

dozlar 200 µM, 200 µM ve 100 µM Ģeklindedir. 8A kimyasalının 200 µM 

konsantrasyonunun MCF7 hücresi için oldukça toksik olduğu gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.19. MCF7 hücre hattında kimyasal maddelerin doza bağımlı olarak hücre 
canlılığına etkisi. 
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ġekil 4.20. MCF7 hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine etkisi. 
 

17B ve 8A kimyasallarının etkin doz ve daha yoğun konsantrasyonlarda maruz bırakılan 

MCF7 hücrelerinde LDH etkinlikleri belirlenmiĢtir (ġekil 4.21). 17B kimyasalı ile 

maruz bırakılan MCF7 hücrelerinde LDH etkinliği 200 µM dozda 100 µM doza göre 

oldukça artmıĢtır. Bunun yanı sıra, 8A kimyasalının muamelesi sonrasındaki LDH 

etkinliği 100 µM ve 200 µM konsantrasyonlarda artıĢ göstermiĢtir, ama bu artıĢ 

istatistiksel olarak anlamlı değildir.  

 

ġekil 4.21. MCF7 meme kanseri hücre hattında 17B ve 8A kimyasal maddelerinin LDH 

etkinlikleri. 
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SKBR3 hücre hattında; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hücre canlılığı 

üzerinde etkisi MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.22 ve ġekil 4.23). SKBR3 

hücre hattında 17B kimyasal maddesi seçilen aralıkta etki göstermezken 8A kimyasalı 

50 µM konsantrasyonununda etkindir. Bunun yanı sıra, 5-FU anti-kanser ilacı 200 µM 

konsantrasyonunda etki gösterirken diğer bir kanser ilacı olan Sisplatin 100 µM dozda 

etki göstermiĢtir ve tüm kimyasalların (17B hariç) 200 µM dozu SKBR3 hücresi için 

toksik olduğu gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.22. SKBR3 hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine etkisi.  

 

 

ġekil 4.23. SKBR3 hücre hattında kimyasal maddelerin hücre canlılığına etkisi. 
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SKBR3 hücre hattında etkin olan 8A kimyasalının etkin dozunun ve bir üst dozunun 

LDH etkinliği gösterilmiĢtir (ġekil 4.24). 8A kimyasalı ile maruz bırakılan SKBR3 

hücre hattında 50 µM etkin dozun ve 100 µM toksik dozun LDH etkinlikleri sırasıyla, 

40 mU/mL ve 80 mU/mL‘dir. 

 

ġekil 4.24. SKBR3 meme kanseri hücre hattında 8A kimyasalının LDH etkinliği. 

 

MDA-MB-231 hücre hattında; 5-FU, 8A, 17B maddelerinin hücre canlılığı üzerinde 

etkisi MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.25 ve ġekil 4.26). 5-FU maddesi MDA-

MB-231 hücresi için 200 µM dozda etkin iken, 17B maddesi 100 µM konsantrasyonda 

etkili olarak bulunmuĢtur. 8A kimyasalının 100 ve 200 µM dozları bu hücre hattı için 

toksik doz olarak belirlenmiĢtir, ancak 50 µM dozunun da etkili olmadığı görülmüĢtür. 

Bundan sonraki çalıĢmalara bu nedenle, MDA-MB-231 hücre hattında 8A kimyasal 

maddesi ile devam edilememiĢtir.  

17B kimyasalının MDA-MB-231 hücrelerinde LDH etkinlikleri, 50 µM etkin dozda ve 

100 µM toksik dozda değerlendirilmiĢtir (ġekil 4.27). 50 µM dozun yaklaĢık 35 mU/mL 

LDH etkinliğine sahip olduğu görülürken 100 µM dozun ise 62 mU/mL LDH etkinliği 

gösterdiği bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.25. MDA-MB-231 hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine 
etkisi.  

 

 

ġekil 4.26. MDA-MB-231 hücre hattında kimyasal maddelerin hücre canlılığına etkisi. 

 

 

ġekil 4.27. MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında 17B kimyasalının LDH 
etkinlikleri. 
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U2OS hücre hattında; 5-FU, 8A, 17B ve Sisplatin maddelerinin hücre canlılığı üzerinde 

etkisi MTT deneyleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 4.28 ve ġekil 4.29). U2OS hücre hattında, 

5-FU kimyasal maddesi 200 µM dozda etki gösterirken diğer bir anti-kanser ilacı olan 

Sisplatin 100 µM dozda etki göstermiĢtir. Bunu takiben, 17B ve 8A kimyasal maddeleri 

sırasıyla 200 µM ve 50 µM dozlarında etkin olarak bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.28. U2OS hücrelerine verilen kimyasalların hücre canlılığı üzerine etkisi. 

 

 

ġekil 4.29. U2OS hücre hattında kimyasal maddelerin hücre canlılığına etkisi. 
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Tablo 4.2. Hücrelere verilen kimyasalların MTT deneyleri sonrasında hesaplanan IC50 

dozları gösterilmiĢtir. 

Hücre 

         Madde 

BEAS2B A549 CRL4010 MCF7 SKBR3 MDA-

MB-231 

U2OS 

5-FU 229,3 191,8 447,8 223,1 180,82 143,5 198,2 

Sisplatin X 102,4 202,6 163,4 116,2 X 128,3 

17B 205,5 99,8 213,4 213,4 335,6 75,6 203,7 

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

 

Tablo 4.3. 17B ve 8A kimyasalları ile maruz bırakılan hücrelerdeki LDH etkinlikleri 

gösterilmiĢtir.  

Hücre 17B 8A 

SF DMSO Etkin 

Doz 

Yüksek 
Doz 

SF DMSO Etkin 

Doz 

Yüksek 
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- 

4010 

1,18 7,69 X 39,61 1,12 5,24 11,21 16,63 

MCF7 5,03 26,27 43,52 111,34 2,33 6,05 23,41 28,87 

SKBR3 Etkin Değil 15,85 84,86 19,49 37,33 

MDA-

MB-231 

3,97 14,05 40,68 55,05 Etkin Değil 

 

4.4. 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin Kimyasal Maddelerinin Hücre Morfolojisi Üzerine 

Etkisinin Belirlenmesi 

Etkin dozları belirlenen kimyasal bileĢiklerin apoptoz, hücre döngüsü ve yara iyileĢmesi 

deneyleri yapılan A549, MCF7, SKBR3, MDA-MB-231 ve U2OS hücrelerinde 

morfoloji üzerine etkilerine bakılmıĢtır. Kimyasal maddelerin kanser hücrelerinin 

morfolojilerini değiĢtirdiği gösterilmiĢtir. 

Etkin dozları belirlenen kimyasalların A549 hücrelerinde morfoloji üzerine etkileri 

gösterilmiĢtir. Etkin dozların hücre morfolojisi üzerinde ciddi bir etkisinin olduğu 

gösterilmiĢtir (ġekil 4.30). SF ve DMSO ile karĢılaĢtırıldığında 5-FU, 17B ve 8A 

kimyasal maddeleri akciğer kanseri hücre hattının morfolojisinde değiĢikliğe sebep 

olmuĢtur. 
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ġekil 4.30. A549 hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin morfoloji 

üzerine etkisi. 

 

MCF7 hücrelerinde etkin dozları belirlenen kimyasalların morfoloji üzerine etkileri 

ġekil 4.31‘de gösterilmiĢtir. Anti-kanser ilacı olan 5-FU kimyasalının ve potansiyel 

anti-kanser ilacı olma ihtimali olan 17B ve 8A maddelerinin MCF7 hücrelerinin 

morfolojileri üzerinde etkili olduğu görülmektedir.  

 

ġekil 4.31. MCF7 hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin hücre 
morfolojisine etkisi.  

MTT deneyleri ile etkin dozları belirlenen kimyasalların MDA-MB-231 hücre hattında 

morfoloji üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.32). SF ve DMSO verilen hücrelere 

kıyasla 5-FU ve 17B verilen hücrelerin morfolojileri arasında farklılıklar olduğu 

gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.32. MDA-MB-231 hücre hattında 5-FU ve 17B kimyasallarının hücre 
morfolojisi üzerine etkisi.  
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SKBR3 hücre hattında, 200 µM 5-FU etkin dozu ile 50 µM 8A maddesinin etkin 

dozlarının hücre morfoloji üzerine etkileri gösterilmiĢtir. SF ve DMSO örneklerinde 

hücreler normal morfolojiye sahip iken kimyasal verilen hücrelerde ciddi değiĢimler 

görülmüĢtür (ġekil 4.33).  

 

ġekil 4.33. SKBR3 hücre hattında 5-FU ve 8A kimyasal maddelerinin hücre 

morfolojileri üzerine etkisi. 

 

Etkin dozları belirlenen 5-FU, 17B ve 8A kimyasalların U2OS hücre hattında morfoloji 

üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.34). SF ve DMSO örnekleri normal morfolojilere 

sahip iken 5-FU, 8A ve 17B verilen hücrelerin morfolojilerinde değiĢimler görülmüĢtür.  

 

ġekil 4.34. U2OS osteosarkom hücre hattında 5-FU, 8A ve 17B kimyasal maddelerinin 

hücre morfolojileri üzerine etkileri.  

 

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

Belirlenmesi 

A549 hücre hattında, kimyasalların etkin dozlarının apoptoz üzerine etkisi Anneksin V 

ve PI boyaması ile belirlenmiĢtir. SF ve DMSO ya göre karĢılaĢtırıldığında, 5-FU ve 
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17B kimyasalların etkin dozlarının geç apoptotik hücre oranını arttırdığı bulunmuĢtur. 

Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildir (ġekil 4.35).  

 

ġekil 4.35. A549 hücre hattında, muamele edilmemiĢ, DMSO ve kimyasala maruz 
bırakılmıĢ durumlarda apoptoz seviyeleri. Kimyasala maruz bırakılan hücrelerde, 
apoptoz sürecinde rol oynayan BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin maruziyet 

süresine göre ifade seviyeleri kıyaslanmıĢtır.  

 

Bunun yanı sıra, birçok kanser türünde aĢırı ifadelenmiĢ olarak bildirilen BCLXL 

geninin 5-FU verilen A549 hücre hattında maruziyet süresine bağlı olarak anlamlı bir 

değiĢiklik gösterilmemiĢtir. Ancak, 17B ve 8A kimyasalları verilen hücrelerde DMSO 
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ve SF‘e kıyasla anlamlı değiĢim olduğu gösterilmiĢtir. Kimyasal ile maruziyet süresine 

göre BCLXL geninin ifade seviyesi düĢük olarak bulunmuĢtur. Pro-apoptotik bir gen 

olan BAX geninin de kimyasal verilen hücrelerde 24 ve 48 saatlik muameleler 

sonrasında ifade seviyesinde değiĢimler olduğu bulunmuĢtur. Kimyasal ile 24h 

muamele süresine göre 48h‘lik maruziyet sonrasında BAX geninin ifade seviyesinin 

arttığı gösterilmiĢtir. Dahası 8A kimyasalı verilen A549 hücre hattında CASP3 ve 

CASP9‘un kimyasal ile muamele süresine göre ciddi Ģekilde arttığı gösterilmiĢtir (ġekil 

4.35 alt kısım).  

MCF7 hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin etkin dozlarının apoptoz 

üzerine etkisine bakılmıĢtır (ġekil 4.36). 5-FU verilen MCF7 hücresinde DMSO ve SF‘e 

kıyasla bir fark görülememiĢtir. Fakat 17B kimyasalı verilen hücrelerde geç apoptotik 

hücre popülasyonunda DMSO ve SF‘e kıyasla anlamlı derecede artıĢ göstermiĢtir ve 

erken apoptotik hücre popülasyonunda da artıĢ olduğu gösterilmiĢtir (%70). Bunun yanı 

sıra, 8A kimyasal maddesinin etkin dozunun verildiği MCF7 hücrelerinde geç apoptotik 

hücre popülasyonu SF ve DMSO verilen hücrelerdekine kıyasla ciddi Ģekilde artmıĢtır 

(%40).  

Apoptoz sürecinde önemli genlerin ifade seviyeleri kimyasal maruziyet süresine ve 

kimyasal çeĢidine göre ifade seviyeleri ġekil 4.36‘da gösterilmiĢtir. 8A kimyasalı 

verilen hücre hattında BCLXL geninin ifade seviyesi 24 saate kıyasla 48 saatlik 

muamele sonrasında anlamlı bir Ģekilde azalmaktadır (yaklaĢık 12 kat). Bunun yanı sıra, 

17B kimyasalı ile maruz bırakılan MCF7 hücrelerinde BCLXL geninin ifade seviyesi 

maruziyet süresine göre anlamlı bir Ģekilde azalmıĢtır. Diğer taraftan, BAX geninin de 

5-FU ve 8A verilen hücrelerde maruziyet zamanına bağlı olarak değiĢim gösterdiği 

bulunmuĢtur. 17B ve 8A kimyasal bileĢikleri ile maruz bırakılan MCF7 hücrelerinde 

maruziyet süresine kıyasla BAX geninin ifade seviyesinde artıĢ olduğu gösterilmiĢtir ve 

bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlıdır. Aynı zamanda 8A ile muamele edilen 

hücrelerde CASP3‘ün ifade seviyesi maruziyet zamanına kıyasla anlamlı bir Ģekilde 

artıĢ göstermektedir. MCF7 hücrelerine etkin dozları verilen 17B ve 5-FU 

kimyasallarının CASP3 ve CASP9 genleri üzerinde de muamele edilmemiĢ hücrelere 

kıyasla değiĢim olduğu gösterilmiĢtir.  



95 

 

 

ġekil 4.36. MCF7 hücre hattında etkin dozları verilen kimyasalların apoptoz üzerine 
etkisi. Maruz bırakılan MCF7 hücrelerinde zamana kıyasla BCLXL, BAX, CASP3 ve 

CASP9 genlerinin ifade seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır.  

 

MDA-MB-231 hücre hattındaki 5-FU ve 17B kimyasallarının sırasıyla 200 µM ve 100 

µM‘lık etkin dozlarının apopotoz üzerine etkisi gösterilmiĢtir (ġekil 4.37). 5-FU ve 17B 

verilen hücrelerde geç apoptotik hücre grubunda artıĢ olduğu görülmüĢtür, ancak bu 

fark istatistiksel olarak anlamlı değildir. Bunun yanı sıra, 5-FU ve 17B verilen 
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hücrelerde nekrotik hücre grubunda da bir değiĢim vardır ancak, bu değiĢim de 

istatistiksel olarak anlamlı değildir. BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin MDA-

MB-231 meme kanseri hücrelerinde ifade değiĢimleri gösterilmiĢtir. Kimyasal ile maruz 

bırakılan ve muamele edilmeyen hücrelerde, BCLXL genin ifade seviyesinde anlamlı bir 

fark görülmemiĢtir. Ancak, BAX geninin ifade seviyesi, 5-FU verilen hücrelerde 24. 

saatte 4 kat, 48. saatte ise 7 kat artıĢ göstermiĢtir. Öte yandan, kimyasala maruz 

bırakılan MDA-MB-231 hücre hattında CASP3 ve CASP9‘un ifadesinde değiĢimler 

görülmüĢtür, lakin bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı değildir (ġekil 4.37 alt 

kısım).  

 

ġekil 4.37. MDA-MB-231 hücre hattında 5-FU ve 17B kimyasal maddelerinin apoptoz 

üzerine etkisi. Apoptoz sürecinde önemli rolleri olan BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 

genlerinin kimyasal maruziyetine ve maruziyet süresine göre ifade değiĢimleri 
gösterilmiĢtir.  
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SKBR3 meme kanseri hücre hattında, etkin dozları verilen 5-FU ve 8A kimyasallarının 

apoptoz üzerine etkisi gösterilmiĢtir. SKBR3 hücre hattına verilen 5-FU ve 8A 

kimyasalının apoptoz üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı gösterilmiĢtir (ġekil 

4.38).  5-FU ve 8A verilen kimyasalların apoptoz sürecinde önemli iĢlevleri olan 

BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyesinde değiĢimler olduğu 

gösterilmiĢtir. BCLXL geni 5-FU verilen SKBR3 hücre hattında 48. saatte, DMSO ve 

SF‘e kıyasla azaldığı bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra, BAX geninin ifade seviyesindeki 

değiĢimler maruziyet zamanına göre artıĢ göstermiĢtir. Kimyasalın maruziyet süresi ile 

BAX geninin ifade değiĢimi arasında doğru bir iliĢki olduğu bulunmuĢtur. Ayrıca, 

CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyeleri maruziyet zamanına göre değiĢim 

göstermektedir. Kimyasala maruziyet arttıkça CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade 

seviyeleri de artıĢ göstermektedir.  

 

ġekil 4.38. SKBR3 hücre hattında 5-FU ve 8A kimyasal maddelerinin apoptoz üzerine 
etkisi. Apoptoz sürecinde önemli rolleri olan BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 

genlerinin kimyasal maruziyetine ve maruziyet süresine göre ifade değiĢimleri 
gösterilmiĢtir. 
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U2OS osteosarkom hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının apoptoz üzerine 

etkisi gösterilmiĢtir (ġekil 4.39). 5-FU anti-kanser ilacının 200 µM etkin dozu verilen 

U2OS hücrelerinde SF ve DMSO‘ya kıyasla apoptotik hücre popülasyonunda herhangi 

anlamlı bir değiĢim söz konusu değildir. Fakat 17B ve 8A kimyasalları verilen 

hücrelerde, özellikle geç apoptotik hücre grubunda SF ve DMSO‘ya göre anlamlı 

değiĢimler olduğu bulunmuĢtur. Bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.01). 

17B ile muamele edilen U2OS hücre hattında geç apoptotik hücre popülasyonu SF ve 

DMSO grubuna karĢı % 38 oranında artıĢ göstermiĢtir. Bunun yanı sıra, 8A ile muamele 

edilen U2OS hücre hattında ise SF ve DMSO grubuna kıyasla % 50 oranında daha fazla 

geç apoptotik hücre grubu olduğu bulunmuĢtur. Benzer olarak erken apoptotik hücre 

grubunda da değiĢim görülmektedir, ama bu değiĢim anlamlı değildir.  

Apoptoz sürecinde etkili olduğu bilinen BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 genlerinin 

kimyasal ile maruz bırakıldıktan sonra U2OS hücre hattında ifade seviyesinde 

değiĢimler olduğu gösterilmiĢtir. 5-FU ile muamele edilen hücrelerde BCLXL geninin 

ifade seviyesi maruziyet süresine kıyasla azalırken, BAX geninin ifade seviyesinin 

arttığı gösterilmiĢtir. Ayrıca, CASP3 ve CASP9‘un 5-FU ile maruziyet süresine göre 

U2OS hücrelerinde arttığı gösterilmiĢtir. Bunun yanı sıra, 17B verilen hücrelerde 

BCLXL geninde 48. saatte, 24. saat maruz bırakılmıĢ ve maruz bırakılmamıĢ duruma 

göre yaklaĢık iki kat azaldığı bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra, 8A ile maruz bırakılan 

hücrelerde ise BCLXL geninin ifade seviyesi maruziyet süresine göre azalmıĢtır ve 

neredeyse yarıya düĢmüĢtür. Ayrıca, 5-FU, 17B ve 8A ile maruz bırakılan U2OS 

hücrelerindeki BAX geninin ifade seviyesi maruziyet süresi ile anlamlı derecede artıĢ 

gösterdiği bulunmuĢtur. 17B ile 48 saat maruz bırakılan hücrelerdeki BAX geninin 

ifade seviyesi, 24 saat maruziyet sonrasına göre yaklaĢık 3 kat arttığı gösterilmiĢtir. 

Benzer olarak, 8A ile maruz bırakılan hücrelerde ise 24 saat maruziyet süresine kıyasla 

48 saat maruz bırakılan hücrelerde BAX geninin ifade seviyesinin yaklaĢık iki katına 

çıktığı gösterilmiĢtir. Apoptotik hücre popülasyonu fazla olarak bulunan, 17B kimyasalı 

ile maruz bırakılan hücrelerde CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyelerin önemli 

derecede artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur.. Bununla beraber, 8A kimyasalı ile maruz 

bırakılan U2OS hücre hattında maruziyet süresine kıyasla CASP3 ve CASP9‘un ifade 

seviyesinde artıĢ olduğu bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.39. U2OS hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin apoptoz 

üzerine etkisi. Apoptoz sürecinde önemli rolleri olan BCLXL, BAX, CASP3 ve CASP9 

genlerinin kimyasal maruziyetine ve maruziyet süresine göre ifade değiĢimleri 
gösterilmiĢtir. 

 

A549, MCF7, U2OS, MDA-MB-231 ve SKBR3 hücrelerinde etkin dozları verilen 

kimyasalların apoptoz etkileri özet Ģeklinde Tablo 4.4.‘te gösterilmiĢtir. U2OS ve 

MCF7 hücrelerinde 17B ve 8A kimyasallarının apoptoz üzerine etkili olduğu 

bulunmuĢtur. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ifade seviyeleri kimyasal 
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maruziyet süresine göre değiĢim göstermektedir. Genel olarak, anti-apoptotik BCLXL 

geninin ifade seviyesi 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddesi ile maruziyet süresine göre 

düĢüĢ göstermektedir. Bunun aksine, pro-apoptotik BAX geninin ifade seviyesi 

kimyasal ile maruziyet süresine göre artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur. Diğer yandan, kaspaz 

genlerinin (CASP3, CASP9) ifade seviyelerinin de çalıĢılan hücrelerde kimyasal ile 

maruziyet süresine göre artmakta olduğu bulunmuĢtur.  

 

Tablo 4.4. A549, MCF7, U2OS, MDA-MB-231 ve SKBR3 hücrelerinde etkin dozların 
apoptoz üzerine etkisi gösterilmiĢtir.  

Apoptotik Süreç Muamele Edilen Kimyasallara Göre Apoptoz Süreçleri 
U2OS SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A 

Canlı 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 

Geç Apoptoz  0 0,01 0,01 0 0,12 38,3 0 0,01 50,7 

Nekroz 0,47 6,22 9,03 0,47 0,08 3,14 0,47 6,22 8,55 

MCF7 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A 

Canlı 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 

Geç 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 

Canlı 80,93 94,4 93,5 

Etkin Değil 

80,93 94,4 97,02 

Erken Apoptoz 0,22 0,05 0 0,22 0,05 0,05 

Geç 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 

Canlı 92,69 93,53 93,31 92,69 89,66 93,08 

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

Geç 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 

Canlı 92,58 89,94 85,28 92,58 93,12 89 

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

Geç Apoptoz  5,54 9,19 11,33 5,54 6,19 9,8 

Nekroz 1,67 0,17 2,32 1,67 0,42 0,72 
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4.6.  5-FU, 17B ve 8A Kimyasal Maddelerinin Hücre Döngüsü Üzerine Etkisinin 

Belirlenmesi 

A549 akciğer kanseri hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının hücre döngüsü 

üzerine etkisi PI boyaması yapılarak Flow Sitometri deneyleri ile gösterilmiĢtir. Hücre 

döngüsü deneylerinde DNA miktarı baz alınarak hücrenin G0/G1, S ve G2/M fazlarına 

göre üç farklı popülasyondaki hücre yoğunluğu ölçülmektedir.  

 

ġekil 4.40. A549 hücre hattında 5-FU, 17 ve 8A kimyasallarının hücre döngüsü üzerine 
etkisi. Hücre döngüsünde önemli iĢlevleri olan CDKN1B, CDK2 ve TP53 genlerinin bu 
kimyasala maruziyet zamanına göre ifade değiĢimleri gösterilmiĢtir.  
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5-FU verilen A549 hücre hattında, etkin doz SF ve DMSO oranına kıyasla G2/M 

fazındaki hücre miktarı azalırken G0/G1 fazındaki hücre popülasyonunda artıĢ 

görülmüĢtür. Buna karĢıt olarak, 17B ve 8A verilen A549 hücre hattında, S ve G2/M 

fazında değiĢiklik görülmüĢtür. Ancak bu değiĢim istatistiksel olarak anlamlı değildir 

(ġekil 4.40). 

Hücre döngüsü baskılayıcı proteinini kodlayan CDKN1B geninin kimyasal maruziyet 

süresine göre ifade değiĢimi gösterilmiĢtir. 5-FU ve 8A kimyasalları verilen hücrelerde 

zamanla CDKN1B geninin ifade seviyesi azalırken 17B verilen hücrelerde kontrole 

kıyasla CDKN1B geninin ifadesinde artıĢ görülmektedir. Benzer olarak CDK2 geninin 

ifade seviyesinde 24. saate kıyasla 48. saatte ifade seviyesinde anlamlı bir artıĢ 

görülmüĢtür. Bunun yanı sıra, TP53 geninin ifade seviyesi kimyasal verilen hücrelerde 

maruziyet süresine göre anlamlı değiĢim göstermediği bulunmuĢtur (ġekil 4.40 alt 

kısım).  

MCF7 hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddeleri verilerek hücre döngüsü 

değerlendirilmiĢtir. 5-FU verilen hücrelerde SF ve DMSO‘ya kıyasla, hücreler G0/G1 

fazında artarken G2/M fazında azalmıĢtır. 17B verilen MCF7 hücrelerinde ise, S ve 

G2/M fazlarında hücre popülasyonunda azalma ve G0/G1 fazında ise artıĢ görülmüĢtür. 

Buna karĢın 8A kimyasalı verilen hücrelerde, G2/M fazındaki hücre miktarı 

değiĢmezken, S fazındaki hücre miktarının arttığı bulunmuĢtur (ġekil 4.41).  CDKN1B 

geninin, 5-FU verilen MCF7 hücrelerinde maruziyet zamanına göre ifade seviyesinin 

düĢtüğü bulunmuĢtur. Ayrıca, 5-FU ile maruz bırakılan hücrelerde maruziyet süresine 

kıyasla CDK2 geninin ifade seviyesinin azaldığı bulunmuĢtur. 17B ve 8A verilen 

hücrelerde CDKN1B geninin ifade seviyesinde zamana bağlı olarak artıĢ gösterdiği 

bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarına maruz bırakılan MCF7 

hücrelerinde CDK2 geninin ifade seviyesi maruziyet zamanına göre artıĢ 

göstermektedir. Kimyasala maruziyet zamanı ve CDK2 geninin ifade seviyesi arasında 

doğru bir ilgileĢim olduğu bulunmuĢtur. Öte yandan, kimyasala maruz bırakılan MCF7 

hücrelerinde TP53 geninin ifade seviyesi de değiĢiklik göstermektedir. Maruziyet süresi 

arttıkça, TP53 geninin ifade seviyesi de artıĢ göstermektedir (ġekil 4.41). Özellikle 8A 

ile maruz bırakılan MCF7 hücrelerinde maruziyet süresine kıyasla TP53 geninin ifade 

seviyesinin yaklaĢık 20 kat arttığı bulunmuĢtur.  



103 

 

 

ġekil 4.41. MCF7 hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasalları ile maruziyet 
sonrasında hücre döngüsü üzerine etkileri. Hücre döngüsünde önemli iĢlevleri olan 
CDKN1B, CDK2 ve TP53 genlerinin bu kimyasala maruziyet zamanına göre ifade 
değiĢimleri gösterilmiĢtir. 
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Meme kanseri MDA-MB-231 hücre hattında, 5-FU ve 17B kimyasal maddelerinin 

hücrelere verilerek hücre döngüsü üzerine etkilerine bakılmıĢtır (ġekil 4.42). Bu verilere 

göre, 5-FU verilen MDA-MB-231 hücre hattında G0/G1 fazındaki hücre miktarı SF ve 

DMSO‘ya kıyasla artıĢ göstermektedir. 17B kimyasalı verilen MDA-MB-231 hücre 

hattında ise SF ve DMSO‘ya kıyasla anlamlı bir değiĢim bulunamamıĢtır.  

 

ġekil 4.42. MDA-MB-231 hücre hattında, 5-FU ve 17B kimyasallarının hücre döngüsü 
üzerine etkisi. Hücre döngüsünde önemli iĢlevleri olan CDKN1B, CDK2 ve TP53 
genlerinin bu kimyasala maruziyet zamanına göre ifade değiĢimleri gösterilmiĢtir. 

  

5-FU verilen MDA-MB-231 hücre hattında, CDKN1B geninin ifade seviyesi maruziyet 

zamanına bağlı olarak düĢüĢ göstermiĢtir. Ancak bu değiĢim istatistiksel olarak anlamlı 
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değildir. Benzer olarak, CDK2 geninin ifade seviyesi de kimyasal ile maruziyet süresine 

göre düĢüĢ göstermektedir. Bunun yanı sıra, 17B ile maruz bırakılan MDA-MB-231 

hücrelerinde CDKN1B geninin ifade seviyesi maruziyet süresine kıyasla artıĢ 

göstermektedir. Benzer olarak, 17B ile maruz bırakılan hücrelerde CDK2 geninin ifade 

seviyesi de maruziyet süresine göre artmaktadır. 5-FU ve 17B verilen hücrede ise TP53 

geninin ifade seviyesi maruziyet zamanına bağlı olarak artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.43. SKBR3 hücre hattında 5-FU ve 8A kimyasallarının hücre döngüsü üzerine 
etkisi. Hücre döngüsünde önemli iĢlevleri olan CDKN1B, CDK2 ve TP53 genlerinin bu 
kimyasala maruziyet zamanına göre ifade değiĢimleri gösterilmiĢtir. 

 

SKBR3 hücre hattında,  5-FU ve 8A kimyasallarının hücre döngüsü üzerine etkisi 

gösterilmiĢtir (ġekil 4.43). 5-FU verilen SKBR3 hücresinde G0/G1 fazındaki hücre 
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miktarı SF ve DMSO verilen hücredekine kıyasla artıĢ göstermektedir. Ancak, 8A 

kimyasalı ile muamele sonrasında S fazındaki hücre miktarının, SF ve DMSO‘ya 

kıyasla fazla olduğu bulunmuĢtur. 5-FU ve 8A maddesi ile muamele edilen SKBR3 

hücresindeki CDKN1B ifadesinde maruziyet zamanına göre ciddi bir değiĢim 

görülememiĢtir. Bunun aksine, 5-FU ile maruz bırakılan hücrelerde CDKN1B geninin 

ifade seviyesi maruziyet süresine kıyasla azalırken, 8A ile maruz bırakılan SKBR3 

hücrelerinde bu genin ifade seviyesi maruziyet süresine göre artıĢ göstermektedir. 

Ancak bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı değildir. CDK2 geninin ifade seviyesi 

kimyasal maruziyet süresine göre artıĢ göstermiĢtir. 5-FU ile maruz bırakılan hücrelerde 

maruziyet süresine göre CDK2 geninin ifade seviyesindeki artıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı değildir. Bununla beraber, 8A ile maruz bırakılan hücrelerde maruziyet süresine 

kıyasla CDK2 geninin ifade seviyesi anlamlı bir Ģekilde artmıĢtır. Bunun yanı sıra, 

kimyasal maruziyet zamanına göre TP53 geninin ifade seviyesinde artıĢ olduğu 

bulunmuĢtur. Özellikle 5-FU ile muamele edilen hücrelerde maruziyet süresine göre 

TP53 geninin ifade seviyesi anlamlı derecede artmıĢtır (ġekil 4.43 alt kısım).  

U2OS osteosarkom hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının hücre döngüsü 

üzerine etkisi gösterilmiĢtir (ġekil 4.44).   U2OS hücrelerine 5-FU kimyasal maddesi 

verildiğinde, SF ve DMSO‘ya kıyasla G0/G1 fazında hücrelerin yoğunlaĢtığı 

görülmektedir. Dolayısıyla S ve G2/M fazındaki hücre yoğunluğu da 5-FU maruz 

bırakılan hücrede düĢüĢ göstermektedir. Bunu takiben 17B ve 8A verilen hücrelerde SF 

ve DMSO‘ya karĢın G0/G1 fazındaki hücre popülasyonu artarken S ve G2/M fazındaki 

hücre popülasyonunda azalma olduğu bulunmuĢtur.  

5-FU, 17B ve 8A kimyasalları ile maruz bırakılan U2OS hücre hattında, maruziyet 

süresine göre CDKN1B geninin ifade seviyesinde azalma olduğu gösterilmiĢtir. Ancak 

bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı değildir. Buna karĢın CDK2 genin kimyasal 

maruziyet süresine göre ifade seviyesinde artıĢ olduğu bulunmuĢtur. Ancak bu artıĢ 

istatistiksel olarak anlamlı değildir. TP53 geninin ifade seviyesinin 17B kimyasalı ile 

maruziyet sonrasında arttığı, 5-FU ve 8A kimyasalları ile maruziyet sonrasında anlamlı 

bir değiĢimin olmadığı bulunmuĢtur. 
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ġekil 4.44. U2OS hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin hücre 
döngüsü üzerine etkileri. Hücre döngüsünde önemli iĢlevleri olan CDKN1B, CDK2 ve 
TP53 genlerinin bu kimyasala maruziyet zamanına göre ifade değiĢimleri gösterilmiĢtir. 

 

Özet olarak, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin A549, MCF7, MDA-MB-231, 

SKBR3 ve U2OS hücre hatlarında hücre döngüsü üzerine etkileri değerlendirilmiĢtir 

(Tablo 4.5). Buna göre; 5-FU kimyasal maddelerin bütün hücrelerde G0/G1 fazında 



108 

 

hücre yoğunluğunu arttığı bulunmuĢtur. Ancak, 17B ve 8A kimyasalı verilen hücrelerde 

hücre döngüsü farklı hücre gruplarında farklı Ģekilde etkilenmiĢtir.  

Tablo 4.5 A549, MCF7, U2OS, MDA-MB-231 ve SKBR3 hücrelerinde etkin dozların 
hücre döngüsü üzerine etkisi gösterilmiĢtir. 

Evre   Muamele Edilen Kimyasallara Göre Hücre Döngüsü Evreleri 
U2OS SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A 

G0/G1 86,07 64,49 76,43 86,07 64,49 80,99 86,07 64,49 72,96 

S 7,48 15,17 5,4 7,48 15,17 9,06 7,48 15,17 14,24 

G2/M 6,45 20,34 18,17 6,45 20,34 9,95 6,45 20,34 12,8 

A549 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A 

G0/G1 78,04 70,41 79,09 78,04 70,41 66,48 78,04 70,41 70,56 

S 10,75 14,67 14,01 10,75 14,67 16,76 10,75 14,67 15 

G2/M 11,21 14,92 6,9 11,21 14,92 16,76 11,21 14,92 14,44 

MCF7 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A 

G0/G1 59,48 61,94 77,62 59,48 61,94 73,79 59,48 61,94 59,61 

S 25,01 19,71 17,75 25,01 19,71 12,6 25,01 19,71 22,34 

G2/M 15,51 18,35 4,63 15,51 18,35 13,61 15,51 18,35 18,05 

SKBR3 SF DMSO 5-FU SF DMSO 17B SF DMSO 8A 

G0/G1 61,47 60,24 69,28 

Etkin Değil 
61,47 60,24 53,39 

S 20,93 21,89 21,46 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 8A 

G0/G1 56,54 56,96 77,69 56,54 56,96 55,27 

Etkin Değil S 21,14 13,49 12,32 21,14 13,49 18,68 

G2/M 22,32 29,55 9,99 22,32 29,55 26,05 

  

4.7. 5-FU, 17B ve 8A Kimyasal Maddelerinin Yara ĠyileĢmesi Üzerine Etkilerinin 

Değerlendirilmesi 

BEAS-2B hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddelerinin hücreleri 

etkilemeyen konsantrasyonda yara iyileĢmesi üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.45). 

BEAS2B hücreleri, hücrelerin kaldırıldığı bölgede SF ve DMSO gruplarında ikinci 

günde tekrar birleĢmiĢtir. Ancak 5-FU verilen BEAS2B hücrelerinde çizilen bölge 7-8 

günde kapanmıĢtır. Buna ek olarak 17B ve 8A verilen hücrelerde çizilen boĢluk 4 

günden sonra kapanmıĢtır. 
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ġekil 4.45. BEAS2B hücrelerine 5-FU, 17B ve 8A kimyasalların etkin olmayan 
dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

 

A549 hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin hücreleri 

etkilemeyen konsantrasyonda (25 µM konsantrasyon, hücre canlılığı testinde DMSO‘ya 

en yakın konsantrasyon) yara iyileĢmesi üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.46). 

Buna göre, SF ve DMSO verilen A549 hücre hattında, 3 günde boĢluk tamamen 

dolarken, 5-FU verildiğinde 7. günde, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasalları verildiğinde 4. 

günde boĢluğun kapandığı gözlemlenmiĢtir. 17B ve 8A kimyasallarının bilinen anti-

kanser ilaçları 5-FU ve Sisplatin gibi A549 hücrelerinin göç etme kapasitelerini benzer 

Ģekilde etkilediği gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.46. A549 hücrelerine 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasalların etkin olmayan 
dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir.  

 

CRL4010 hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin 25 µM 

konsantrasyonunun yara iyileĢmesi üzerine etkisine bakılmıĢtır (ġekil 4.47). SF ve 

DMSO verilen CRL4010 normal meme epitel hücresinde çizilen alan 48. saatte 

tamamen dolarken, 5-FU ile maruz bırakıldığında 72. saatte boĢluğun tamamen dolduğu 

görülmüĢtür. Bununla beraber Sisplatin, 17B ve 8A kimyasalları ile maruz bırakılan 

CRL4010 hücrelerinde, çizilen kısmın 4. günde birleĢtiği görülmüĢtür. 17B ve 8A 

kimyasallarının Sisplatin anti-kanser ilacı gibi yara iyileĢmesi üzerine etkilerinin benzer 

olduğu gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.47. CRL4010 normal meme epitel hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin 

kimyasalların etkin olmayan dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

 

MCF7 hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin 25 µM etkin 

olmayan dozda yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir (ġekil 4.48). MCF7 

hücrelerinde açılan boĢluk SF ve DMSO‘da 2. günde kapanmıĢtır. MCF7 hücre 

hattında, hücreler 25 µM 5-FU ile maruz bırakıldığında açılan boĢluğun 4 gün sonra 

kapandığı görülmüĢtür. Hücreler, 25 µM konsantrasyonda 8A, 17B ve Sisplatin ile 
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maruz bırakıldığında sırasıyla 7, 9, 7 gün sonra boĢluğun tamamen dolduğu 

gözlemlenmiĢtir. MCF7 hücrelerinde 17B ve 8A kimyasallarının bilinen diğer anti-

kanser ilaçları gibi SF ve DMSO‘ya kıyasla hücrelerin göç etme kapasitelerini 

yavaĢlattığı gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.48. MCF7 meme kanseri hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin 

kimyasalların etkin olmayan dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

 

SKBR3 hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin 25 µM etkin 

olmayan dozda yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir (ġekil 4.49). Meme kanseri 

olan SKBR3 hücreleri normal koĢullarda ikinci günde çizilen bölgeyi tamamen 

doldurmaktadır. Ancak kimyasal verildiğinde bu süre artmıĢtır. 5-FU, 8A ve Sisplatin 
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verilen SKBR3 hücreleri üçüncü günde boĢluğu doldurmuĢlardır. SKBR3 hücrelerinde 

8A kimyasalının diğer anti-kanser ilaçları gibi hücrelerin göç etme kapasiteleri üzerine 

benzer etki gösterdiği bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.49. SKBR3 meme kanseri hücre hattında 5-FU, 8A ve Sisplatin kimyasalların 
etkin olmayan dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

 

MDA-MB-231 hücre hattında 5-FU ve 17B kimyasal maddelerinin hücreleri 

etkilemeyen dozda yara iyileĢmesi üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.50). MDA-

MB-231 hücreleri normal Ģartlarda, hücrelerin kaldırıldığı çizilen kısmın 2-3 günde 

kapandığı görülmüĢtür. Hücreler 25 µM 5-FU ve 17B kimyasalları ile muamele 

edildiğinde 4 günde açılan kısmın tekrar dolduğu görülmüĢtür. 17B kimyasalının bu 

hücrede 5-FU gibi hücrelerin yara iyileĢmesini yavaĢlattığı gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.50. MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında 5-FU ve 17B kimyasalların 
etkin olmayan dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

 

U2OS hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasal maddelerinin hücreleri 

etkilemeyen konsantrasyonda yara iyileĢmesi üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.51). 

U2OS hücreleri normal koĢullarda ikinci günde çizilen boĢluk kapanırken, kimyasal ile 

maruz bırakıldığında aynı boĢluğun kapanma süresi artmıĢtır. Hücreler 25 µM 5-FU, 

17B ve 8A kimyasal maddeleri ile maruz bırakıldığında aynı boĢluk 3 günde kapanırken 

25 µM Sisplatin ile maruz bırakıldığında 4 günde kapandığı görülmüĢtür. Anti-kanser 

etkinliği henüz bilinmeyen 17B ve 8A kimyasallarının U2OS hücre hattında 5-FU ve 

Sisplatin gibi hücrelerin göç etme kapasitelerini yavaĢlattığı bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.51. U2OS osteosarkom hücre hattında 5-FU, 17B, 8A ve Sisplatin kimyasalların 
etkin olmayan dozlarının yara iyileĢmesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

 

4.8. 5-FU, 17b ve 8A Kimyasal Maddelerinin NAT’ların Ġfade Seviyeleri Üzerine 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

A549 hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının etkin dozları hücrelere verilerek 

tekrar RNA izolasyonu yapılmıĢtır ve NAT‘ların ifade seviyeleri gösterilmiĢtir (ġekil 

4.52). Ġlginç bir Ģekilde 8A verilen A549 hücre hattında 48 saat maruziyette VIM-AS1, 

CDKN2B-AS1 ve LOC105372161‘in ifade seviyelerinde anlamlı bir Ģekilde artıĢ 

olduğu bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.52. A549 hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddeleri maruziyetinden 

sonra maruziyet süresine göre, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-AS1, 

CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT‘larının ifade seviyeleri gösterilmiĢtir.  

 

5-FU ile maruz bırakılan A549 hücre hattında VIM ifade seviyesinde maruziyet 

süresine göre bir değiĢim görülmezken, VIM-AS1 lncRNA molekülünün ifadesinde 
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artıĢ olduğu bulunmuĢtur. A549 hücresi 17B ile maruz bırakıldığında, VIM ve VIM-

AS1 genlerinin maruziyet süresine göre ifade seviyelerinin düĢtüğü bulunmuĢtur. 8A ile 

muamele edildiğinde ise; VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin maruziyet 

süresiyle birlikte arttığı bulunmuĢtur. Bu bilgiler ıĢığında, VIM ve VIM-AS1 genleri 

arasında pozitif bir ilgileĢim olduğu söylenebilir. 

A549 hücreleri 5-FU ile muamele edildiğinde, CDKN2B geninin ifade seviyesinde 

maruziyet süresine göre azalma olduğu bulunmuĢtur, ancak bu fark istatistiksel olarak 

anlamlı değildir. Aynı zamanda, CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinde maruziyet 

zamanına göre değiĢim olduğu görülmektedir. Bunun aksine, 17B ile maruz bırakılan 

A549 akciğer kanseri hücrelerinde CDKN2B geninin ifade seviyesi maruziyet süresi 

arttıkça azalmaktadır. Aynı Ģekilde 17B ile muamele edilen A549 hücre hattında 

CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinde de maruziyet süresine göre değiĢim olduğu 

bulunmuĢtur. 17B kimyasalı ile muamele süresi ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 

genlerinin ifade seviyeleri arasında pozitif yönlü bir ilgileĢim olduğu bulunmuĢtur. 

A549 hücreleri 8A kimyasal maddesine maruz bırakıldığında, CDKN2B ve CDKN2B-

AS1 genlerinin ifade seviyelerinde zamana bağlı olarak değiĢim görülmüĢtür. 8A 

muamele süresi arttıkça ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin 

arttığı gösterilmiĢtir. 8A kimyasalının muamele süresi ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 

genlerinin ifade seviyeleri arasında pozitif yönlü bir ilgileĢim olduğu gösterilmiĢtir 

(ġekil 4.52).  

BCL2 geni ve bu genin karĢı sarmalından sentezlenen LOC105372161 lncRNA 

molekülünün ifade seviyeleri 5-FU, 17B ve 8A kimyasalları ile maruz bırakılan A549 

hücre hattında gösterilmiĢtir. 5-FU ile maruz bırakılan A549 hücre hattında, BCL2 

geninin ifade seviyesi maruziyet zamanına bağlı olarak düĢüĢ gösterirken, 

LOC105372161 geninin ifade seviyesinde anlamlı bir fark bulunamamıĢtır. Aynı 

zamanda, 17B ile muamele edilen A549 hücre hattında, BCL2 geninin ifade seviyesi 

maruziyet süresine göre düĢüĢ göstermektedir. Ancak, LOC105372161 geninin ifade 

seviyesinde maruziyet zamanına göre anlamlı bir farklılık görülememiĢtir. Ayrıca, 8A 

kimyasalı ile muamele edilen A549 hücre hattında, BCL2 geninin ifade seviyesinin 

düĢerken, LOC105372161 geninin ifade seviyesinin maruziyet zamanına göre ciddi 

derecede artıĢ göstermektedir (ġekil 4.52). BCL2 ve LOC105372161 genleri arasında 
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maruziyet süresi ile gen ifade seviyeleri arasında negatif bir ilgileĢim olduğu ortaya 

konulmuĢtur. 

MCF7 hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının etkin dozları 24 ve 48 saatlik 

zaman aralıklarında kaldırılarak RNA izolasyonu yapılmıĢtır ve NAT‘ların ve ilgili 

genlerin ifade seviyeleri değerlendirilmiĢtir (ġekil 4.53).  

MCF7 hücrelerinin 5-FU ile 24 ve 48 saat muamele edilmesinden sonra seçilen 

NAT‘ların ifade seviyesinde değiĢimler olduğu bulunmuĢtur. 5-FU muamelesi 

sonrasında VIM geninin ifade seviyesinde anlamlı bir değiĢim görülmezken, VIM-AS1 

geninin ifade seviyesinin maruziyet süresine göre arttığı bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra, 

17B ile muamele edilen MCF7 hücrelerinde, VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade 

seviyelerinde anlamlı bir değiĢim görülememiĢtir. Fakat 8A kimyasalı ile muamele 

edilen hücrelerde maruziyet zamanına bağlı olarak VIM geninin ifade seviyesinde artıĢ 

olduğu bulunmuĢtur ve VIM-AS1 geninin ifade seviyesinin ise neredeyse 10 kat arttığı 

gösterilmiĢtir. 8A muamelesi sonrasında maruziyet zamanı ile VIM-AS1 geninin ifade 

seviyesi arasında pozitif yönlü bir ilgileĢim olduğu bulunmuĢtur (ġekil 4.53).  

MCF7 hücrelerinde CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinde, 

maruziyet zamanına ve maruz bırakılan kimyasala göre değiĢimler olduğu bulunmuĢtur. 

MCF7 hücreleri 5-FU ile muamele edildiğinde, CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin 

ifade seviyelerinde artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Bunun aksine, 17B ile muamele edilen 

hücrelerde maruziyet süresine göre CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade 

seviyelerinin azaldığı bulunmuĢtur. Diğer taraftan, 8A ile muamele sonrasında ise, 

CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin oldukça yüksek olduğu 

gösterilmiĢtir (yaklaĢık 100 kat) (ġekil 4.53). MCF7 hücrelerinin muamele edilen 

kimyasalların maruziyet süresine göre CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade 

seviyelerinin arasında pozitif yönlü bir ilgileĢim olduğu ortaya çıkmıĢtır.   

Öte yandan, 5-FU ve 17B ile muamele edilen MCF7 hücrelerinde maruziyet süresi ile 

BCL2 ve antisense transkripti olan LOC105372161 genlerinin ifade seviyelerinde 

herhangi anlamlı bir değiĢim bulunamamıĢtır. Ancak, 8A ile muamele edilen MCF7 

hücrelerinde maruziyet zamanına göre BCL2 geninin ifade seviyesi azalırken, 
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LOC105372161 geninin ifade seviyesinde artıĢ olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 4.53). ilginç 

olarak, 8A ile muamele edildiğinde BCL2 geninin ifade seviyesi maruziyet süresine 

kıyasla yaklaĢık 20 kat azalırken, LOC105372161 geninin ifade seviyesinin ise yaklaĢık 

3 kat arttığı bulunmuĢtur. Böylelikle, BCL2 ve LOC105372161 genlerin arasında 

negatif yönlü bir ilgileĢim olduğu gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.53. MCF7 hücre hattında, 5-FU, 17B ve 8A kimyasal maddeleri maruziyetinden 

sonra maruziyet süresine göre, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-AS1, 

CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT‘larının ifade seviyeleri gösterilmiĢtir. 
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MDA-MB-231 hücreleri 5-FU ve 17B kimyasallarının etkin dozları ile muamele 

edilerek NAT‘ların ifade seviyeleri üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.54). MDA-

MB-231 hücreleri 5-FU ile muamele edildiğinde, VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade 

seviyelerinde düĢüĢ, BCL2 ve LOC105372161 genlerinin ifade seviyelerinde bir 

değiĢim olmadığı ve CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinde ise 

artıĢ olduğu gösterilmiĢtir. Ancak bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı değildir 

(ġekil 4.54). 

 

ġekil 4.54. MDA-MB-231 hücre hattında 5-FU ve 17B kimyasal maddeleri 

maruziyetinden sonra maruziyet süresine göre, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve 
VIM-AS1, CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT‘larının ifade seviyeleri 
gösterilmiĢtir. 
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MDA-MB-231 hücreleri 17B kimyasalı ile muamele edildiğinde ise, VIM ve VIM-AS1 

genlerinin ifade seviyelerinde düĢüĢ olduğu gösterilmiĢtir. Bunun aksine CDKN2B ve 

CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinde maruziyet süresine kıyasla artıĢ olduğu 

bulunmuĢtur. Ancak bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı değildir. Buna ek olarak, 

BCL2 ve LOC105372161 genlerinin ifade seviyelerinde anlamlı bir değiĢim 

görülememiĢtir (ġekil 4.54).  

SKBR3 hücrelerinin 5-FU ve 8A kimyasallarının etkin dozları ile muamele 

edilmesinden sonra VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-AS1, CDKN2B-AS1 ve 

LOC105372161 NAT‘larının ifade seviyelerindeki değiĢimler gösterilmiĢtir (ġekil 

4.55).  

SKBR3 hücrelerin 5-FU ile muamele edildiğinde VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade 

seviyelerinde artıĢ olduğu gösterilmiĢtir. Dahası, CDKN2B ve CDKN2B-AS1 

genlerinin ifade seviyeleri 5-FU ile maruz bırakılan hücrelerde maruziyet zamanına göre 

artıĢ göstermektedir ve bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlıdır. Bunu takiben, 5-FU 

muamelesi sonrasında BCL2 geninin ifade seviyesi maruziyet süresine kıyasla anlamlı 

derecede azalma göstermektedir. Aksine, 5-FU muamelesi sonrasında LOC105372161 

transkriptinin ifade seviyesinde maruziyet süresine kıyasla artıĢ olduğu gösterilmiĢtir. 

SKBR3 hücrelerinin 8A kimyasalı ile 24h ve 48h muamelesi sonrasında, VIM geninin 

ifade seviyesi düĢerken VIM-AS1 geninin ifade seviyesinin arttığı gösterilmiĢtir. 

Ancak, bu değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı değildir. Bunun yanı sıra, 8A 

muamelesi sonrasında CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin 

düĢtüğü gösterilmiĢtir. Yani, 8A kimyasalının maruziyet süresi ile CDKN2B ve 

CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyelerinin arasında negatif yönlü bir ilgileĢim olduğu 

bulunmuĢtur. Ek olarak, 8A ile maruz bırakılan hücrelerde CDKN2B ve CDKN2B-AS1 

genleri arasında pozitif bir ilgileĢim olduğu gösterilmiĢtir. Ġlaveten, 8A kimyasalı ile 

maruz bırakılan SKBR3 hücrelerinde BCL2 geninin ifade seviyesi düĢerken, 

LOC105372161 geninin ifade seviyesinin arttığı gösterilmiĢtir (ġekil 4.55). Dolayısıyla, 

BCL2 ve LOC105372161 genleri arasında negatif yönlü bir ilgileĢim olduğu 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.55. SKBR3 hücrelerinde, 5-FU ve 8A kimyasal maddeleri maruziyetinden sonra 

maruziyet süresine göre, VIM, CDKN2B ve BCL2 genleri ve VIM-AS1, CDKN2B-

AS1 ve LOC105372161 NAT‘larının ifade seviyeleri gösterilmiĢtir. 
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U2OS hücre hattında 5-FU, 17B ve 8A kimyasallarının etkin dozlarının CDKN2B ve 

CDKN2B-AS1 genlerinin ifade seviyeleri üzerine etkileri gösterilmiĢtir (ġekil 4.56). Bu 

durumda, 5-FU verilen U2OS hücrelerinde CDKN2B geninin ifade seviyesi düĢerken, 

CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinin daha fazla düĢtüğü bulunmuĢtur. Bunu 

takiben, 17B kimyasalı ile maruz bırakılan U2OS hücrelerinde CDKN2B ve CDKN2B-

AS1 genlerinin ifade seviyelerinin de maruziyet süresine göre düĢtüğü gösterilmiĢtir. 

Bunun aksine, 8A ile muamele edilen hücrelerde CDKN2B ve CDKN2B-AS1 

genlerinin ifade seviyelerinin arttığı gösterilmiĢtir. Dolayısıyla, kimyasala maruz 

bırakılan U2OS hücrelerinde, maruziyet süresi ile CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genleri 

arasında bir ilgileĢim olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 4.56). Dahası U2OS hücrelerinde, 

CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genleri arasında pozitif yönlü bir ilgileĢim olduğu ortaya 

konulmuĢtur.  

 

ġekil 4.56. U2OS osteosarkom hücre hattında, 5-FU, 8A ve 17B kimyasal maddeleri 

maruziyetinden sonra maruziyet süresine göre, CDKN2B geni ve CDKN2B-AS1 ve 

geninin ifade seviyeleri gösterilmiĢtir. 

 

A549, MCF7, MDA-MB-231, SKBR3 ve U2OS hücrelerine 5-FU, 17B ve 8A 

kimyasallarının maruziyetinden sonra maruziyet süresine göre, VIM, CDKN2B ve 
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BCL2 genleri ve VIM-AS1, CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 NAT‘larının ifade 

seviyeleri Tablo 4.6‘da özet olarak gösterilmiĢtir.  

Tablo 4.6. A549, MCF7, MDA-MB-231, SKBR3 ve U2OS hücrelerine 5-FU, 17B ve 

8A kimyasallarının maruziyetinden sonra maruziyet süresine göre NAT‘ların ifade 
seviyelerindeki değiĢimler.  

Hücre 

NAT 

VIM VIM-AS1 BCL2 LOC105372161  CDBKN2B 
CDKN2B-

AS1 

5-FU 

A549 DeğiĢmedi Arttı  Azaldı DeğiĢmedi Arttı  Azaldı 
MCF7 DeğiĢmedi Arttı  Azaldı DeğiĢmedi Arttı  Arttı  
MDA-MB-

231 
Azaldı Azaldı DeğiĢmedi DeğiĢmedi Arttı  Arttı  

SKBR3 Arttı  Arttı  Azaldı Arttı  Arttı  Arttı  
U2OS X Azaldı Azaldı 

17B 

A549 Azaldı Azaldı Azaldı DeğiĢmedi Azaldı Azaldı 
MCF7 DeğiĢmedi DeğiĢmedi DeğiĢmedi Arttı Azaldı Azaldı 
MDA-MB-

231 
Arttı  Arttı  DeğiĢmedi DeğiĢmedi Azaldı Azaldı 

U2OS X Azaldı Azaldı 
8A 

A549 Arttı  Arttı  DeğiĢmedi Arttı  Arttı  Arttı  
MCF7 Arttı  Arttı  Azaldı Arttı  Arttı  Arttı  
SKBR3 Arttı  Azaldı Azaldı Arttı Azaldı Azaldı 
U2OS X Arttı  Arttı  

 

Kimyasal verilen hücrelerde NAT ifadelerindeki değiĢimler özet olarak, HTH transkript 

olan VIM ve VIM-AS1 genlerinin ifade seviyelerine kıyasla pozitif yönlü bir ilgileĢim 

olduğu görülmüĢtür. Ancak SKBR3 hücre hattında olduğu gibi istisnai durumlar da 

mevcuttur. VIM ve VIM-AS1 genleri arasındaki ilgileĢimin daha detaylı olarak 

anlaĢılması için ek deneylere ihtiyaç vardır. Bunun yanı sıra, elde edilen verilere, EMB 

transkript olan CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin de birlikte transkripte edildiği 

düĢünülmektedir. Bu tez çalıĢmasında da bunu destekleyen veriler elde edilmiĢtir. 

Ancak, TTT transkript olan BCL2 ve LOC105372161 genlerinin hücre çeĢidine göre 

değiĢiklik gösterdiği ve bu iki gen arasıda negatif yönlü bir ilgileĢim olduğu 

bulunmuĢtur.  
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4.9. Etkin Kimyasal Maddelerin NAT’ların Ġfade Seviyesine Olan Etkisinin 

Northern Blot Ġle Belirlenmesi 

Northern Blot deneyleri, A549 hücrelerine 8A maddesinin etkin dozu verilerek DMSO 

ve muamele edilmemiĢ hücrelerdeki LOC105372161 geninin ifade seviyesini 

belirlemek için yapılmıĢtır. Hücreler 8A kimyasalı ile 48h muamele edilmiĢtir. 48 

saatlik maruziyet sonrasında hücrelerden RNA yapılarak ilgili genin ifade seviyesi 

değerlendirilmek istenilmiĢtir. Northern Blot deneyleri, Gereç Yöntem kısmında detaylı 

olarak anlatılmıĢtır.  

 

ġekil 4.57. LOC105372161 transkriptinin 8A ile maruz bırakılan A549 hücre hattında 
ifadesinin Nothern Blot yöntemi ile gösterilmiĢtir.  

 

LncRNA‘lar genel olarak, transkriptomda daha düĢük ifade edilen moleküller 

olduğundan çoğaltma yapılmadan hibridizasyon teknikleri ile belirlemek oldukça 

güçtür. Bizim çalıĢmamızda da LOC105372161 geninin ifade seviyesinin fazla olduğu 
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8A kimyasalı verilen A549 hücre hattında bu deney yapılmıĢtır (ġekil 4.57). Ancak, 

deney neticesinde LOC105372161 lncRNA molekülü tespit edilememiĢtir. 

Özet olarak, bu tez çalıĢmasından elde edilen en önemli bulgulardan birisi, 8A kimyasal 

maddesi ile maruz bırakılan hücrelerde BCL2 geninin ifade seviyesinin düĢmesi ve 

buna karĢıt olarak LOC105372161 NAT‘ın ifade seviyesinin yükselmesine bağlı olarak 

apoptozun tetiklenmesidir (ġekil 4.58).  

 

 

ġekil 4.58. 8A kimyasal maddesinin hücredeki apoptoz yolağı üzerine etkisinin Ģematik 
gösterimi. BCL2 geninin ifade seviyesinin düĢük olmasında LOC105372161 lncRNA 
molekülünün etkisi olduğu gösterilmektedir. Ayrıca, 8A kimyasalının CDK2‘nin ifade 
seviyesini düĢürerek S fazında hücre döngüsünü durdurduğu gösterilmiĢtir. 

 

Bu bağlamda, 8A ile maruz bırakılan hücrede DNA hasarı oluĢmakta ve buna bağlı 

olarak apoptoz yolağı tetiklenmektedir. Bu yolakta BCL2 ve BCLXL gibi anti-apoptotik 
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genlerin ifade seviyeleri azalırken, pro-apoptotik BAX geninin ifade seviyesi 

artmaktadır. Ayrıca, kaspazların da etkinliği artarak apoptoz olayı gerçekleĢmektedir. 

Bizim elde ettiğimiz bulgularda ise, BCL2 ve BCLXL genlerinin ifade seviyeleri 8A ile 

maruziyet süresine göre azalmaktadır ve BAX ve CASP3-9 genlerinin ifade seviyeleri 

artmaktadır. Ancak, BCL2‘nin karĢı sarmalından sentezlenen TTT LOC105372161 

antisense transkriptinin ifade seviyesi ciddi olarak artıĢ göstermektedir. Dolayısıyla, 

LOC105372161 transkripti apoptoz yolağında etkili olan bir lncRNA molekülü olabilir. 

Ayrıca, 8A kimyasalının hücreyi S fazında durdurduğu gösterilmiĢtir. Burada etkin olan 

CDKN1B geninin ifade seviyesinin arttığı ve CDK2 geninin ifade seviyesinin azaldığı 

gösterilmiĢtir. Ancak, hücre döngüsü üzerine daha detaylı araĢtırmalar yapılarak 

tiyosemikarbazon türevi bu bileĢiklerin hücre döngüsü üzerine etkisi net olarak 

anlaĢılabilir. 
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5  . TARTIġMA 

  

 

KarmaĢık biyolojik süreçlerin aydınlatılması kodlanmayan RNA moleküllerinin keĢfi 

ile büyük hız kazanmıĢtır. Yapılan araĢtırmalar, bu RNA moleküllerinin hücre 

büyümesi, çoğalması, hücre farklılaĢması ve ölümü gibi hayati öneme sahip biyolojik 

süreçlerin düzenlenmesinde önemli roller oynadığını göstermiĢtir. Dahası, bu 

moleküllerin ifade seviyelerinde meydana gelen bozuklukların baĢta kanser olmak üzere 

birçok hastalığın patofizyolojisinde önemli olduğu gösterilmiĢtir (9). Son yıllarda 

yapılan kanser araĢtırmalarında ncRNA‘ların önemli rollerinin olduğu gösterilmiĢtir. Bu 

RNA moleküllerinin hücre için hayati öneme sahip süreçlerde etkili oldukları ve etkileri 

daha önceden kanıtlanmıĢ kanser ile iliĢkili genlerin düzenlemesinde görev aldıkları 

bildirilmiĢtir (5, 9, 192). ÇalıĢmamızda, doğal antisense transkriptlerden VIM-AS1, 

CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 lncRNA‘ların kanser oluĢumu ve geliĢimindeki 

rolleri araĢtırılmıĢtır. LncRNA transkriptlerinin genel anlamda protein kodlayan 

genlerin ifade seviyelerine kıyasla düĢük ifade gösterdiği bulunmuĢtur (ġekil 4.3).  

ÇalıĢmamızda, insan genomundaki doğal antisense transkriptlerin alt türleri ve 

çeĢitlerine göre günümüze kadar yaklaĢık olarak ifade edilen kromozomal miktarları 

(sayısal olarak) gösterilmiĢtir. Ġnsan genomunda en fazla NAT, en fazla gen ihtiva eden 

1. kromozomda görülürken, en az NAT ise Y kromozomunda bulunmaktadır. Ġlk defa 

bu çalıĢma ile insan genomundaki NAT‘lar ve alt türlerinin kromozomal sayısı 

gösterilmiĢtir. Ġnsan genomunda yaklaĢık 7500 tane NAT olduğu bulunmuĢtur. 

Bunlardan büyük bir çoğunluğu protein kodlayan genlerin karĢı sarmalından 

sentezlenen lncRNA transkriptlerinden oluĢturmaktadır. NAT‘ların kendi içinde 

dağılımları sayısal olarak birbirine yakındır. Ancak en fazla HTH NAT çeĢidinin olduğu 

gösterilmiĢtir.  

Ġleri teknolojiler kullanılarak yapılan tüm transkriptom ve mikrodizin analizleri 

neticesinde, insan genomunun yaklaĢık %20‘lik kısmının sense-antisense çifti oluĢtuğu 

gösterilmiĢtir (193). Bununla beraber, insan genomunda sense-antisense çiftlerin (bi-
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directional) yanında sense-sense çiftlerin (non-bi-directional) de olduğu gösterilmiĢtir. 

Antisense transkritplerin birçok yönden gen ifadesinin düzenlediği öne sürülmüĢtür 

(193, 194). AraĢtırmacılar, hücre içerisinde antisense aracılı düzenlemeyi, transkriptin 

çekirdek ve sitoplazmada yerleĢimine göre hem yazılımsal hem de proteine çevrim 

sırasında gerçekleĢtirebileceğini savunmuĢlardır (195, 196). Ġnsan genomundaki bu 

karmaĢık düzenlenmede antisense transkriptlerin etkileri oldukça yüksektir.  

Werner ve ark. (197), sense ve antisense RNA probları kullanarak bazı antisense 

transkriptler belirlemiĢlerdir ve bu antisense transkriptlerin beyin, karaciğer, timüs ve 

böbrek dokularında özgül ifade edildiğini göstermiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda, VIM-

AS1, CDKN2B-AS1 ve LOC105372161 üç alt tip NAT‘ın farklı insan dokusu ve 

normal ve kanserli hücre hatlarında ifade seviyeleri belirlenmiĢtir. Yaptığımız 

çalıĢmada, VIM-AS1‘in en fazla akciğer, böbrek ve kemik iliğinde ifade edildiği 

gösterilmiĢtir. Normal insan dokularının aksine, akciğer kanseri hücresi olan A549 

hücrelerinde VIM-AS1‘in ifade seviyesinin anlamlı derecede düĢtüğü ortaya 

konulmuĢtur. Bu sonuçlar, bu NAT transkriptin kanser oluĢumunda ve ilerlemesinde 

rollerinin olabileceğini göstermiĢtir. Buna ek olarak, LOC105372161 en fazla plesenta, 

serebellum, fetal beyin ve prostat dokularında ifade edildiği bulunurken PC3 prostat 

kanseri hücrelerinde düĢük ifade edildiği bulunmuĢtur. Ancak, DU-145 prostat kanseri 

hücrelerinde PC3 hücrelerine kıyasla aĢırı ifade edildiği bulunmuĢtur. Bu bulgular 

ıĢığında bu kodlanmayan RNA‘nın kanserdeki rolü hakkında net bir yorum yapmak 

mümkün olmamaktadır. Ancak, LOC105372161 transkriptinin BCL2‘nin 

düzenlemesiyle apoptoz yolağında etkili olabileceği gösterilmiĢtir. Buna ek olarak 

CDKN2B antisensinin akciğer, timüs ve serebellum dokularında yüksek ifade edildiği 

bulunmuĢtur. Bunun aksine A549 akciğer kanseri hücrelerinde BEAS2B akciğer epitel 

hücrelerine kıyasla düĢük ifade edildiği bulunmuĢtur. Benzer Ģekilde, U2OS 

osteosarkom hücrelerinde ifade seviyesinin hfOB1.19 normal osteoblast hücrelerine 

kıyasla anlamlı olarak düĢtüğü bulunmuĢtur. Bu sonuçlar, CDKN2B-AS1 RNA‘sının 

kanser geliĢiminde rolünün olabileceğini göstermektedir.    

Bunun yanı sıra, protein kodlayan gen ile ilgili NAT arasında da pozitif/negatif ilgileĢim 

olduğu gösterilmiĢtir. Doku ve hücre profili belirlenen lncRNA genlerinin hangi 

hücrelerde çalıĢılacağı belirlenmiĢtir. VIM; VIM-AS1 NAT transkriptleri için, BEAS2B 
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ve A549 akciğer normal ve kanser hücreleri, normal meme hücresi CRL4010 ile MCF7, 

SKBR3 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri seçilmiĢtir. CDKN2B; CDKN2B-

AS1 NAT transkriptleri için,  BEAS2B ve A549 akciğer normal ve kanser hücreleri, 

normal meme hücresi CRL4010 ile MCF7, SKBR3 ve MDA-MB-231 meme kanseri 

hücreleri ve hFOB1.19 normal kemik hücresi ile U2OS osteosarkom hücreleri 

seçilmiĢtir. BCL2; LOC105372161 NAT transkriptleri için ise yukarıda belirtilen 

akciğer ve meme kanserli hücreler ve normal hücreleri tercih edilmiĢtir.  

VIM-AS1 ve henüz isim olarak tanımlanmamıĢ LOC105372161 lncRNA genleri ile 

iliĢkili yapılan herhangi bir çalıĢma mevcut değildir. Ancak, CDKN2B-AS1 (ANRIL 

olarak da bilinmektedir) lncRNA transkriptinin çeĢitli kanser türlerinde değiĢik 

ifadelendiği gösterilmiĢtir. CDKN2B-AS1‘in ifade seviyesinin hem serviks kanseri 

hücre hattında hemde serviks kanserli dokularda ciddi derece artıĢ gösterdiği 

bulunmuĢtur (198). Dahası, CDKN2B-AS1 geninin ifadesinin baskılandığı serviks 

kanseri hücrelerinde hücre çoğalmasının, hücre göçünün ve istilasının baskılandığı 

gösterilmiĢtir (198). Bunun yanı sıra, osteosarkom dokularda normal dokulara kıyasla 

ANRIL geninin ifade seviyesinde artıĢ bulunmuĢtur (199). Ayrıca, U2OS hücrelerinde 

hipoksi koĢullarında ANRIL‘in ifade seviyesinin arttığı görülmüĢtür (199). Bizim 

çalıĢmamızda ise normal osteoblast hücre hattı olan hfOB1.19‘a kıyasla U2OS 

osteosarkom hücre hattında CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesinin azaldığı 

bulunmuĢtur. Lu ve ark. (200), küçük hücreli akciğer kanserli hastalarda yaptıkları bir 

çalıĢmada normal dokuya göre kanserli akciğer dokularında CDKN2B-AS1‘in ifade 

seviyesinin anlamlı bir Ģekilde arttığını bildirmiĢlerdir. Ayrıca, CDKN2B-AS1‘in ifade 

seviyesinin TNM evresi ve tümör çapı ile pozitif ilgileĢim gösterdiği bulunmuĢtur. 

Bizim çalıĢmamızda ise normal akciğer dokusunda CDKN2B-AS1 geninin ifadesinin 

yüksek olduğu bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra normal akciğer hücre hattı BEAS2B‘ye 

kıyasla akciğer kanseri hücre hattı olan A549 hücrelerinde CDKN2B-AS1‘in ifade 

seviyesinin arttığı gösterilmiĢtir. Mesane kanserli hastalarda yapılan bir çalıĢmada, 

CDKN2B-AS1 geninin ifade seviyesi normal dokuya kıyasla kanserli dokularda anlamlı 

bir Ģekilde arttığı bulunmuĢtur (201). Ayrıca, CDKN2B-AS1 susturulmuĢ T24 ve EJ 

mesane kanseri hücre hatlarında hücre çoğalmasının baskılandığı, apoptozun arttığı 

gösterilmiĢtir (201). Bizim çalıĢmamızda, CAL29 mesane kanseri hücre hattında 

CDKN2B ve CDKN2B-AS1 genlerinin ifadesinin ciddi derece düĢük olduğu 
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gösterilmiĢtir. Yapılan bazı çalıĢmalar CDKN2B-AS1 (ANRIL) geninin tümör 

baskılayıcı lncRNA olduğunu gösterirken bazı çalıĢmalar ise bu geninin kanserli 

dokularda/hücrelerde ifade seviyesinin artarak onkogenik özellik gösterdiği rapor 

edilmiĢtir (138, 198-200, 202). Bizim sonuçlarımıza göre ise, bazı kanserli hücrelerde 

bu lncRNA geninin ifade seviyesinde artıĢ bulunurken bazılarında ise azalma olduğu 

bulunmuĢtur. Dolayısıyla bu genin kanserde çift yönlü (dual) iĢlevinin olduğu 

söylenebilir.  

Günümüze kadar yapılan çalıĢmalarda, NAT‘lar hedeflediği genleri yazılım, mRNA 

iĢlenmesi, splicig, kararlılık, hücresel taĢıma ve proteine çevrimi gibi birçok düzeyde 

düzenleyebildiği daha önceden de bahsedilmiĢtir. En yaygın örnek olarak X kromozomu 

etkinsizleĢmesinden sorumlu olan XIST‘in karĢıt sarmalından sentezlenen bir diğer 

lncRNA molekülü TSIX‘tir. TSIX lncRNA molekülü XIST‘in düzenlenmesinde rol 

oynamaktadır (168, 169). Bunun yanı sıra, Mahmoudi ve ark. (203), p53 geninin 5‘ 

UTR bölgesini hedefleyen ve p53‘ün düzenlemesinde görevli olduğu gösterilen endojen 

Wrap53 lncRNA molekülünü tanımlamıĢlardır. Wrap53‘ün baskılandığı hücrelerde 

p53‘ün ifadesinin azaldığı, Wrap53‘ün aĢırı ifalendirilmiĢ hücrelerde ise p53 ifadesinin 

arttığı bulunmuĢtur. p53 ile Wrap53 arasında pozitif yönlü bir iliĢki olduğu 

gösterilmiĢtir (203-205). BaĢka bir çalıĢmada ise, HIF1A geninin 3‘UTR bölgesinde 

kodlanan aHIF doğal antisense transkripti HIF1A‘nın düzenlenmesinde önemli 

rollerinin olduğu gösterilmiĢtir (164). Renal kanserde hipoksi koĢullarında, aĢırı 

ifadelendiği gösterilmiĢtir. Dahası, insan malign hastalıklarında doğal antisense 

transkritplerin rolleri olduğu gösterilmiĢtir (164, 206). Ġlginç olarak son yıllarda kanser 

metastazı ile iliĢkilendirilmiĢ MALAT1 geninin karĢı sarmalından sentezlenen ve 

TALAM1 olarak isimlendirilen bu antisense transkriptin MALAT1‘in düzenlemesinde 

pozitif bir ilgileĢim gösterdiği bulunmuĢtur (207). Ayrıca, TALAM1 antisense 

transkripti MALAT1‘in hem yazılımsal hem de RNA kararlılığı bakımından 

düzenlenmesinde görev almaktadır. Ayrıca, NAT transkriptlerinin birçok kanser 

türünde değiĢik ifade edildiği gösterilmiĢtir.  Osteosarkom hücrelerinde FGFR3-AS1 

geninin FGFR3‘ün düzenlenmesinde etkili olduğu gösterilmiĢtir. FGFR3-AS1 

osteosarkom dokularında ve hücrelerinde aĢırı ifadelendiği gösterilmiĢtir. Buna ek 

olarak, FGFR3-AS1‘in ifadesinin artması, tümör boyutu, Enneking evrelenmesi, 

metastaz ve hayatta kalım süresi ile iliĢkilendirilmiĢtir. FGFR3-AS1‘ın susturulması 
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hücre döngüsünün ilerlemesini ve çoğalmasını baskıladığı bildirilmiĢtir (208). Bunun 

yanı sıra, HCC‘da SIRT1-AS1 genindeki tanımlanmıĢ mutasyon ile HCC riskinin 

azaldığı gösterilmiĢtir ve mutant SIRT1-AS1 geni hücre çoğalmasını engellediği 

bulunmuĢtur (209).  

Bu çalıĢma kapsamında, henüz etkinliği bilinmeyen iki tane anti-kanser ilacı olma 

potansiyeli yüksek olan tiyosemikarbazon türevlerinin kanser hücrelerinde etkinlikleri 

belirlenmiĢtir. Ġlk olarak farklı konsantrasyonlardaki kimyasal maddeler hücrelere 

verilerek hücrelerin yarısını öldüren etkin dozları belirlenmiĢtir. Bu etkin dozların 

apoptoz ve hücre döngüsü üzerine etkileri gösterilmiĢtir. Sonrasında bu iki potansiyel 

anti-kanser ilacının ve 5-FU anti-kanser ilacının etkin dozları ile hücreler muamele 

edilerek maruziyet zamanına göre NAT‘ların ifade seviyeleri değerlendirilmiĢtir.  

Tiyosemikarbazonlar, amin türevlerinin önemli bir sınıfıdır ve özellikle anti-kanser 

etkinliği gibi birçok farmakolojik etki gösteren kimyasallardır. Tiyosemikarbazonlar, 

birçok yönden anti-kanser etkinliği gösterebilmektedir. DNA sentezi için gerekli olan 

ribonükleotid redüktaz enziminin baskılanmasında tiyosemikarbazon türevli ilaçlar 

kullanılmaktadır (210). Bunun yanı sıra, bu kimyasallar demir Ģelatasyonu ile anti-

kanser etkinliği göstermektedir (211). Ayrıca tiyosemikarbazon türevlerinin DNA 

topoizomeraz II karmaĢımındaki tiyol kalıntılarının (residu) alkillenmesi ile kararlı 

yapıdaki bu karmaĢımı kırarak anti-kanser etkinliği gösterebilmektedir (212, 213). 

Bizim çalıĢmamızda ise, daha önceden Tasdemir ve ark. (189) tarafından sentezlenen 

17B ve 8A tiyosemikarbazon türevlerinin çeĢitli kanser hücrelerindeki, hücre canlılığı, 

apoptoz, hücre döngüsü ve yara iyileĢmesi üzerine etkisi değerlendirilmiĢtir. Ayrıca, bu 

kimyasal maddelerin BCL2, CDKN2B ve VIM genlerinin karĢı sarmalından 

sentezlenen ve bu genlerle iliĢkili olabilecek antisense transkriptler üzerine etkileri 

belirlenmiĢtir.  

Bu çalıĢmada, 17B ve 8A kimyasallarının etkinliğini belirlemede 5-FU ilacı ile 

kıyaslama yapılmıĢtır. Antikanser ilacı 5-FU, uygun dozlarda hastaya verildiğinde yan 

etkileri tolere edilebilen bir ilaçtır. Bilinen anti-kanser ilaçlarına (5-FU ve Sisplatin) 

karĢın, bizim çalıĢmamızda 17B ve 8A kimyasallarının kanser hücrelerinde IC50 dozları 

belirlenmiĢtir. Bu dozların apoptoz, hücre döngüsü üzerine etkileri gösterilmiĢtir. Etkin 
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dozlara göre, MCF7 hücrelerinde 5-FU ile muamele sonrasında %0,03 apoptotik hücre 

popülasyonu görülürken, 17B ve 8A verilen MCF7 hücrelerinde sırasıyla %76 ve %40 

apoptotik hücre popülasyonu görülmektedir (ġekil 4.36). MCF7 hücrelerinde bu 

kimyasalların hücreyi apoptoza götürerek öldürdüğü anlaĢılmaktadır. Buna ek olarak, 

U2OS osteosarkom hücrelerinin 5-FU ile 24 saat maruziyetinden sonra apoptotik hücre 

grubu %0,01 iken 17B ve 8A verilen hücrelerde sırasıyla %38 ve %50 olarak 

bulunmuĢtur (ġekil 4.39). MCF7 hücrelere benzer olarak U2OS hücrelerinde de 17B ve 

8A kimyasalları hücreyi apoptoza götürerek öldürmüĢtür.  

Pro-apoptotik bir protein olan Bax ve anti-apoptotik protein olan BCL2‘nin mitokondri 

aracılı apoptozda önemli rollerinin olduğu daha önceden bilinmektedir (31, 56, 58, 60, 

214).  Kumar ve ark. (214) yaptıkları bir çalıĢmada kolĢisin (mikrotübül baskılayıcısı) 

verilen MIA PaCa-2 pankreas hücrelerinde kolĢisin konsantrasyonuna bağlı olarak 

BCL2 geninin ifade seviyesinin azaldığı, BAX geninin ifade seviyesinin arttığı 

bulunmuĢtur. Dahası, yapılan bu çalıĢmada CASP3 geninin ifade seviyesinin de 

konsantrasyona bağlı olarak arttığı rapor edilmiĢtir (214). Buna ek olarak, Sisplatin 

verilen HeLa (serviks kanseri) hücrelerinde muamele edilememiĢ hücrelere kıyasla Bcl2 

proteinin ifade seviyesi düĢerken Bax proteininin ifade seviyesinin arttığı bulunmuĢtur 

(215). Ayrıca, diğer bir çalıĢmada Sisplatin verilen ovaryan kanseri hücrelerinde 

maruziyet zamanına göre BCL2 geninin ifade seviyesi azalırken CASP3‘ün ifade 

seviyesinin arttığı gösterilmiĢtir (216). Buna ek olarak, MDA-MB-231 üçlü negatif 

meme kanseri hücreleri Sisplatin ile muamele edildikten sonra kesilmiĢ CASP 

ifadesinin arttığı bulunmuĢtur (217). Öte yandan, Metuzumab ile muamele edilen A549 

hücrelerinde Bcl2 proteinin ifade seviyesini azaldığı ve Bax proteinin ifade seviyesinin 

arttığı gösterilmiĢtir (218). Xing ve ark. (219) HepG2 hücrelerinin Lidocaine ile 

muamele edilmesi BCL2 geninin ifade seviyesini düĢürürken, BAX geninin ifade 

seviyesini arttırdığı ve kaspazların etkinliğinin arttırdığı rapor edilmiĢtir. Bizim 

çalıĢmamızda ise, hücrelerin kimyasal ile maruziyet zamanına göre değiĢimler 

gösterilmiĢtir. Genel anlamda, kimyasal ile maruz bırakılan hücrelerde BCL2 ailesinden 

olan anti-apoptotik gen BCLXL‘in ifade seviyesinde azalma görülmüĢtür. Ayrıca, 

yapılan çalıĢmaları destekler biçimde BAX geninin ifade seviyesinde artıĢ olduğu 

gösterilmektedir. Ayrıca, CASP3 ve CASP9 genlerinin ifade seviyelerinin kimyasal ile 

maruziyet süresine göre arttığı tespit edilmiĢtir.  
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Apoptoz analizleri sonucu elde edilen bulguları toparlayacak olursak, 8A kimyasalı ile 

maruz bırakılan hücrelerde DNA hasarı oluĢacağı ve bu hasarın p53 ifadesini arttıracağı 

kanaatindeyiz. Bulgularımız da bunu destekler biçimde, p53 ifadesi artmıĢtır ve bunun 

yanı sıra BCL2, BCLXL gibi anti-apoptotik genlerin ifade seviyeleri azalırken, pro-

apoptotik BAX geninin ve CASP3-9‘ün ifade seviyelerinin arttığı bulunmuĢtur. Aynı 

zamanda BCL2‘nin düzenlenmesinde etkili olabileceğini ileri sürdüğümüz 

LOC105372161 RNA molekülünün ifade seviyesi 8A maruziyet süresine kıyasla ciddi 

derecede artıĢ göstermektedir. Bu veriler bize, LOC105372161‘in BCL2‘nin ifade 

seviyesini azaltarak hücreyi apoptoza teĢvik etmesine aracılık edebileceğini 

göstermektedir (ġekil 4.58).  

Yapılan çalıĢmalarda, sentezlenen kimyasalların hücre döngüsünü hangi aĢamada 

baskıladığını belirlemek amacıyla hücre döngüsü analizleri yapılmaktadır. Bu durumda 

kimyasal ile maruz bırakılan hücreler negatif kontrole kıyasla hücre döngüsünün hangi 

evresinde (G0/G1, S, G2/M) yığılma olduğuna göre değerlendirilmektedir. Örneğin; 

kolĢisin kimyasal maddesi hücreleri metafazda durduran, mikrotübül polimerizasyonu 

engelleyen bir anti-kanser ilacıdır (220, 221). KolĢisinin hücreleri G2/M fazında 

durdurduğu gösterilmiĢtir (221).  Bunun yanı sıra bu tez çalıĢmasında kullanılan 5-FU 

kimyasal maddesinin hücreleri G1/S fazında durdurduğu gösterilmiĢtir (222-225). 

Bizim yaptığımız çalıĢmada ise, hücrelerin 5-FU ile muamele edilmesinin ardından G1 

fazında hücre grubunun arttığı bulunmuĢtur. Ancak, A549, MCF7 ve SKBR3 

hücrelerinde anlamlı bir fark görülmezken, MDA-MB-231 ve U2OS hücrelerinde bu 

fazdaki hücre grubunun anlamlı bir Ģekilde arttığı bulunmuĢtur. Bunun yanı sıra, anti-

kanser etkinlikleri belirlenmemiĢ iki kimyasal maddenin hücre döngüsü üzerine etkileri 

gösterilmiĢtir. A549 hücrelerinde hücre döngüsünün fazları arasında DMSO‘ya kıyasla 

anlamlı bir fark görülmemiĢtir. Ancak, MCF7 hücresi 17B ile muamele edildiğinde G1 

fazındaki hücre popülasyonunda artıĢ görülmektedir. Dahası, U2OS hücrelerinde 17B 

kimyasalı ile muamele sonrasında G1 fazındaki hücre grubunda anlamlı bir artıĢ 

görülmüĢtür. Bunun yanı sıra, 8A ile muamele edilen SKBR3 hücrelerinde ise S 

fazındaki hücre popülasyonu artmıĢtır.  

Yapılan hücre döngüsü analizleri neticesinde, 8A kimyasalı ile muamele edilen 

hücrelerin S fazındaki hücre popülasyonunun DMSO grubuna kıyasla arttığı 
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bulunmuĢtur. Ayrıca, CDK2 geninin ifade seviyesine maruziyet süresine göre artıĢ 

olduğu ve bazı hücrelerde CDK2 baskılayıcısı olarak bilinen CDKN1B‘nin (p27) ifade 

seviyesinin düĢük olduğu gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar, 8A kimyasalının hücre döngüsünü 

S fazında durdurduğunu desteklemektedir.  

Anti-kanser ilaçlarının tedavisel amaçlarından bir tanesini de hâlihazırda var olan 

kanser hücrelerinin göç etme kapasiteleri yavaĢlatarak tümörün yayılmasını 

engellenmektedir. Yapılan çalıĢmalarda anti-kanser ilaçlarının göçünün EMT aracılığı 

ile yavaĢlattığı/baskıladığı gösterilmiĢtir. Bu bağlamda, manolya bitkisinden izole 

edilen ve EMT‘nin baskılanması gibi birçok farmakolojik süreçte etkili olan Honokiol 

bileĢiğinin insan NSCLC hücrelerinde EMT aracılığıyla hücre göçünü baskıladığı 

bunulmuĢtur. Dahası bu bileĢik tümör göçünü önleyen bir anti-kanser ilacı olarak 

önerilmiĢtir (226). Bunun yanı sıra, çeĢitli kanserlerde etkinliği kanıtlanmıĢ, doğal 

olarak oluĢan ve toksik etkisi olamayan bitki bileĢiği Luteolin‘in, MDA-MB-231 üçlü 

negatif meme kanseri hücre hattında hücre göçünü baskıladığı bildirilmiĢtir (227). Ek 

olarak, bu çalıĢmada da kullanılan Sisplatin anti-kanser ilacının SGC-7901 ve AGS 

mide kanseri hücrelerinde hücre göçünü baskıladığı gösterilmiĢtir (228). Bu tez 

çalıĢmasında ise, akciğer, meme ve osteosarkom hücrelerinde sisplatinin hücre göçünü 

(yara iyileĢmesini) kontrol gruplarına göre yavaĢlattığı bulunmuĢtur. Ayrıca, 

hepatoselüler kanserli hastalarda, irinotecan ve paclitakselin yanı sıra 5-FU‘nun bu 

hastalarda hücre göçünü azalttığı gösterilmiĢtir (229). Bu tez çalıĢmasında ise, 5FU ile 

maruz bırakılan akciğer, meme ve osteosarkom hücrelerinde hücre göçünün kontrol 

grubuna ve muamele edilmemiĢ hücre grubuna kıyasla yavaĢladığı gösterilmiĢtir.  

Yapılan çalıĢmalar, tiyosemikarbazon türevi bileĢiklerinin, hücre döngüsü, apoptoz, 

otofaji,  tümör oluĢumu ve büyümesi gibi çeĢitli kanser süreçlerinde etkili olduğu 

göstermektedir (230). Yeni bir demir Ģelatörü olarak sentezlenen Di-2-pyridylketone-

4,4-dimethyl-3-thiosemicarbazone (Dp44mT)‘in çeĢitli kanserlerde tümör oluĢumu ve 

geliĢimini etkilediği gösterilmiĢtir. Ayrıca, tiyoksemikarbazon türevi bu bileĢiğin 143B 

osteosrakoma hücrelerinde hücre göçünü ve yayılımını baskıladığı bulunmuĢtur (230). 

Wangpu ve ark. (231) tarafından yapılan bir çalıĢmada, yeni sentezlenmiĢ di-2-

pyridylketone 4,4-dimethyl-3-thiosemicarbazone ve di-2-pyridylketone 4-cyclohexyl-4-

methyl-3-thiosemicarbazone tiyoksemikarbazon türevi bileĢiklerin HT29 kolon kanseri 
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ve DU-145 prostat kanseri hücrelerinde N-myc downstream regulated gene-1 (NDRG1) 

geninin ifadesini arttırarak hücre göçünü ve metastazı baskıladığı gösterilmiĢtir. Benzer 

olarak, pterostilbene carboxaldehyde thiosemicarbazone (PTERC-T) bileĢiğinin 

HUVEC hücrelerinde CAM (chick chorioallantoic membrane) deneyleri ile hücre 

göçünü ve yayılımını baskıladığı gösterilmiĢtir (232). Bu tez çalıĢmasında ise 17B ve 

8A olarak adlandırılan iki tane tiyosemikarbazon bileĢiğinin akciğer, meme ve 

osteosarkom hücrelerinde hücre göçünü yavaĢlattığı bulunmuĢtur. Dolayısıyla, kimyasal 

olarak sentezlenmiĢ ve henüz anti-kanser etkinliği bilinmeyen bu bileĢiklerin insan 

hücrelerinde hüce göçünü yavaĢlatıcı etkisinden ötürü yeni bir anti-kanser ajanı olarak 

değerlendirilebilir. Ayrıca, hücre göçünü yavaĢlatıcı etkisinin tam olarak anlaĢılabilmesi 

için, EMT süreci deneyleri yapılabilir ve bu süreçte etkili olan genlerin ifade seviyeleri 

değerlendirilebilir.  

Bu tez çalıĢmasında, NAT‘ların kanser hücrelerinde ve normal insan dokularında 

değiĢik ifadelendiği gösterilmiĢtir. Ġlginç olarak, 8A kimyasalı ile muamele edilen 

hücrelerde maruziyet süresi ile NAT‘ları ifade seviyesinde ciddi bir Ģekilde artıĢ 

gösterilmiĢtir. Ancak, 17B ile muamele edilen hücrelerde ise bazı hücrelerde maruziyet 

süresine kıyasla NAT ifade seviyesi düĢerken bazılarında ise arttığı gösterilmiĢtir. 

Sonuç olarak, bu tez çalıĢmasında son yıllarda bilim adamlarının ilgi odağı haline gelen 

lncRNA sınıfının alt türü olan ve ilgili geninin antisense ipliğinden sentezlenen 

antisense transkriptlerin ilgili genin düzenlenmesinde önemli rollerinin olabileceği 

gösterilmiĢtir. Ayrıca, anti-kanser etkinliği henüz bilinmeyen iki tane tiyosemikarbazon 

türevlerinin kanserdeki rolleri ve NAT‘ların ifade seviyesi ile iliĢkileri ortaya 

konulmuĢtur.  

Günümüze kadar yapılan çalıĢmalarda, NAT‘ların yazılımsal müdahale, RNA 

maskeleme, dsRNA bağımlı mekanizma ve metilasyon üzerine etkileri olmak üzere 

birçok biyolojik süreçte yer aldıkları gösterilmiĢtir (161). Ancak yapılan bu çalıĢmalar 

sense-antisense çiftlerinin birbirleri ile olan etkileĢimlerini açıklamak için yeterli 

değildir. Ġnsan genomunda, henüz etkinlikleri bilinmeyen ve daha önceleri çöp olarak 

adlandırılan bölgelerden sentezlenen yeni transkriptlerin olduğu gösterilmekte ve bu 

sayı giderek artmaktadır. Sürekli olarak büyüyen bu transkriptomda gen ifadesinin ve 

hücresel olayların düzenlenmesi oldukça zordur. Ancak, örtüĢen bölgeler içeren ve 



137 

 

birbirleri ile komĢu olan genlerin bu karmaĢık düzenlemede önemli rollerinin 

olabileceği düĢünülmektedir. Yazılımsal olarak sürekli açık olan bir bölgede bir 

sarmaldaki genin ifade seviyesi Ģüphesiz karĢı sarmaldaki genleri de 

etkileyebilmektedir. Antisense transkriptlerin ilgili bölgedeki genleri düzenleyebilmesi 

için bazı mekanizmalar geliĢtirmeleri gerekmektedir ve bu konu halen anlaĢılamamıĢtır. 

Ancak, birkaç mekanizma öne sürülebilir. HTH transkritplerin birbirleri arasında pozitif 

veya negatif yönlü etkileĢimleri olabilir. Bu tez çalıĢmasında VIM ve VIM-AS1 genleri 

arasında hücre türlerine ve maruz bırakılan kimyasal bileĢiğe göre pozitif veya negatif 

bir etkileĢim olduğu gösterilmiĢtir. HTH transkritpler tanım olarak 5‘ uç kısımlarında 

örtüĢen bölgeler içeren moleküllerdir. Bu moleküllerin birbirlerinin düzenlemesinde, 

yazılımın yönünün 5‘ uçtan 3‘ uca olduğunu göz önünde bulundurarak, karĢı komĢu 

gende olan ifade değiĢiminin ilgili genin özendirici bölgesinde bazı etkileĢimler 

oluĢturarak bu genlerin pozitif veya negatif yönde düzenlenmesinde etkili olabilir. 

Bunun yanı sıra bizim çalıĢmamızda da gösterildiği gibi EMB transkriptlerin birlikte 

ifade edildiği bilinmektedir. AraĢtırmacılar, yazılımsal olarak zaten açık bu bölgedeki 

değiĢimin karĢı sarmaldaki genin de ifade seviyesinin değiĢtirebileceğini 

düĢünmektedirler. Böylelikle EMB transkriptlerde karĢı-komĢu genlerin etkileĢimlerinin 

pozitif yönlü olabileceğini öne sürmüĢlerdir. Buna karĢın, TTT transkriptlerin genomda 

fazla olduğu ve bunlar arasında negatif yönlü etkileĢimler olduğu gösterilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada ise, BCL2 geni karĢı sarmalından sentezlenen ve 3‘ uç kısımlarında örtüĢen 

bölgeler içeren LOC105372161‘in birbirleri ile negatif yönlü ilgileĢim gösterdiği 

bulunmuĢtur. Hatta LOC105372161 TTT transkripti apoptoz sürecinin 

düzenlenmesinde önemli rolleri olan ve birçok kanser çeĢidinde aĢırı ifade edilen BCL2 

genini negatif yönde düzenleyerek hücrenin apoptoza gitmesini teĢvik ettiği 

gösterilmiĢtir. TTT transkriptleri arasındaki bu negatif ilgileĢim, yazılım sonrası gen 

düzenlemesinde özellikle miRNA‘lar ile olan düzenlenmede olduğu gibi, 3‘  

bölgelerinin etkilenmesi ve böylece ilgili genin ifade seviyesinin azalması öne 

sürülebilir.  

Özetle, bu tez çalıĢmasında antisense transkriptlerin ilgili genin ifade seviyesini negatif 

veya pozitif yönde düzenleyerek iĢlevini etkileyebilir. Ayrıca, yeni sentezlenmiĢ anti-

kanser ilaçlarının antisense-sense arasındaki dengeyi değiĢtirerek kanser hücrelerinde 

etkili olabileceği gösterilmiĢtir. Anti--kanser ilaçlarının etkinliklerinin yanı sıra, bu 



138 

 

bileĢiklerin antisense transkriptlerin ifade seviyesini etkileyerek kanserde apoptoz, 

hücre döngüsü ve hücre göçü gibi süreçlerde pozitif/negatif yönlü değiĢim olabileceğini 

göstermektedir. Bilim adamlarının ilgi odağı haline gelen uzun kodlanmayan RNA‘ların 

bir sınıf olan NAT‘ların daha detaylandırılması gereken mekanizmaları bulunmaktadır.  

Bu çalıĢmada elde edilen veriler ıĢığında,  bu doğal antisense transkriptlerin hücresel 

yolaklarda aldıkları rollerin tam olarak anlaĢılması için siRNA susturma ve/veya 

klonlama çalıĢmaları yapılabilir. Ayrıca, protein kodlayan genlerin Western Blot 

yöntemi ile ifade seviyelerinin değerlendirilmesi daha anlamlı sonuçlar verecektir. 

Kanserli hastalardan alınan doku örneklerinde NAT‘ların ifade seviyeleri ile hastalık 

iliĢkilendirilebilir. Dahası, ileri transkriptom analizleri yapılarak insan genomundaki 

sense-antisense transkriptlerin birbirleri ile etkileĢimleri belirlenebilir. Ayrıca, apoptoz, 

hücre döngüsü ve yara iyileĢmesi gibi süreçlerde etkileri belirlenen tiyosemikarbazon 

türevi ilaçların in vivo kanser modellerinde çalıĢılması önerilmektedir. Bu çalıĢmadan 

elde edilen bulgular ve öneriler bu alanda yapılacak olan ileriki çalıĢmalara ıĢık 

tutacaktır.  
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