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SIMGE VE KISALTMALAR

DNA :Deoksiribo Niikleik Asit,

RNA: Ribo Niikleik Asit,

MMR: Mismatch Repair (Yanlis eslesme onarim),
ATP: Adenozin Trifosfat,

UTR: Untraslated Region ( Proteine donlismeyen bolgeler),
OFR: Open Reading Frames ( Okuma Cergevesi),
AUG: Basglama Kodonu,

miRNA: mikroRNA,

LncRNA: Long non-coding RNA,
mRNA:Mesajc1 RNA,

rRNA: Ribozomal RNA,

ncRNA: Non-coding RNA,

piRNA: PIWI protenini ile etkilesimi olan RNA,
DGCRS: DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8,
Drosha: RNAaz III enzimi,

GTP: guanozin trifosfat,

RAN: RAs-iligkili Niikleer protein,

RISC: RNA indiiklenmis susturma kompleksi,
pri-mikroRNA: primer mikroRNA,

TRBP: HIV-1 TAR RNA-baglanma proteini.
cDNA: Complementary DNA,

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu,

gRT-PCR: Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction,
RISC: RNA-induced silencing complex,
RT-PCR: Reverse transkriptaz PCR,

siRNA: Small interfering RNA,
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b¢: Baz cifti,

XIST: X-inaktivasyon spesifik transkript,

TSIX: X-inaktivasyon spesifik antisense transkript,
lincRNA: Uzun intergenik kodlanmayan RNA,
CAP1: CAP, adenilat siklaz ilgili protein 1,
HOTAIR: Homeobox (HOX) transkript antisense RNA,
HOTTIP: HOXA distal transkript antisense RNA,
HYMALI: Hydatidiform mole associated ve imprinted,
IAP: Intrasisternal A-pargast,

RASGRFI1: RAS-protein-spesifik guanin niikleotit salan faktor 1,
snoRNA: Kiiciik niikleolar RNA,

TERRA: Telomerik tekrar iceren RNA,

tiRNA: Transkripsiyon baslatict RNA,

TNRF-1: Tiimor nekrosis faktor reseptorii-1,

KR: Kolorektal,

KRK: Kolorektal karsinom,

FAP: Familyal adenomatoz polipozis,

HNPCC: Herediter nonpolipozis kolorektal kanser,
ATCC: Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonu,

MSI: Microsatellite Instability,

PINK1-AS: PINK1-Antisense,
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OZET

PINKI-AS LNCRNA’SININ HCT116 KOLON KANSERi HUCRE
HATTINDAKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Ebru TEMIZ

Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez damismani: Dog. Dr. Serdar OZTUZCU
Haziran 2016, 93sayfa

Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra diinyada goriilme sikligi en ¢ok olan
hastaliktir. Kolon kanseri diinyada en ¢ok goriilen 3. kanser tilirtidiir. Tiim yaslarda
goriilmesine ragmen % 90'mindan fazlast kirk yas ve iizerindedir. Kanser tedavisine
yonelik kullanilan kemoterapik ilaclar kanserin ilerlemesini durdurmak ve tiimorii yok
etmeyi amaglamaktadir. Kullanilan bu ilaglar tiimorlii hiicrelerin yok olmasini saglarken
saglikli hiicrelerin zarar gormesine sebep olmaktadir. Yeni tedavi yontemi olarak,
hiicrelerin kanserlesmesine sebep olan molekiillerin ifade seviyelerinin diizenlenmesine
yonelik calismalar hiz kazanmistir. Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi kolon kanserinin
de olugmasinda g¢evresel faktorlerin yani sira kodlamayan RNA’larinda etkisi oldugu
yapilan ¢aligsmalar ile tespit edilmistir.Kolon kanserinde PINK1 genin asir1 ifade olmasi
ve kanserlesme siirecinde etkisi oldugu bulunmustur.PINK1-AS geni, PINK1 geninin
zitt1 olup bu genin ifade sirasinda diizenlenmesinde sorumlu bir uzun kodlamayan
RNA’dir. Iliskilendirilmis anti-miRNA’larla PINK1-AS genini hedefleyerek PINKI
geninin ifadesini diizenleyip kolon kanseri hiicrelerinde programli 6lim yolaginin
tetiklenmesini saglamay1 diisiinmekteyiz.Bu amagcla kolon kanseri hiicre hattina
(HCT116) kiiltiir ortaminda PINK1-AS’i hedefleyen anti-miRNA’lar aktarildi. Bu
hiicrelerden total RNA elde edilip, cDNA sentezi yapildi.Es zamanli PCR kullanilarak
PINK1-AS, PINK1 ve PTEN gen ifade diizeylerine bakildi. miRNA aktarimi yapilan
HCT116 hiicre soyunun apoptozis diizeyini belirlemek ic¢in akim sitometri
kullanildi.Yapilan ¢alismada elde edilen bulgulara gore, iliskilendirilmis miRNA’lara
maruz birakilan hiicrelerde PINKI1-AS,PINK1 ve PTEN gen ifade seviyelerinde
negatifkontrol miRNA’a gore anlamli bir degisim gozlenmemistir. Programli 6liime
giden hiicre sayisiyla canli hiicre sayist oranlar1 kiyaslandiginda anlamli bir degisim
gozlenmemistir.Sonug olarak; PINK gen ifadesinin susturulmasi i¢in PINK1-AS genini
hedefleyen farkli molekiiller tespit edilerek, kolon kanserinde tedaviye yonelik yeni
calismalar yapilabilir.

Anahtar kelimeler: Kolon kanseri, Anti-miRNA aktarimi, ¢ PCR, Apoptozis, PINK1-AS
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Cancer 1s the most frequent disease in the world ranking afterheart andvascular disease.
Colon cancer is the third most seen among allcancers. Althoughcolon canceris seen in
all age groups,more than 90% of patients are forty years old andover. Most of
chemotherapeuticdrugs aimto inhibit theprogression of cancerandto irradicate thetumor.
Chemotherapeuticagentskill cancercells, while at the same timecausingdamage
tonormalcells. As a new approach for the treatment of cancer, new perspect is gaining
importance that targets the expression level of molecules responsible for cancer.
Environmental factors as well as non coding RNAs are responsible for the cause of
colon cancer. In colon cancer, gene expression level of PINK1 is found to be highest
and is responsible for cancer progression. PINK1-AS is an antisense long non coding
RNA opposite to PINK1 and is responsible for its gene regulation. We are of the
opinion that miRNAs targeting PINK1-AS regulates the gene expression of PINKI1 in
colon cancers triggering the apoptosis. Therefore, colon cancer cell line (HCT116) was
transfected using anti miRNAs targeting PINKI-AS in cell culture. ¢cDNA was
converted from the total RNA isolated from this cell line. Gene expression levels of
PINK1-AS, PINKI1 and PTEN was seen using real time PCR. Apoptosis level of the
transfected cell line was seen using flow cytometry. The expression data obtained from
the gene expression levels of PINKI1-AS, PINK1 and PTEN was not significant as
compared to negative control miRNA. The apoptosis level was also not significant
when analysed. As a result, in order to silence PINKI, other molecules targeting
PINK1-AS gene should be found out for the treatment of colon cancer.

Key words: Colon Cancer, Anti-miRNA Transfection, qPCR, Apoptosis, PINK1-AS



1.GIRIS

1.1.Amac¢ ve Kapsam

Kanser, dokulart olusturan hiicrelerde DNA’ nin hasari sonucu hiicrelerin amagsiz,
denetimsiz veya anormal bir sekilde biiyiimesi ve ¢ogalmasi sonucu normal dokulari
isgal etmesi (invazyon) ve islevlerini engellemesi olarak tanimlanmaktadir. Kanser
viicudumuzdaki tek bir bolgede hastalik olusturmayip, viicuttaki tiim doku ve
organlarda kan veya lenf yoluyla yayillmas: (metastaz) ile olusan bir hastalik
grubudur.Normal viicut hiicre ve dokulart orijinal biiyiiklik ve yapilarin1 korurken

kanser hiicreleri saldirgan bir tablo cizerler (1).

Kanser diinya capinda 6liime sebep olan hastaliklardan biridir. Ulkemizde 1970’1i
yillarda sebebi bilinen dliimler arasinda 4. sirada yer alan kanser, son yillarda kalp-
damar sistemi hastaliklarindan sonra 2. siraya yiikselmistir. Uluslararas1 kanser
arastirma merkezinin tahminine goére 2015’de kolon kanseri goriilme sikligi tiim
kanserler arasinda %9,7’sini olusturmaktadir. Bu oranin 814.000’nini erkekler olusturur
iken 664.000 kadinlar olusturmaktadir (2). Cerrahi uygulamalar, radyoterapi (1sin
tedavisi), kemoterapi (ila¢ tedavisi) ve immiinoterapi (bagisiklik sistemini gili¢lendirici

tedavi) gliniimiizde uygulanan baglica kanser tedavi yontemlerindendir (3).

Kolon diye adlandirdigimiz kalin bagirsak, yaklasik 2 metre uzunlugundaki sindirim
sisteminin ince bagirsaktan sonra gelen kismidir. Kolon kanserinin toplumda goriilme
siklig1 10.000°de 5 olup, goriilme siklig1 olarak; erkeklerde 3. kadinlarda 2. siradadir.
Biitiin kanserler i¢inde goriilme sikligi bakimindan 3. sirada yer alir (4). Kolon
kanserinin olusmasinda genetik yatkinligin yanisira ¢evresel faktorlerinde etkisi
biiyiiktiir. Yapilan ¢alismalara gore, kolon kanserinde DNA yanlis eslesme baz onarim
mekanizmasinin eksikligi kolon kanseri olusmasina sebep oldugu tespit edilmis ve
erken tanida 6nemli bir bio-belirte¢ olarak belirlenmistir(5). Bu bio-belirtecten yola

cikarak kolon kanserinin tedavisine yonelik ¢alismalar hiz kazanmstir.

Kolon kanserinin tedavisi amagli yapilan c¢alismalar i¢in sik sik kolon kanseri hiicre
hatt1 olan HCT116 (DNA yanlis eslesme baz onarim mekanizmast (MMR) eksik)
kullanilmaktadir (5).



Kolon kanserine sebep oldugu bilinen bu mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in hiicre
ici molekiillerle olan iligkisinin bilinmesi faydali olacaktir. Bu ama¢ dogrultusunda
iliskili oldugu diisiiniilen molekiiller lizerinde ¢alismak kolon kanserinin tedavisi i¢in
onemli bir adim olacaktir. Bu molekiillerin hiicrenin, sag kalimina veya kanserlesmeye

olan etkileri giiniimiizde yeni bir alan olarak dikkat cekmektedir.

Genomun yaklasik %2’si kodlanan (proteine ¢evrilen) bolgeleri igerirken, kodlanmayan
(proteine cevrilmeyen) bolgenin genomda daha ¢ok bulunmasi, bu bolgelerin farkli
gorevler {iistlendigini diislindiirmektedir. Yapilan son c¢alismalara gore, kodlanan
bolgelerden ziyade kodlanmayan bolgelerin; gen ifadesinde diizenlenme, biiylime,
farklilasma gibi hayatsal faaliyetleri gergeklestirdigini gostermistir. Bir baska deyisle
asil kodlanan boélgenin dogru ¢alismasini giidiimlemektedir. ncRNA (noncoding-
kodlanmayan) olarak bilinen bu bdlgeler proteine doniismezler ve birden fazla alt
gruptan olusurlar. Kodlanmayan RNA’lardan, kiiciik kodlamayanlar (miRNA) ve uzun
kodlamayanlar (IncRNA) hiicrenin kanserlesmesinde ve ilerlemesinde rol aldiklari

yapilan calismalarla tespit edilmistir (6).

miRNA’lar yaklasik 19-24 nt (<200 nt) uzunlugunda kii¢iik kodlanmayan molekiillerdir
(7). Insan genomunun %]1-2’sini olusturan mi RNA’lar, genom igerisinde protein
kodlayan bolgede, intron i¢inde veya genler aras1 bolgede yer alir ve protein kodlayan
genlerin yaklasik %50’sinin islevini kontrol ettigi tahmin edilmektedir (8,9). mRNA’ya
Ozellesmis bolgelerinden baglanarak, mRNA’nin baskilanmasint ve proteine

doniigsmesini engeller (9).

LncRNA’lar hem kanser olusumunda hem de normal biyolojik siire¢lerde Onemli
molekiillerin islevlerini diizenlenmede gorev alan, 200 niikleotitten biiyiik kodlamayan
bir yazilim dizisidir (10). Lnc RNA’lar X-kromozomu  etkinsizlestirilmesi
(inaktivasyonu), genomik damgalama (imprinting), kromatin diizenlenmesi, gen
yazilimi (transkripsiyonu) ve u¢ uca ekleme gibi Onemli biyolojik siireglerin
gerceklesmesinde rol oynamaktadir (11).Bir baska deyisle IncRNA’lar kanserlesme
siirecinin denetlenmesinde birden fazla mekanizma ile hareket etmektedir. Bu
molekiiliin islevi ve hiicre i¢i molekiiler mekanizmasi hakkinda bilgi artmasina ragmen,
hiicrenin  kanserlesme siirecindeki  etkisi tam olarak bilinmemektedir(12).
LncRNA’larimin caligma mekanizmalari, iistlendikleri diizenleyici rolleri, hiicrenin

kanserlesmesi tizerine etkileri zamanla aydinlatilmas ile kanserde yeni tedavi yollarinin



kesfedilmesinin Oniinii agacaktir (13, 14).miRNA ve IncRNA’lar sitoplazmada veya
cekirdekte bulunan molekiillerdir ve etkilesime girerek mRNA’nin yazilim sonrasi
diizenlenmesinde gorev aldiklar1 tespit edilmistir (15). Son zamanlarda yapilan
caligmalar, miRNA ve IncRNA arasindaki etkilesimi aydinlatmaya yonelik olarak hiz
kazanmigtir. Bu etkilesim genellikle birbirlerinin ¢alismasini durdurma yada arttirma

yOniinde olmustur.

Gruplandirmak gerekirse;miRNA’larin tetiklemesiyle IncRNA’larin yok edilmesi,
mRNA ile etkilesime girmek i¢in miRNA ve IncRNA’nin yarismasi, IncRNA’lar
miRNA’lar gibi davranarak mRNA’nin baskilanmasinda gorev almasidir(16).Genel
anlamda miRNA ve IncRNA’larin etkilesimi gen ifadesinin diizenlenmesinde (yazilim

sirasinda, yazilim sonrasinda ve ¢evirim sonrasinda) birlikte gorev alirlar (16).

LncRNA’lar ile miRNA’larin etkilesimini ve kanser ile olan iligkilerini aydinlatmak
icin yapacagimiz ¢aligmadaki amacimiz; Kolon kanserinin (DNA yanlis eslesme baz
onarim mekanizmasi (MMR) eksik olan) olusmasinda etkili oldugu tespit edilmis genler
ile IncRNA ve miRNA’nin etkilesimlerini incelemek ve bu molekiillerin kanserlesme
tizerine etkilerini aydinlatmaktir. Bu etkilesimden yola ¢ikarak tedaviye yonelik yeni
yaklagimlar ¢ikarmak ve hastaligin baskilanmasini saglayacak yolaklarin islevsel hale
getirilmesi i¢in ¢aligmalarin baslamasina fikir vermesidir. DNA yanlis eslesme baz
onarim mekanizmasi (MMR) eksikligi sonucu olusan kolon kanserinde PINK1 geninin
asirt ifade oldugu ve bu genin susturulmasiyla hiicrelerde programli 6liim yolaginin

tetiklendigi yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmistir(17,18).

Bu dogrultada PINK1 geninin ifadesini azaltmak ve hiicrelerde programli 6liim yolagini
tetiklemek i¢in, PINK1 geninin tersi (antisens) olan PINK1-AS (IncRNA) geninin
ifadesinin hiicre icerisinde asir1 ifade olmasi saglanmalidir. 9537 niikleotit uzunlugunda
olan PINK1-AS geni, yazilim sonrast mRNA isleme sirasinda rol alan bir IncRNA’dir.
PINK1-AS geninin asir1 ifade olmasi i¢in iligkilendirilmis Anti-miRNA’lar (inhibitor)
kullanilacaktir. Hiicre i¢i molekiillerinin ifade seviyelerinin diizenlenmesi ile kanserin
gelismesi  durdurulabilir ve yeni tedavi yollart kesfedilerek literatiire katki

saglayabiliriz.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kolon Anatomisi

Kolon, sindirim kanalinin 1/5’ini olusturan, ileumun bitiminden itibaren aniise kadar
uzanan ve ortalama 120- 150 cm uzunlugundagekumdan rektuma kadar olan kisimdir
(Sekil 2.1.). Periton iginde ve retroperitoneal alanda karaciger, dalak, mide, ince

bagirsak, bobrekler, iireterler ve mesane gibi organlarla komsuluk gosterir (19).

- Transvers
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Sekil2.1. Kolon anatomisi(20)

Kolon; ¢ikan kolon, transverse (enine) kolon, inen kolon, sigmoid kolon olarak 4 kisima
ayrilmaktadir. Cekum; yaklasik uzunlugu 12-15 cm olan rektum sigmoid kolon ile
baslar anal kanal ile sonlanir. Rektum; kolonun son boliimiidiir ve aniise agilir
veyaklasik 12 cm uzunlugundadir. Son birkac¢ santimetresi deriye benzer bir doku ile
kaplidir. Cekumdan tasiyict kolonun ortasina kadar olan, kolon kismina sag kolon,

kalan kisma ise sol kolon denir (19).

2.1.1. Cikan Kolon

Cekumun {iist kismindan baslayan ¢ikan kolon, karmm boslugunun yan boéliimiinde

yukariya ve arkaya dogru yiikselerek karacigerin alt yilizeyine gelir. 12-15 cm boyunda
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ve 5-6 cm ¢apindadir. Karin yan duvar ile komsudur. Komsuluk yaptigi olusumlara

gevsek bag dokusu ile baglidir (19).

2.1.2. Transverse (enine) Kolon

Karacigerin sag lobunun altinda flexura coli dextra’dan baslayip sola dogru uzanarak
dalagin alt ylizeyine gelen tasiyici kolon, flexura coli sinistra’y1 olusturur.Asagiya
kivrilarak inen kolon olarak devam eder.Tasiyic1 kolon 40-60 cm uzunlugunda 4 cm

capindadir (19).

2.1.3. inen Kolon

Inen kolon, 20-25 cm boyunda ve 3 ¢m capindadir. Dis yan yiizii karm arka duvari ile

komsudur ve 6n yiizli ince bagirsak kivrimlari ile ortiiliidiir (19).

2.1.4. Sigmoid kolon

Sigmoid kolon, sakrumun 6n yiiziinde S3 seviyesinde rektum ile devam eder. S harfi
seklinde kivrim gosteren sigmoid kolonun uzunlugu 30-40 cm, ¢ap1 5-6 cm’dir. Alt ve

iist kenarlar sabit olan sigmoid kolonun orta kismi oldukga hareketlidir (19).

2.1.5. Rektum

Yaklastk 12 cm uzunlugunda olan rektum {igiincii sakral omur hizasinda baslar.
Rektumun sadece 2/3’1 peritonla Ortiiliidiir ve i¢ ylizeyini doseyen mukoza diger kalin
bagirsak boliimlerine oranla daha kalin, damardan zengin ve altindaki tabakaya daha

gevsek olarak tutunmustur (19).

2.2. Kolon Fizyolojisi

Kolon, son zamanlara kadar sadece dinamik bir rezervuar olarak diisiiniilmektedir. Sag
kolon absorbsiyonda goérev alirken sol kolonun gaitay1r depolamasi ve rektuma dogru
transferi  seklinde basitce tanimlamanin disinda kolonun birgok  fizyolojik

fonksiyonunun oldugu bilinmektedir(21).

Kolonun depolama, emilim, tagima ve salgilama gibi gorevleri vardir. Hergilin yaklasik
600-1000 ml ileum igerigi kolona gecer ve bunun % 90’1 sudur. Ancak diski ile atilan su

miktar1 180 ml diizeyindedir. Su emiliminin neredeyse tamami ¢ekum ve ¢ikan kolonda
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meydana gelir(22). Ayrica kolondan sodyum, kloriir, sakkaroz ve laktoz da
emilir.Klorlir emilimi karsiliginda az miktarda bikarbonat limene verilerek ortamin

alkali olmasi1 saglanir (pH 8-8,4) ve potasyum, salgilanan mukus ile liimene geger (22).

2.3. Kolon Histolojisi
Gastrointestinal kanal bazi genel yapisal 6zellikler gosterir. Ortasinda degisen capta
liimen vardir. Bu liimen 4 tabakadan olusan bir duvarla ¢evrilidir ve igten disa sirayla;

mukoza, mukoza alt1 (submukaza), kas tabakasi ve serozadir(23) (Sekil 2.2.).

Diger organlara yayiima
(Metastaz)

Sekil 2.0. Kolon Histolojisi ve Kanser Evreleri(24).

Mukoza: Kalin bagirsagin i¢ini kaplayan bir oOrtii tabakasidir. Mukoza besin

maddelerinin sindirimini ve kana emilmesini saglar(23).

Mukoza alti: Mukoza ve kas tabakasi arasinda destek dokusu bulunur, mukoza
tabakasinin  besleyici damarlar1 ve lenfatiklerinin oldugu tabaka altmukoza

tabakasidir(23).



Kas tabakasi: Besin maddelerinin ileri dogru hareket islevi orta kistmda bulunan kas

tabakasi ile saglanir (23).

Seroza: Bagirsak duvarmin en dis kisminda bulunur. Yiizeyi diizgiin bir tabakadir,
bagirsaklarin karin boslugu i¢inde birbirine yapismasini engeller ve bagirsaklar diizenli

sekilde calisir (23).

2.4. Kolorektal Kanser

2.4.1. Epidemiyolojisi

Kanser, diinya c¢apinda biiyiik bir saglik sorunudur. Diinyada gerceklesen her dort
6liimden birisi kanserden kaynaklanmaktadir (25).Kolorektal kanserler (KRK), Amerika
Birlesik Devletleri, Avrupa ve diger Bati’lh iilkelerde, kanserle iliskili morbidite ve
mortalitenin en Onemli sebeplerinden biridir. ABD’de, hem erkeklerde (prostat ve
akciger kanserinden sonra) hem de kadinlarda (meme ve akciger kanserinden sonra)

yeni gelisen ve dliime yol acan kanserler arasinda 3. sirada yer almaktadir(26).

Son yillarda kalin bagirsak kanseri epidemiyolojisi ilgi ¢eken bir aragtirma alani
olmustur. Toplumlar arasi kolorektal kanser olusum hizi (insidans) farkliliklarinin
sebebi; yiiksek karbonhidratli besinler ve diigiik lifli diyete baglanmaktadir Benzer
sekilde, taze meyve ve sebzelerin belli miktarda tiiketilmesi diisiik kanser olusum hizi

ile iligkili olabilir (27,28).

2.4.2. Etiyoloji

KRK’lerin gelisimde hem genetik hemde c¢evresel olarak bircok risk fakrorii
tenimlanmistir (Tablo 1.1.). Ayrica bazi kanser Onciili doku lezyonlarinda tiimor
gelisimine sebep olabilir (27). Caligma raporlaria gore, kanser olusum hizi ve kanser
kaynakl1 6liim oranlar1 geligsmis iilkelerde daha yiiksektir. Bunun sebebi de, kirmizi etin
fazla tiiketilmesi, yiiksek yagl diyet, fiziksel etkinligin az olmasi ve yasam siiresinin
daha uzun olmasi ile iliskili olabilir (29).

Baz1 caligmalarda ise, alkol tiiketiminin kanser olusum riskini arttirabilecegi one
stiriilmiistiir. Alkol bagimlilarinda folat ve metionin eksikligi KRK olusumunun sebebi
olabilir.KRK gelisimde etkili oldugu diisiiniilen fisk faktorlerinin dogru tanimlanmasi,

hastaligin erken tanisinda ve seyrinde 6nem tasimaktadir (27).



Tablo 2.1. KRK gelisiminde rol oynayan risk faktorleri(30)

Rizk Faktaru Aciklamalar
Yas =
Diyet -Yagdan zengin, posadan fakir
Kisizel dyki - KR adenom (senkron va da metakron)
- KRK
Aile Gykisi - Polipozis sendromian
(FAP. Gardnar, Turcot, Muir-Torre. Peutz- Jaghen. familyal venil palipozs)
- HNPCC
- KRK li birinci dereceden akrabalar

Inflamatuar barsak hastaliklan - Mseratif kolit (UK)
- Crohn hastaligs

2.4.3. Kanser biyolojisi

Kanser, hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir.Hiicrenin
kontrol ¢ogalmasi ¢esitli faktorlerle meydana gelmektedir. Kanserin baslangic noktasi
gore gruplandirmak gerekirse; kemik, kasveyabag doku gibi mezenkimal dokulardan
kaynaklanan sarkomalar; bagirsak mukozasi, bronslar veya meme dokusu gibi epitel
dokudan kaynaklanan karsinomlar; kemik iligi, lenfatik sistemveya periferik kan
boyunca yayilan 16semi ve lenfoma gibi hematopoetik ve lenf dokusuna ait kotii huylu
tiimorlerdir(31).

Goriilen kanserlerin yaklasik % 90’1 karsinomdur. Viicut i¢inde hiicrelerin ¢ogalmasinin
epitelde gergeklesmesi ya da epitel dokularin kanser gelisimini destekleyen cesitli
fiziksel ve kimyasal hasarlara siklikla maruz kalmasindan kaynaklandigini

gostermektedir (32).

2.4.4. Kanserin genetik yapisi

Kanserlesme, hiicre biliylimesi ve ¢ogalmasindan sorumlu genlerde meydana gelen
mutasyonlar sonucu olugsmaktadir. Kanserlesen hiicrede, hasar denetim mekanizmalari
dogru calismaz ve siirekli boliinme tetiklenir. Kanserin asamalari; genel anlamda
baslama, tanima ve ilerleme olarak siniflandirilmaktadir. Kanserin olusumu basit bir
mutasyon ile olusmakla birlikte radyasyon, g¢esitli kimyasallar gibi etmenler hiicrenin

kanserlesmesine sebep olmaktadir. (Sekil 2.3.) (33).
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Karsinogenik
baslatict o
Baslama : Tamir edilemeyen

DNA hasart

Edinilmis mutasyon

Ttimor tanima A @
@&
/ e
S L

.

Tanima

‘:\@ / @
@

Kolonal geligmesi Benign tiimér

olugﬁmu

flerleme
Kotli huylu tiimore
dontisiim

Sekil 2.3. Kanser olusumu (33).

Bircok kanser, bir somatik hiicrenin mutasyona ugramasi ile baslar, kontolsiiz ve hizl
boliinmesiyle tiimor diye adlandirdigimiz neoplazi yapisinin olusmasina sebep olur.
Hiicreyi kanserlesme yolunda etkileyen genler Onkogenler ve Tiimér baskilayict
genlerolarak siniflandirilmaktadir (34).

Mutasyon sonucu olusan onkogen, hiicreyi kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi i¢in uyarir,
timor baskilayict genler ise olusan mutasyonlarin kalici olmamasi i¢in hiicre
boliinmesini engeller. DNA eslesmesi ve tamiri sirasinda meydana gelen bozukluklar

genomik kararsizliga ve kanser olusumuna sebep olur(35).

2.5. Kolon Kanseri Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri
Ticari olarak temin edilebilen bazi kolon kanseri hiicre hatlar1 tablo 2.2.°de

gosterilmektedir (36).
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Tablo 2.2. Kolon kanseri hiicre hatt1 6rnekleri

Ticari ismi Organizma Morfoloji Hastahk

HCT116 (ATCC CCL- Insan Epitel Kolorektal

247) adenokarsinoma

(DNA yanlis eslesme Dbaz

onarim eksikligi)

LoVo (ATCC CCL-229) Insan Epitel Kolorektal
adenokarsinoma

T84 (ATCC CCL-248) Insan Epitel Kolorektal
adenokarsinoma

HT29 (ATCC HTB-38) Insan Epitel Kolorektal
adenokarsinoma

SW48 (ATCC CCL-231) Insan Epitel Kolorektal
adenokarsinoma

2.6. Kolorektal kanserde mikrosatellit kararsizhig1 (Microsatellite Instability; MSI)

Mikrasatellit kararsizligt (MSI), genomun kararli kalmasmi saglayan DNA tamir

genlerinde olusan mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Kolorektal kanserlerin %

15’1 mikrosatellit kararsizlik tiimorlerinden meydana geldigi bulunmustur (37).

hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMSI, hPMS2 genlerinde mutasyon

'

Asin mutasyonel durum

DNMT1 —— Anormal CpG adasi metilasyonu

Gen ifadesinin azalmasi

Bax
MGMT

hMLHI Karsinom
Adenom pl43RE

TGFpRII
IGFIR

Sekil 2.4. Mikrosatellit kararsizlig1 yolagi(37).
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Mikrasatellit kararsizligi, yanlis eslesme (mismatches repair) tamir mekanizmasinda
olusan hasarlardan olusmaktadir. hMLHI, hMSH2, hMSH6, hPMSI, hPMS2
genlerindeki mutasyon sonucu, kanserle iligkili genlerde ¢erceve kaymasi (frameshift
mutation) mutasyonunun olusmasma; Bax, MGMT, hMLHI, pl4°R¥, TGFBRII,

IGF2R gibi genleride ayn1 sekilde susturulmasi kanser olusumuna sebep olur(38).

Mikrosatellit genlerinden bazilarinin 6zendirirci bolgelerinde sitozin/guanin dintikleotid
dizisi veya CpG adalar1 olarak bilinen uzun diziler mevcuttur. Burada normal olmayan
metilasyondan baslica sorumlu olan enzim DNMTI (DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 1)’dir. Bu yol ile DNA onarim enzimi MGMT(O-6-methylguanine-
DNA methyltransferase), AMLHI (human mut-L. homologue) ve pI4A%F(p53
diizenleyici) gibi 6nemli genler susturulur. Bu genlerin susturulmasi karsinom olusmasi

icin uyarilir (Sekil 2.4.)(38).

2.7.Hiicre Oliimii
2.7.1.Apoptozis

Her hiicre dogal yasam dongiisii icinde varligmi siirdiiriir. Dogar, c¢ogalir
(proliferasyon), farklilagir (diferansiasyon) ve Oliir (apoptozis). Hiicrenin sag kalimi,
doku yeniden yapimi (homeostazisi) ve yikimi gibi siireclerle bir diizen i¢inde
saglanmaktadir. Bu diizenin olugmasi apoptozis ve proliferasyon dengesine baglidir
(39).Apoptozis programli hiicre 6liim sekli olarak tanimlanmakta ve bir¢ok o6zelligi
yoniinden nekrozisden ayrilmaktadir.

Apoptozis terimi ilk olarak 1972 de iskogyali aragtirmacilar J.F.K.Kerr,Wyllie ve Currie
tarafindan (40)nekrozdan (41)farkli olarakgergceklesen bir 6liim mekanizmasi olarak
tanimlanmis ve fizyolojik hiicre 6liimiinii ifade etmek i¢in kullanilmistir (42,43).

Teorik olarak apoptozis, hormonal olarak aktif cesitli maddeler, radyasyon ve
kemoterapiyi iceren travmatik ajanlarin etkisiyle gerg¢eklesen hiicresel lezyonlarin veya
genetik faktorlerin etkisiye aktif olan ve hiicrenin kendisi tarafinda programli bir
mekanizmanin vasitasiyla hiicre 6liimiinii kontrol eden bir mekanizma olup, hiicre
intihar1 olarak tanimlanmaktadir (41,42).

Hiicrede apoptozis mekanizmasinin diizenlemesi icin bir¢ok molekiill devreye
girmektedir. Ornek olarak; kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiilleri, p53,

kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriler verilebilir (Resim 2.1.) (44).
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Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleven genler

#  Bel-2 grubundan; +  Bel-2 grubundan

BHRL-I, bel-xl, bel-w, bl-1, brag-1. Bad, Bax, Bak, Bel-xS. bid, bik

mel-1. Al Hrkl
*  c-abl geni ¢ cmyc
» 135 onkogeni « 53 p2l
*  cozinebilir fas »  fas (CDOS/APOL)
»  p3) FADD/MORT, RIP, FAST
o A0 * interlokin dbniigtiiriicii enzim benzeri proteinler (ICE)

» LOH(MTS1/CDE4L)

Resim2.1. Apoptozis ve Genler (44).

Hiicre i¢inde apoptotik siire¢ boyunca siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen diizenlenmesinde ve
hiicre iskeleti organizasyonunda rol almaktadir (Sekil 2.5.).Bu molekiiller hiicre i¢i ve

hiicre dis1 tetikleyiciler tarafindan uyarilarak aktif hale getirilir (45,46)(Sekil 2.6.).

1 hiiyiime faktorleri 1 .ras Reseptor ligand etkilesimi
reseptoirler, hormanlar o INF I
/ o 1
} 1
iy : s Sitotoksik T
diizenleyici: 2 dncii- Apoptotik Adaptor proteini Limfotikler
Bel-2 ailesi molekiiller ve )
memranlar \ sitokrome¢ Oncii kaspazlar
‘H o Granizom
B mitokonri Kaspazlar B
* Radaton 5
* Toxing P
oRise DNA
rdcals hasan

ndoniikleaz Hiicre iskeletinin

HII,.I‘SJJ‘ aktivasyonu hozunmasi
-~
DNA W,

®

g
o 0b

s
ligandlar fogositik
hiicre reseptdrleri

Apoptotik kisim

stoplazmik kisim

Sekil 2.5.Programl1 hiicre 6liimiinde gorev alan molekiiller
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O TRAIL/CD95

olum reseptorler

DNA hasari

FADD

CFLIP—I
|| G e

prokaspaz-3

@
»~  sitokrom c @
@

apoptozom ,\
v ——

e

Mp—

apoptotik
substratlar

v

apoptozis
Sekil 2.6. icsel ve Digsal yoldan apoptozisin olusumu (45).

Apoptoza gitmek i¢in uyarilan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir ve komsu
hiicrelerle olan baglantisim1 keser. Hiicre boyut olarak kiiciiliir ve biiziisiir, DNA’s1
niikleozomlarindan  kesilir, organeller sitoplazmada yogunlasir ve kromatin
yogunlagsmasi ile piknotik (kromatin yogunlagmasi ile olusan ve apoptozisin
karakteristik 6zelligi) bir goriiniim alir (47). Hiicre zarimin yapisinda bulunan
fosfotidilserin hiicre zarmin i¢ yliziinden dis yiizline yer degistirir (transloke olur).
Cekirdek kiiciiliir ve parcalara ayrilir. Zarla sarili hiicre pargalari tomurcuklar halinde
parcalanir ve her biri apoptotik cisimcikler olarak ayrilir. Bu apoptotik cisimcikler

makrofajlar tarafindan taninip pargalanir (fagosite edilirir.)
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2.7.2. Nekrozis

Nekrosis, hiicre yada doku olimii olarak aagiklanmaktadir (Sekil 2.7. Tablo 4.).
Hiicrenin iyon dengesi disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar (yanma, 1s1 toksik
madde v.b) sonucu bozulur. DNA tamirinden sorumlu nuklear enzim olan PARP (Poli
ADP-riboz polimeraz) NAD+ ile reaksiyona girerek NAD kaybina sebep olur. ATP
eksikligine bagli olarak, iyon dengesi bozulur ve hiicre su alarak organeller sismeye
baslar, hiicre zarinin biitiinliigli bozlurak ozmotik basing artar ve hiicre patlar (48,49).

Hiicrenin patlamasinin sonucunda, hiicre icerigi hiicreler arasi bosluga salinir ve yangi
dedigimiz (enflamasyon, iltthaplanma) immiin yanitin olusmasina sebep olur.Bu olayin
karakteristik 6zelligi makrofaj ve nétrofillerin nekrotik dokuya goc etmesidir. Go¢ eden

bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun 6nemli

bir isaretidir(48,49).

Cekirdek :_
»

Y Normal hiicre
|i

-
7

o
[ e o
Organeller -.«_L;!‘: oe

-
—
g’

Tomurcuk __ Tomurcuk
7 p- < " Y A -
(= 0z o Ciicii K
as _ss .
Kiiglik tomurcuk J !' . ’." “‘l @ y" u;u| tomurcu
olusumu \ "~ ) Sl e
\_~ hd
Cekirdek dagilmaya
baglamig, DNA’nin
T?m.umfklar | | biitiinliigii bozulmus,
birbirlerine G\ .I’,“lx N Kiigiik pargalara
yapn;arak genislemis, /.= o\, Coove so+s)  bolinmis.
Genisleyen (bhe* ) ) '.r.'. { Organeller heniiz
tomurcuklarin s [v,~I) Tomurcuklarin
icerisine yerlesmis bir - icerisinde

organel yok.

Hiicre pargalanmug,
Hiicre zan yirtilmig, Tie i her bir tomurcuk

hiicre igerigi digari AS\ birer kiirecigi andiran

yayilms, organeller ‘/, ..!' ™ apoptotik cisimcik olarak

Islevlerini yitirmis. N’ ayrilmig, organeller halen
Islevsel.

Nekroz Apoptoz

Sekil 2.7.Bir Hiicrede Nekrozis ve Apoptozis olusumunun kiyaslanmasi

16



Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlan

Siddetli oksidatif stress

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan nedenler Iskemi Biiytime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi “Senescence”
Hipoksi HIV

Kanser ilaglar

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Morfolojik dzellikler

Hiicre membran1 biititnligiiniin
kayb1

Kromatin “flocculation™u
Hiicre sismesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hiicre membran1 fakat membranda
“bleb”lermn olusumu

Kromatinin niikleer membran civarmda
toplanmasi ve yogunlasmasi

Hiicre kiictilmesi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intact mitakondri, ribozom,
nucleus parcalar ve dier organelleri
iceren membranla kapli apoptotic

cisimciklere parcalanmasi

Bivokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siirec)

+4 °C’de gerceklesebilir

DNA rastgele parcalanir (agaroz
jel elektroforezinde “smear”
goriimtiisit)

Postlitik DNA
fragmentasyonu(=¢liimiin ge¢

sathasinda)

Iyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarmn ve
enzimatik basamaklarm olmasi

ATP gereklidir (aktif siirec)

+4 °C’de gerceklesmez)

DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
ciftinin katlar olacak sekilde kirilir mono
ve oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
patterni=apoptozisin en 6nemli belirteci)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken

evrede gerceklesir)

Diger dzellikler

Hiicreler gruplar halinde &liir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gerceklesir
Lizozomal enzimler salinir

Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkaci birarada 6liir
Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Inflamasyon gériilmez

Resim 2.2. Nekrozis ve apoptozisin kiyaslanmasi(50).
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2.8. Kanserde Kodlamayan RNA’lar

Genetik yatkinligin yanisira g¢evresel faktorlerinde etkisi ile doku veya organlarda
genomik istikrarsizlik ve mutasyonun tespit edilmesi kanserin varligina isaret olarak
kendini gosterir. Kanserli hiicrelerinin en biiyiik ozelliklerinden biri cevresindeki
hiicrelerinde kanserlesmesi ve yayilmasi yoniinden giidiimlemesidir. Bu hiicrelerin
onceden tespit edilmesi i¢in, kanserlesen hiicrelerde meydana gelen degisimleri tespit
etmek onem kazanmistir (12).

[lk zamanlar bu konu iizerinde yapilan calismalar protein kodlayan béolgeler iizerinde
yogunlasmistir. Bu proteinleri kodlayan genler iizerinde yapilan ¢alismalar ile
genlerdeki mutasyonlar tespit edilmis ve hastaliklarla olan iligkileri aydinlatilmaya
calistlmistir. Insan genom projesinin baslamasi ve tiim genomun dizilenmesinin
ardindan aslinda proteine kodlayan kismin sadece %2 oldugunun goriilmesi,
hastaliklarin olugmasi ve ilerlemesinde diger molekiillerin yani %98 ‘lik kismin daha
bliyiik etkisi oldugu tespit edilmis ve arastirmalar bu bolgelere daha ¢ok
yogunlastirtlmistir (51,52). %98 ‘lik bu bilinmeyen ve “karanlik madde” olarak
tanimlanan kodlamayan RNA’lar (ncRNA) genomdan ayr diisiiniilemeyen ve gizemli
bir unsur olarak ortaya cikmistir. Bu protein kodlamayan bélgelerinin, kodlayan
bolgelerden hem yapisal hemde islevsel olarak farklarinin anlagilmasi ¢ok zaman almig
ve hala kesfedilmeyi beklemektedir. Yapilan caligmalar ile ncRNA’larin islev ve
ozellikleri hakkindaki bilgiler her gegen giin artmaktadir ve ¢esitli hastaliklarla iliskileri
tanimlanmaktadir. Kodlamayan RNA’larin islevleri olarak yazilim, yazilim sonras1 gen
ifadesinin susturulmasi ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesi gibi aslinda genetik ve
epigenetik diizenlemeler olarak iki baghkta toplamak miimkiindiir(53).ncRNA’lar1
niikleotid sayilar1 baz alinarak gruplandirmak gerekirse; kisa kodlamayan ve uzun
kodlamayan RNA’lar olarak gruplandirilmaktadir (51,54). Kisa diizenleyici RNA’larin
uzunluklar1 15- 40 baz cifti arasinda degismektedir. Ornek olarak, siRNA (small
interfering RNA), mikro RNA (miRNA) ve PIWI (P-element induced wimpy testis)
proteini ile etkilesimi olan RNA (piRNA) verilebilir (Resim 2.3.)(16).Uzun kodlamayan
RNA’lar (IncRNA) ise 200 niiktleotitten biiyiilk ve hiicre dongiisli, ¢ogalmasi ve
apoptozis gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol alan dizilerdir. Su ana kadar ¢aligiimig
IncRNA’larin  ¢ogu, birgok biyolojik siireglerde gorev aldigi ve gen ifadesini
diizenledigi raporlanmistir(Resim 2.3.) (14).
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Resim 2.3. Kodlamayan RNA‘lar(52)

Isim Uzualuk  Insandaki Sayist  Fonksiyonu Ornekler Referans
Kisa ncRNA’lar
miRNA 1924bg  >1424 mRNA'laon diventenmesi ik 1>/16, miR-124a, miR-34blc, %)
miR-200
Germ hiicrelerinde transpozon ~ RASGRF1
piRNA 26-31bg 23,439 baskilanmasi, DNA LINE1 ve IAP elementlerini hedefleyen 24
metilasyonu piRNA'lar
tiIRNA 17-18 bg >5,000 Transkripsiyonun diizenlenmesi  Hedefi C4PI geni olan 25
Orta ncRNA'lar
snoRNA 60-300b¢ =300 fRNA'nmn modifikasyonlar: U50, SNORD 26
Uzun ncRNA'lar
IncRNA 2006 >1000 DNA-lromatin kompleksinde 1,7 0 HoTTIP. lincRNA-p21 27
scaffold iglevi
s ; X kromozomunun AIST, TSIX, TERRAs, pI5AS, HI9, =
" ) .2 7
Diger IncRNA'lar 200 be 3000 Skirsmyom: HIMAT 2]

2.8.1.Kiiciik Kodlamayan RNA’lar (miRNAs)
2.8.1.1. Kii¢iik Kodlamayan RNA’larin Ozellikleri

mRNA’nin 3’UTR bolgesine baglanarak gen ifadesinin negatif diizenlenmesinden
sorumlu 21-23 bg olusana kiigiik kodlamayan RNA’lardir(55). miRNA’lar ilk defa 1993
yilinda Lee ve arkadaglari tarafindan tanimlanan, 19-25 niikleotid uzunlugunda, hiicre
icinde sentezlenen ve protein kodlamayan RNA’lar olarak tanimlanmistir(56).
Hedefledikleri mRNA’larla iliskilerine gore hiicrede etki gosterirler. Hedef mRNA
yiizlerce olmakla birlikte, bir mRNA’ninda yiizlerce hedef miRNA’s1 olabilir(57).
miRNA’nin hedef mRNA iizerindeki etkisi aralarindaki baz eslesmesine baghdir.
miRNA’nin mRNA ile baz eslesmesi, mRNA’nin ¢evirime ugramayan bolgesi olan
3’UTR bolgesinde gergeklesir. Genelde hedef mRNA’nin AU’ce zengin bdlgelerinde ve

katlanmalarin olmadigi kisimlardan baglanir (58).

Bu eslesme %100 olarak gerceklesmiyorsa, mRNA’nin yazilimi1 baskilanir. Tam
eslesmenin gergeklestigi durumlarda ise mRNA yikima ugrar.miRNA’lar hedef
mRNA’nin yazilim sonrasit kontrol yolaklarinda islev gostererek, gen ifadesinin
diizenlenmesinden sorumludur(59). Son yapilan ¢alismalara gére miRNA’lar gen

ifadesini azaltmanin yanisira arttirdiginida desteklemektedir (58).miRNA’lar son
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yillarda fonksiyonlari, yapist ve mRNA’lar {izerindeki etkisi yoniiniiden biyomedikal
arastirmalar i¢in oldukg¢a popiiler olmustur. miRNA’lar;hastaligin baglamasi, ilerlemesi
gibi asamalarda ifade seviyelerindeki farkliliktan dolay1r ¢esitli hastaliklarla
iligkilendirilmis ve tedavi edici yaklagimlarin oniinii agmistir (7). Kardiyovaskiiler,
kanser ve yaglilikla baglantili hastaliklar (felg) Ornek olarak verilebilir.Hastalikla
iligkilendirilmis miRNA’lar, hastaligin tanisinda ve seyri ile ilgili biyobelirte¢ olarak
kullanilabilir (7,60,61).

2.8.1.2. miRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi, ¢cekirdekte RNA polimeraz II (RNA Pol II) veya RNA polimeraz
III (RNA Pol III) araciliginda yazilim ile baslamakta ve sa¢ tokasi yapisinda olgun
miRNA dizisini iceren uzun miRNA (pri-miRNA) olugmaktadir(62). Sa¢ tokas1 yapisi,
RNaz III endoniikleaz enzimi (Drosha) ve cift iplik¢ikli RNA baglayici protein
DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS8)’den (Pasha kompleksi) tarafindan
islenerek 60-70 niikleotid uzunlugunda o6nciil miRNA'ya (Pre-miRNA) doniistiiriiliir
(63). Pre-miRNA'lar ¢ekirdek zar proteini (exportin-5) araciligiyla sitoplazmaya tasinir
ve RNaz III enzimi (Dicer) ile 21-24 niikleotid uzunlugunda iki kisa RNA molekiilii
meydana gelir(63). Dicer enzimi RNA indiiklenmis susturma kompleksinin (RISC)

olusumunu baslatir ve olusan iki kisa RNA molekiiliinden sadece biri RISC’e katilir

(Sekil 2.8.)(63).

Exportin$ -
¥ 4\
\
| mumA dupnu
Sitoplazma
RISC yiiklenme
" = RISC RISC
— Tam olmayan eslesme

Tam e;le;me
‘J
mRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmast

Sekil 2.8.miRNA’larin Olusumu(biyogenezi)(64).
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Yapilan caligmalar ile tanimlanan miRNA sayis1 artmaktadir(65). Hastaligin
baslamasinda, ilerlemesinde, hiicre farklilagmasi, cogalmasi ve kanser gibi patolojilerde
farkli profilleresahip olmuslardir(66). miRNA’larin hiicre i¢i diizenleme mekanizmalari
oldukca karmasiktir(65,30). Bazilarinin ifade seviyesi artarken bazilarinin azalmasi bu
molekiillerin hiicrede farkli yolaklar1 aktif hale getirdigini gostermektedir(7,65,30).
Hiicrelerin ¢ogalmasi veya biiyiimesini tetikledigi olumlu etkinin yanisira apoptozisi
tetiklemesiyle olumsuz etki yaptig1 ¢alismalar ile tespit edilmistir(7,30). miRNA’larin
gen ifadesi diizenleme mekanizmalari; epigenetik(ilgili genin ©Ozendirici bolgesinde
metilasyon yaparak), yazilim faktorleri ile gen ifade seviyesinde ve yazilim sonrasi
diizenlemeler olarak tanimlanmistir (67).Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile
miRNA’larin gen ifadesi diizenleme mekanizmalarinin yanisira diger kodlamayan RNA
olan IncRNA’larla olan iliskileri aydinlatilmaya calisilmistir (Sekil 2.9.)(15). Bu

etkilesim ¢esitli veri tabanlar1 kullanilarak tespit edilmektedir.

Pri-let-7 Let-7

(o]

Normal Apoptosis

» S
JL/ — ;i S

pri-miR484 miR-361

pri-miR-484

miR-361

m miR-361

MDRL — ;
miR-361  MDARL miR-361 FA-36 1
—I e W ir361
MORL TrmT T

Sekil 2.9.Diger RNA’larin miRNA olusumuna (biyogenesis)etkisi (15).

(A) let-7 miRNA’sinin olusumu. (B) korunmis bdlgeden gelen Uc.283+A IncRNA’sinin
cekirdekte pri- miRNA-195 olusum siirecini diizenlemesi. (C) MDRL (mitochondrial
dynamic-related IncRNA) IncRNA’sinin, miR-484’in pri-miRNA’dan pre-miRNA’a
gecisi siirecini baskilayan miR-361’nin ifadesini azaltmasindan dolayr apoptozis ve
mitokondrial par¢alanmanin baskilanmasini saglamaktadir (68).
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2.8.1.2.1. Anti-miR-122-5p

miR-122-5p omurgali hayvanlarda asir1 ifade olan bir miRNA’dir. Cesitli hastaliklara
sebep oldugu bilinmekle birlikte o6zellikle kalp hastaliklar, karaciger ve meme
kanserinin olusumu ile iligskilendirilmistir (60).

miR-122-5p’ninniikleotid dizisi http://www.mirbase.org/ veri bankas1 kullanilarak tespit

edilmistir. (UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG) (Sekil 2.10.)

miR-122-5p

Sekil 2.10.miR-122-5p dizileme goriintiisii

2.8.1.2.2. Anti-miR-490-3p

Bu miRNA’nin hiicre igerisinde ifade seviyesi yiliksek oldugu zaman hiicre
dongiisiiniive apoptozisidurdugu ayn1 zamanda hiicre go¢iinii ve istilasinida yavasladigi
yapilan caligmalar ile gosterilmistir.Bu miRNA’nin ifadesinin azalmasi ise mide,kolon
ve akciger kanserinde biiylime ve yayilmanin baskilanmasina sebep oldugu tespit
edilmistir.Mesane kanserinde de tiimor baskilayict miRNA olarak gorev yaptigi yapilan
caligmalar ile tespit edilmistir. Aksine karaciger kanserinde miR-490-3p ‘nin asir1 ifadesi
ise hiicre boliinmesini, go¢linii ve istilasini tetiklemektedir(69).

miR-490-3p’ninniikleotid dizisi http://www.mirbase.org/ veri bankas1 kullanilarak tespit

edilmistir. (CAACCUGGAGGACUCCAUGCUGQG) (Sekil 2.11.)

UGGAGGCCUUGCUGGUUUGGAARGUUCAUUGUUCGACACCAUGGAUCUCCAGE

miR-490-5p miR-490-3p

Sekil 2.11. miR-490 dizileme goriintiisii
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2.8.1.2.3. Anti-miR-34a-5p

Mir-34a-5p kolon kanserinde ekspresyon seviyesi diisiik oldugu yapilan ¢alismalar ile
tespit edilmistir. Bu veriden faydalanarak calismalarin devaminda kolon kanser
hiicrelerinde mir-34a-5p’nin ifadesi arttirllmis ve sonucunda hiicre biiyiimesi, istilasi,
yayilmasi ve go¢liniin baskilandig1 gozlemlenmistir (70).

miR-34a-5p’nin niikleotid dizisi http://www.mirbase.org/ veri bankasi kullanilarak

tespit edilmistir. (UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGDU) (Sekil 2.12.)

miR-34a-5p miR-34a-3p

Sekil 2.12. miR-34a dizileme goriintiisii

2.8.1.2.4. Anti-miR-449¢-5p

miR-449c¢-5p cesitli hastaliklarla iliskilendirilmis olup hiicrelerin kanserlesmesinde rolii
oldugu yapilan ¢aligmalar ile bulunmustur.Akciger kanserinde tiimdr baskilayici olarak
gorev yapar, mide kanserinde ise diisiik seviyede ifade oldugu tespit edilmistir. Bu
miRNA’nin ifadesindeki artis mide kanseri hiicrelerinde hiicre béliinmesini ve apoptozu
baskiladigi yapilan caligmalar ile tespit edilmistir(71).

miR-449c-5p’nin niikleotid dizisi http://www.mirbase.org/ veri bankasi kullanilarak

tespit edilmistir. (UAGGCAGUGUAUUGCUAGCGGCUGU) (Sekil 2.13.)

miR-449c¢-5p

Sekil 2.13. miR-449c dizileme goriintiisii
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2.8.1.3. Kanserde Kiiciik Kodlamayan RNA’larin Etkisi

Tanimlanan miRNA’lar ¢esitli kanser tiirlerinde, kalp-damar hastaliklarinda, nérolojik
ve metabolik hastaliklarla iliskilendirilmistir.Hiicrelerde diizensiz ifade seviyeleri
sonucunda, hiicre farklilasmasi, cogalmasi, hiicre gocii ve damarlagsmayi tetiklemektedir
(72).

miRNA’larin diizensiz ifadesi sonucu delesyon, duplikasyon, gen ifadesinde artis,
mutasyonlar, mRNA’nin islenmesinin baskilanmasi gibi mekanizmalar aktif hala
gelerek hiicre kontrolsiiz boliinme yoluna gitmektedir (73).miRNA’lar kanserlesme
stirecinde tiimor baskilayici ve tesvik edici olarak gruplandirilirlar (74).

miRNA’lar hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gére onkogenik
veya tiimor baskilayiciolarak goérev yaparlar. Cesitli kanser tiirlerinde ifade seviyeleri
artan miRNA’lar onkogenik olarak adlandirilirken, onkomir olarak tanimlanan
miRNA’lar tiimor baskilayict genleri yada hiicre farklilasmasini kontrol eden genleri
tetikleyerek tiimér olusumuna neden olurlar(74,75).0OrneginmiR-21  (onkogenik
miRNA), yedi farkli kanser tipinde yliksek ifade edildigi bulunmustur ve yapilan bir
calismada miR-21’in direk hedefi timor baskilayict olan PTEN (putative protein
tyrosine phosphatase) olarak bulunmustur (74, 76).PTEN biiylime, kurtarim ve ¢ogalma
yolaklarin1 diizenleyen bir proteindir, ayrica kanserde PTEN’in kaybindan kaynakli
farkl1 yolaklara da (6rnegin hiicre gogli, genomik kararsizlikta artis) etki ettigi

bulunmustur (77).

2.8.2. Uzun Kodlamayan RNA’lar (IncRNAs)

2.8.2.2. Uzun Kodlamayan RNA’larin Ozelikleri

Hiicre c¢ekirdegi;DNA tipki yapimi, RNA sentezi (traskripsiyon), Protein sentezi
(translasyon) ve RNA’nin igslenmesi gibi hiicresel islevlerin gergeklestigi yerdir (78,
79). Hiicre ¢ekirdeginin, hiicre islevlerinin ve metabolizmasinin yonetimi gorevleri
oldukca o©nemlidir.Bircok gen ve proteinin diizenlenmesi siireci ve islevlerinin
aydinlatilmasi aragtirmalarinin sayis1 giderek artmaktadir.

siRNA ve miRNA’nin hiicresel islevleri iizerine bircok calisma bulunmasina ragmen
IncRNA’lar “karanlik madde” olarak kalmistir (80). Son yapilan calismalar ile
IncRNA’larin varhiginin kanitlar1 artmig ve hiicresel islevlerin diizenlenmesi yoniinde

anahtar rol oynadig1 bulunmustur (81).
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LncRNA’lar biiyiik dl¢lide biyoinformatik vasitastyla belirlendigi gibi,herhangi belirgin
protein kodlama potansiyeli icermeyen, uzunlugu 200 niikletiddenbiiyiik RNA molekiilii
olarak tanimlanir (81). Gen ifadesinin diizenlenmesi, dozaj ayarlama, genomik
susturma, ¢ekirdek organizasyonu ve c¢ekirdek por karmasami iizerinden c¢ekirdek
sitoplazma gegis trafiginin diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel islevde gorev aldigi son
yapilan calismalar ile tespit edilmistir (80,82). Ayrica IncRNA’lar biiylik molekiillerin
etkilesime  girmesini  ve islevsel olarak birbirlerini  etkilemesine  sebep
olmaktadir(Sekil2.14.)(83).Protein ~ kodlayan  boélgeler ile  kiyaslandiginda,
IncRNA’larinénemli agik okuma c¢erceve (OFRs), tipik baslama kodonu (AUG),
3’cevrilmemis bolgeleri (UTRs) ve sonlanma kodonu eksikligi belirlenmistir(80,
84).LncRNA’lar protein kodlayan bdlge (ekzonik) ve kodlamayan (intronik)
transkripler arasina dagilmistir (80, 84). Yapilan calismalar ve gelisen teknoloji ile
IncRNA’larin dizilerinin belirlenmesi ve islevlerinin bilinirliginin artmasit genom
icerisindeki gorevlerinin daha 1iyi anlasilmasina neden olmustur(85). Cesitli
hastaliklarda 6zellikle kanserde, hiicrenin kanserlesme siirecindeki etkileri ve kanser
tirleri arasinda farkli IncRNA’larin ifadesindeki degisiklikler nedeniyle bu siirecte
etkisi oldugunu acikg¢a gostermistir(85).Bu IncRNA’larin farkli zamanlarda belirli
dokularda ifade seviyelerinin farkli oldugu goriilmiis. Ornegin kanserin gelisim
stireclerinde, norodejaneratif hastaliklarinda (alzheimer) farkli zamanda farkli seviyede

ifade olduklar tespit edilmis (85,86).

Kromatin Etkilesimleri Protein Etkilesimleri RNA Etkilesimleri

d e P ) H

Sekil 2.14. LncRNA ve biiyiik molekiillerin etkilesimi(83).

25



Gelisen teknoloji ile gizemli RNA diinyas1 aydinlatilmaya ve hastaliklarla olan iligkileri
tespit edilmeye baslanmistir. Hastaliklarin nerdeyse tamaminda protein kodlayan
bolgelerle iliskileri tespit edilmis fakat tam olarak belirlenmemistir(81). Son yapilan
caligmalar ve bulgular dogrultusunda hastaliklar arasinda gen ifadesi farkli RNA’larin
olmasi, bu molekiillerin islevinin ve metabolizmasinin arastirlmasi gerektigini
diistindiirmektedir(81).Gelismekte olan her alan gibi, bu yeni molekiillerin ayrintili
olarak incelenmesi gerekmektedir(85).

Yaklasik 20 yil once 6zellikle mesane kanserinde tiimor biiylimesini azaltict yonde
diizenlenmesinden sorumlu H19 geninin kesfedilmesi uzun kodlamayanRNA’larin
varligimi  gostermistir(87).Kisa zaman sonra X kromozomunu suskun (inaktif)
halegetiren 6zel inaktif transkirip (XIST in) tanimlanmasi ile kodlanmayan RNA’larin
icin diizenleyici veyapisal fonksiyonlar Onerilmistir(88).Prostat kanser antijen 3
IncRNA PCA3 DD3 koétii huylu prostat kanserinde asir1 ifade edilmesi ile IncRNA’larin
kansere 0zgii ifadesergileyebilir algisini giiclendirmistir (81).

Insan genomunun ayrmtili aciklanmasi ile kodlayan bolgelerde bircok transkriptin
sessizolmas1 bu transkriptin gergek bir IncRNA oldugunu isaret eder. Heniiz
keysfedilmeyi bekleyen binlerce belki milyonlarca IncRNAdizileri bulunmaktadir(89).
LncRNA’larin islevi tam olarak bilinmemekle birlikte, artan IncRNA sayisi ve
bir¢okbiyolojik siirecteki etkisi (Sekil 2.15.), normal ve kotii huylu dokudaki ifade
seviyesindeki farklilikdan dolayr hiicrede Onemlifonksiyonlara sahip olduklarini

gostermektedir(81).
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Sekil 2.15.LncRNA’larin Cesitli Biyolojik Siireclere Katilmasi(90).

2.8.2.3. Uzun Kodlamayan RNA’larin Kesfi ve islevsel Ozellikleri

GENCODE projesi sayesinde insan IncRNA’larmin biiylikk cogunlugunun yapisal
organizasyonlar1 ve hiicre i¢i islevleri tanimlanmisdir.Hastaliklara 6zgii IncRNA’larin
tanimlanmasiyla hastaliklarin olusum ve tedavi siirecini anlamada biobelirtec olarak

kullanma ¢alismalarinin 6niinti agmistir(91).
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2.8.2.4. LncRNA TIslevsel Ozellikleri

LncRNA’lar, DNA,RNA ve proteinlerin belirli dizilerine baglanarak islev goriirler(92,
93). BazilncRNA’lar kromatin diizenlemesi yanisira yazilimi diizenlemeislevlerinin
oldugu deneysel olarak tanimlanmistir(92,93). Son yapilan c¢alismalar ile kanser
gelisiminin gesitli evrelerinde IncRNA’larin etkili oldugu tespit edilmigtir. LncRNA’lar
yazilim sonrasi yapistirma,diizenleme, lokalizasyon, g¢eviri ya da yikma gibi RNA
islenmesinde onemli olaylaridiizenler (92,93). AyricalncRNA’lar, “miRNA siingerleri”
olarak ve kiigiik diizenleyici miRNA’larin ifadesini azaltic1 yonde iglev gosterdigi tespit
edilmistir (94).

LncRNA’lara bes genis kategoriden bakmak gerekirse (Sekil 2.16. ) ;

>

D Sense

E Antisense

I Codinggenes [ Noncoding genes

Sekil 2.16.Bes genis kategoride IncRNA’lar (A) intergenik IncRNA: iki protein
kodlayan bolge arasinda genomik araligin i¢inde bagimsiz bir birim olarak uzanmakta,
(B) intronik: protein kodlayan genin intronun iginden kodlanmasi, (C) Bidirectional:
genelliklebir ka¢ yiiz baz ¢ifti lizerinden, ters yonde ve protein kodlayan genin
ozendirici bolgesinden kodlanmasi, (D) sense : (E) antisense: bir veya daha fazla ekzon
ile cakisik ve kodlayan genin ters yada ayn1 yonde kodlanmasi (92,95).
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Son zamanlarda IncRNA’larin islevleri ¢esitli molekiiler mekanizmaya gore

katagorizeedilmistir. LncRNA’lar1 gruplandirmak gerekirse;

>

fleti (Sinyal) modeli: Molekiil sinyalinin ya da yazilim aktivitesinin bir
gostergesiolarak hiicre tipine 6zel islev goriir (96).

Yem (decoy) modeli: Diger diizenleyici RNA’lara ya da proteinlere baglanarak
calisir. Hedefledikleri molekiillerin ifedesinin diizenlenmesini saglar (96).
Rehber (Guide ) modeli: Belirli protein bagli RNA’lar, belirli
hedefriboniikleoprotein karmasimlarina (kompleksleri) yonlendirir (96).

Iskele (Scaffold) modeli:ilgili molekiiler bilesenlerin (proteinler veya
RNA)monte edilebilecegi bir platform gibi yapisal bir role sahiptir(96)(Sekil
2.17.).

I. signal (fleti)

lll. Guide (Rehber)

Sekil 2.17.LncRNA ‘larin islevsel 6zellikleri(6,96)

29



2.9. Kanserde Uzun Kodlamayan RNA’larin EtKisi

Molekiiler agidan kanser, onkogenik ve tiimor baskilayict genlerin iglevleri ve
ifadelerinin bozulmasindan dolay1 olusan genetik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Kanser olusumu ile iliskilendirilmis ve bu gen kategorisine giren bir¢ok IncRNA
tanimlanmustir (12).

Son yapilan ¢aligsmalar ile IncRNA’lar farkli biyolojik siireglerde gorev yapitiklarindan
dolay1 bilim insanlarmin dikkatini ¢ekmistir. Kodlanmayan RNA’larin normal olmayan
ifade diizeyleri ve mutasyonlarinda dolayr kanserde dahil olmak iizere cesitli
hastaliklarla yakindan iligkilendirilmistir (95).

LncRNA’larin fonksiyonlar1 analiz edildiginde hiicrede genetik bilginin islenmesi
sirasinda, her adimda c¢ok yonli diizenleyici islev  gosterdigi  tespit
edilmigtir.LncRNA’lar  hiicrenin  kanserlesmesinde;  kontrolsiiz ~ ¢ogalmasini,
farklilagmasini ve cesitli dokulara yayilmasinitetikleyen onemli hiicresel olaylarin
gerceklesmesini saglamaktadir. LncRNA’larin artan sayis1 ve islevlerinin anlasilmasiyla
birlikte, ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tadavisinde bio-belirte¢ olarak kullanmak i¢in giiclii

bir aday olmustur(83, 97).

2.10. PINK1 (PTEN ile tetiklenmis varsayilan kinaz I)

PINK1(PTEN ile tetiklenmis varsayilan kinaz I) kromozom 1 iizerinde yerlesik olup son
yapilan ¢aligmalar ile kanser olusumunda etkili oldugu tespit edilmis bir gendir (Sekil
2.18.) (98).

PINK1 geni ile yapilan son ¢aligmalar,ndrodejenerasyon ve kanser ile iligkili oldugu
yoniinde raporlanmistir. Hiicre dongiisiindeboliinme tetikleyici sekilde diizenleyici rolii
oldugu ve kanserle iligkili fenotipte rol aldigr bulunmustur(18).

PINK1 geninin susturulmasi hiicrelerde bdliinmesi, koloni olusumu, hiicre gocii ve
istilasin1 azaltict oldugu bulunmustur (98). Kanser hiicrelerindeki PINK1 geninin
susturulmast yeni donem tedavi yaklasimlari arasinda yer almaktadir (98). Calisma
raporlarina gore, PINK1 geni baskilayici ile diger mitoz bdliinme durdurucu hedefli
ilaglar birlikte kullanilanilmasi1 kanser tedavisi i¢in umut olacaktir (99).Kanser, bir¢cok
molekiiler hasar sonucu olusmaktadir.Kanser iizerine yapilan ¢aligmalar derinlestikce

cesitli yolaklarin etkileri belirlenmektedir.
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DNA vyanlis eslesme baz onarim mekanizmasinin eksikligi sonucu olusan kanser
tiriinde PINK1 gen ifadesinin asir1 oldugu tespit edilmistir. Bu kanser tiirlinde PINK1

geninin susturulmasi yeni donemde tespit edildigi gibi 6liimciil olacaktir (17).

Chromosome 1 - NC_000001.11

[ 20552459 [20718017
FRM43E COA PINK L e
HIRGOE4 < DOOST
PINKL-AZ
KIF17

Genomic Sequence: | NC_000001.11 Chromosome 1 Reference GRCh38.p2 Primary Assembly v

HC_0D00OL. 11: 21M..21M (23Kbg) = | Find: v|@o - [ oW Roolsv T FTadse @ 7~
DK POSK (MK PRSIEK  SISK  [ESK (84K PRAMK  [Med6K  [Med3K (208K peesk  :

Genes, NCBI Home sapiens Annotation Belease 107, 2015-03-13 I %
PTHEL
i Bzeden: [— -—— 1 - I 1 J———0 ¥ Hpc7ec)
HIRE@E4 FIHEL-RE
KR 1867321 | OB T I h465a7 1

hza-miR-EE54 |

Sekil 2.18.PINK1 geninin kromozom iizerindeki goriintiisii
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Hazirhk

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan steril tiim plastik malzemeler ve sarflar ticari firmalardan
temin edildi. Cam malzemeler 160°C’de 60-90 dakika sterilize edildi. 0,22um ve 0,45
um por c¢apina sahip mikrobiyolojik filtreler kullanilarak kullanilacak olan sivi
malzemeler (Fetal Bovine Serum ve Antibiyotik) steril edildi.Calismanin yapilacagi
steril kabin (SafeMate 1.2, BioAir, LAF Technologies Pty Ltd, Victoria, Avusturalya)
15-20 dakika ultraviyole 151k agilarak steril edildi. Steril edilen kabin i¢ine alinacak
malzemeler %70 alkolle silinerek iceri alindi.Calismanin tiiriine gore kullanilacak olan
cam ve plastik malzemeler kabin i¢ine alindi ve kabin igerisinde agilarak deney igin

hazir hale getirildi.

3.2. Hiicre Soyunun Ozellikleri
Tezde kullanilacak olan kolon kanseri hiicre soyu (HCT116), ATCC (LGC Standards
GmbH, Wesel, Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Bu hiicre soyunun 6zellikleri Tablo’6 da gosterilmistir.

Hiicre soyu ATCC adi Kanser Morfolojisi

HCT116 CCL-247 Karsinom Epiteyal

Tablo3.1.Kullanilan hiicre soyunun 6zellikleri

3.3. Hiicrelerde Kullanilan Kiiltiir Vasatinin Hazirlanmasi
Hiicreler icin DMEM(Dulbecco's Modified Eagle's medium) ile hazirlanan kiiltiir vasati

kullanildi.

Kiiltiir vasatinin hazirlanmasi

DMEM 500 ml (Sigma, Deisenhofen,Almanya)
FCS 50 ml (%10)(Sigma, Deisenhofen, Almanya)

Penicilin streptomycin 5 ml (%1) (Sigma,Deisenhofen, Almanya)
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3.4. Hiicre Acilmasi

Hiicreler sivi azot igerisinden c¢ikartilarak 37 °C ’lik su ve alkol igeren ortamda
dikkatlice ¢ozdiiriildii.%70 alkol ile dezenfekte edilerek steril edilmis kabin igerisine
alindi. Kiiltiir vasatindan 50ml santrifiij tlipiine yaklasik 10 ml olacak sekilde boliindii.
Cozdiriilen hiicre soliisyonu, kiiltiir vasati iceren ortama dikkatlice transfer edilip
1500rpm 4 dk santrifiij edildi. Bu igslem sonrasinda santrifiij tiipii steril edilerek kabine
alind1 ve vakum sistemi kullanilarak pellete dokunmadan siipernatant uzaklastirildi.
Hiicre pelleti homojenize hale getirilerek yaklasik 3 ml’lik hiicre kiiltiir vasati ile diliie
edilip pasaj stol soliisyonu olarak hazir hale getirldi.Yeni bir santrifiij tiipiine yaklasik
15ml hiicre kiiltiirii vasatt boliiniip, hazirlanan hiicre stok soliisyonundan yaklasik 250
pl alinip kiiltiir vasatina eklendi ve 75 cm? ‘lik flasklara (Hiicre kiiltiirii kaplar1) (Falcon;
BD Biosciences, ABD)pasajlanip 37 °C ’de, %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkiibe
edildi.

3.5. Hiicreleri Biilyiitme ve Deney icin Hazirlama

Hiicreler 75 cm?® ‘lik flasklarda (Falcon; BD Biosciences, ABD) %100 e ulastiktan
sonra besiyeri cekilip, hiicrelerin tizerine 5 ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution )
eklenerek hiicreler yikandi ve flasklara 37°C su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin’den
1-2 ml eklendi. Flasklar 3-4 dakika 37°C CO; etiivde bekletildi. Daha sonra flasklara
Tripsin’in aktivitesini durdurmak i¢in 5 ml FCS’li DMEM eklendi. Hiicrelerin kalkip
kalkmadigi mikroskopla kontrol edildi. Hiicreler kalktiktan sonra Tripsini
etkisizlestirmek icin 5-10 ml %10 FCS (Fetal Bovine Serum) igeren kiiltiir vasati
eklendi. Kiiltiir kabindaki hiicreler 50 ml’lik steril tiipe aktarild1.1500 rpm 4 dk santrifiij
edilerek siipernatantlar1 uzaklastirilip pasaj ve ekim yapilarak 37 °C ’de, %5 COz ve

%095 nemli ortamda yetistirildi.

3.6. Hiicrelerinin Sayilmasi

Santrifiij isleminin ardindan tiip icerisindeki iist faz atildi ve tiipiin alt kisminda
toplanmis olan hiicreler tiipiin kenarlarina yavasca vurularak homojenize hale getirilip

tizerine 5 ml hiicre kiiltiir vasat1 eklendi. Hiicre sayimi i¢in asagidaki karisim hazirlandi.
10 pl hiicre siispansiyonu

10 pl %0,5°lik Trypan-Blue

33



Hazirlanan bu karisim thoma lamina (Marienfeld, Almanya) konarak lam icerisindeki
canli hiicreler sayildi. Sonuca gore % 10 FCS li DMEM ile seyreltilen hiicreler 12 well
hiicre kiiltiir kaplara ekildi. Hiicreler %70 konfulans olana kadar yaklasik 24 saat
bekletildi.

3.7. Anti-mi RNA’larin Aktarimi

1 nmol inhibitor miRNA (Qiagen, Almanya) (Anti-miR-122-5p, Anti-miR-490-3p,
Anti-miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p )50 pl RNase saf su (RNase free water) ile
¢ozdiiriildii. 12 well hiicre kaplarina 0.8-3.10°sayisinda hiicrelerFCS’li DMEM ile
ekildi. Yaklagik 24 saat sonrasinda Anti-miRNA aktarimi i¢in 0,5’lik ependorf tiiplinde
3 ul inhibitor (20uM stock),200 ul DMEM (Serum free) ve 6 ul transfection reagent
eklenerek vortekslenip, 5-10 dk oda sicakliginda inkiibe edilerek hazirlandi. %70
konfulans olan hiicrelerin lizerine damla damla verildi. Hafif bir sekilde karistirildi ve

37 °C ’de, %5 CO2 ve %95 nemli ortamda 72 saat inkiibe edildi.

3.8. Hiicre Soyundan Total RNA izolasyonu

Hiicre soyundan total RNA izole etmek icin miRNeasy Mini Kit (Qiagen
GmbH,Hilden, Almanya) kullanilmistir.
RNA eldesi i¢in asagidaki asamalar takip edilmistir;

1. Hiicreler 75 cm? ‘lik flasklarda %100 konfulans olduktan sonra, 5 ml HBSS ile
yikanip lizerine 1X tripsin eklenerek kaldirildi ve sonrasinda FCS’li DMEM ile
inaktive edilerek santrifiij edildi.

2. Siipernatant kism1 pellete dokunmadan uzaklastirildi ve pellet 5 ml hiicre kiiltiirii
vasati ile siispanse edildi.

3. Hiicreler sayilarak yaklasik4-5.10%lacak sekilde 12 kuyucuklu hiicre Kkiiltiirii
kaplarina FCS’li DMEM ile ekildi.

4. 24 saat sonrasinda yaklasitk %70 konfulans olan hiicrelere miRNA inhibitorii
aktarimi yapildi ve 72 saat 37 °C de, %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkiibe edildi.

5. Bu siire sonrasinda hiicrelerin ortaminda olan FCS’li DMEM vakum yardimiyla
uzaklastirildi ve 1ml HBSS ile yikanip tzerlerine 400 pl1X Tripsin eklenerek
yaklasik 1 dk bekletildi. FCS’li DMEM kullanilarak Tripsin inaktive edildi.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Hiicreler 1,5ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 1500 rpm’de 4 dk ¢oktiiriildii.
Stipernanat kismi uzaklastirildi ve pellet tizerine 700 pul QIAzol Lysis Reagent
eklendi.

Elde edilen hiicre homojenati oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika boyunca
muhafaza edildi.

Uzerine 140 pl kloroform eklendi ve 15 sn boyunca pipetaj yapilarak 2-3 dakika
boyunca odasicakliginda tutuldu.

4°C’de 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi ve iist faz yeni bir tiipe alindi.
Yeni tiipe alinan miktarin 1,5 kat1 (yaklasik 600 pl) 100% etanol eklendi ve pipet ile
tyicekaristirildi.

En fazla 700 pl 6rnek 2 ml toplama tiipii icerisindeki RNeasy® Mini kolona
yiiklendive oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 rpm’de santifuj edildi. Toplama
tiipiindebiriken kalint1 atild1. Bu islem 6rnek bitimine kadar tekrar edildi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 700 ul Buffer RWT ¢ozeltis
eklendi ve oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 rpm’de santifiij edildi. Toplama
tiiptinde biriken kalint1 atildi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 ul Buffer RPE
¢ozeltisi eklendi ve yine oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 rpm’de santifiij edildi.
(Not:Kullanmadan oOnce Buffer RWT ve RPE c¢ozeltilerine %96-100 etanol
eklendi.)Toplama tiiplinde biriken kalint1 atildi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona tekrar 500 pl Buffer RPE
¢ozeltisi eklendi ve bu asamada oda sicakliginda 2 dk boyunca 8000 rpm’de santifiij
edildi.Toplama tiiplinde biriken kalint1 atildi.

1,5 ml’lik santrifijj tlipline alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase icermeyen
sueklendi ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilerek 1 dk boyunca 8000 rpm’de
santifiijedildi. Toplama tiipiindeki birikinti total RNA’y1 icermekteydi.
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3.8.1. mRNA’dan cDNA eldesi

Elde edilen total RNA icindeki mRNA’y1r ¢cDNA’ya cevirmek icin Ipsogen RT
Kit(Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi (Tablo 7.).Test edilecek (10 pl) her bir
RNA oOrneginin 5 upl’si 65°C'de 5 dakika siireyle inkiibe edilip 5 dakika buzda
bekleterek sogutuldu. Revers Transkriptaz 6n karigimi buzda hazirlandi ve buzda

tutuldu.

Tablo 3.2. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan Revers Transkriptaz PCR
Reaksiyon karigiminin igerikleri

Bilesenler Ornek basma hacim (nb)
5x Revers Transkriptaz tamponu 5

dNTP 2

Random primer (100 uM) 5,25

RNaz Inhibitérii (40 U/ul) 0,5

Ters transkriptaz (200 U/ul) 1

DTT 1,25

RNaz icermeyen su 0,5

Ormnek basina RT 6n karisim hacmi 15,5

On karigim dikkatlice karstirildi, kisa siireli santrifiij edildi ve her bir RNA
ornegininiizerine 6n karisimdan 15 pl eklendi. Her bir tiip dikkatlice karistirildi ve kisa
stireli santrifiij edildi. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster
City,CA, USA) cihazindaki kayitl revers transkripsiyon programi ¢alistirildi (Tablo 8.).
Tiipiin altindaki cDNA'yr toplamak icin kisa siireli santrifiij edildi ve qPCR
gerceklestirene kadar -20°C'de sakland.

Tablo 3.3.mRNA’dan cDNA eldesinde revers transkripsiyon i¢in termal dongiileyici
ayarlari

Siire (dakika) Sicaklik (°C)
10 25

60 50

5 85

0 4
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Tepkime tamamlandiktan sonra elde edilen tek sarmal cDNA o6rneklerinin dondurulup
¢oziilerek olusan kaybi1 6nlemek i¢in 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 2 pl esit miktarlarda
dagitildi. Esit miktarlarda bélme islemi yapildiktan sonra cDNA’larin kullanim émriinti

uzatmak i¢in -80°C’de muhafaza edildi.

3.8.2. Elde edilen cDNA’lardan kalite ve miktar tayini

Elde edilen cDNA orneklerinin miktarlarin1 ve kalitesini tayin etmek ve tiim 6rnekleri
ayn1 yogunlukta reaksiyona tabi tutmak icin spektrofotometrik yontem (Epoch Micro-
Volume Spectrophotometer System (BioTek, Winooski, United States) kullanildi. ifade

analizi deneyleri 6ncesi drneklerden elde edilen cDNA’lar 50 ng/ul’e ¢ekildi.

Tablo 3.4.0rmeklerden elde edilen mRNA ¢cDNA ’larinin derisimleri

Ornekler Derisim (ng/pL) 260/280 Absorbans Degerleri
SF (DMEM) 1887,6 1,80
NC (inhibitor negatif kontrol) 1856 1,78
Anti- miR-122-5p 1789,6 1,79
Anti- miR-490-3p 1799,2 1,80
Anti- miR-34a-5p 1792 1,79
Anti- miR-449c¢c-5p 1915,9 1,81

3.9.PINKI-AS, PINKI,PTEN ve GAPDH Genlerinin ifade Diizeyleri Ol¢iimii icin
Es Zamanh PCR (qRT-PCR) Yontemi

Es zamanli PCR reaksiyonu DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es
zamanli olarak takibine olanak saglar. SYBR Green bu amagla siklikla kullanilan
boyalardan biridir. Cift iplikli DNA molekiiline baglanarak floresan 1sima verir.
Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift

sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1 artmakta ve buna bagl
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olarak yayilan floresans miktarinda artis gozlenmektedir. SYBR Green boyasindan
alman 1s1imanin sinir degeri astigi noktaya Ct yada Cp degeri adi verilmektedir. Bu
noktada DNA amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi isima sinir degeri
asmistir. Istmanin smir degeri astig1 anda amplifikasyondan emin olunur ancak dogru
amplikonun takibinin yapildiginin belirlenebilmesi i¢in erime egrisinin incelenmesi
gerekmektedir. Cilinkii SYBR Green belirli bir DNA molekiiliine baglanan 6zgiil bir
boya degil, tiim cift iplikli DNA molekiillerine baglanan bir boyadir.

3.9.1. Primer Tasarimi

PINK1-AS, PINKI1, PTEN ve GAPDH primerleri, NCBI veritabaninda yer alan “Gene”
araylzii  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/)  kullanilarak  tasarlandi.

Kullanilanprimerlerin ileri ve geri primer dizilimleri tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 3.5. PINKI1-AS, PINKI,PTEN ve GAPDHgenlerinin ifade seviyelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan primer dizilimleri.

Primer Ad1 Tleri Dizi (Fw) Geri Dizi (Rw)

PINK1-AS CGATGCCCTGTTGAACCAGA CCCCAGTGAAGTATCGTGGC
PINK1 CAGCAAGAGACCATCTGCCC GAGCCAGCCAACCATCTTGT
PTEN GCGGAACTTGCAATCCTCAG GGTAACGGCTGAGGGAACTC
GAPDH GGAAGGACTCATGACCACAGT GGATGATGTTCTGGAGAGCCC

3.9.2. PINKI-AS, PINK1,PTEN ve GAPDH Genlerinin ifade Diizeyleri Olciimii icin

es zamanh PCR bilesenleri
Tablo 11°e gore es zamanli PCR 6n karisimi buzda hazirlandi. Buz iizerinde 50 ng/ul’e

cekilen cDNA ornekleri iizerine dagitildi. Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine
(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) cihazindaki kayitli programi calistirildi (Tablo 12.).
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Tablo 3.6. Es zamanli1 PCR reaksiyon karigiminin igerikleri

Bilesenler Hacim (pl)
RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix 5

F Primer (10 uM) 0,3

R Primer (10 uM) 0,3
Rnaz/Dnaz icermeyen su 3,9

cDNA (50 ng) 0,5

Total 10

Tablo 3.7. Es zamanli PCR prosediirii

Sicaklik (“C) Siire(sn)

Enzim aktivasyonu 95 10 dakika
Denaturasyon 95 15
Primer baglanmasi/uzama 60 60 40 dongii
Erime egrisi 65 1
95 stirekli

3.9.3. istatistiksel Analiz

HCT116 hiicre soyundan PINK1-AS, PINKI1, PTEN ve GAPDH ifade diizeylerinin
sonuglarint  istatistiksel ~olarak  karsilastirmak icin  microsoft office excel
programikullanilmistir. Kismi miktarlara dayali yontemde HCT116 hiicre soyunda Anti-
miRNAaktarimi sonunda 6lgiimii yapilan PINK1-AS, PINK1, PTEN genlerin degerleri
GAPDH geni 6l¢iim degerleri ile normalize edilmistir.

Normalizasyonda kullanilan GAPDH geni, belirli sartlar altinda ifade diizeyi
degismeyen, tiimdokularda ve hiicrede bazal diizeyde ifade edilen hamarat genlerdir.
gRT-PCR yonteminde Cp (Crossing points) degerleri elde edilmistir. qRT-PCR
sonuglarindaki Ct yada Cp degerleri 2A-AACt formiilii kullanilarakistatistiksel analiz
yapilmustir (Sekil 3.1.).
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Bu deger bize ilgili genin bir hiicre hattindaki ifade diizeyinin, kontrol baz alinarak

diger hiicre hattindakine gore kiyaslanmasini saglar; yani, katsayibilgisi edinilir.

2A-AACt = 27-(Ornek ACt (Gen) — Kontrol ACt (Referans)

Sekil 3.1.274C formiilii

gRT-PCR sonuglarinda ilgili genin referans gene gore kiyaslamasi i¢in 22 ormulii

kullanilmistir (Sekil 3.2.). Bu deger bize o genin referans gene gore hangi oranda ifade

diizeyinin degistigini gosterir yani, goreceli ifade bilgisini verir.

27-ACt = 2"-A(Gen Ct-Referans Ct)

Sekil 3.2.22¢ formiilii

3.10. Akim (flow) sitometride apoptozis seviyelerine bakilmasi

Hiicre apoptozu Annexin V ve 7AAD igeren kit kullanilarak iiretici firmanin (Becton
Dickinson, Pharmingen, UK) tavsiyeleri dogrultusunda calisildi. Apoptotik hiicrelerle
nekrotik hiicreleri ayirmak i¢in, hiicreler Annexin V (yesil floresan) ve 7AAD (kirmizi

floresan) ile ayn1 anda boyatildi.

1. Well platelere total hiicre 1.000.000 olacak sekilde ekildi.

2. 12’lik well plate ekilmis olan hiicrelere Anti-miRNA aktarimi yapildiktan 72
saat sonrasinda 300 ml tripsin ve 1ml FCS’1i DMEM kullanilarak kaldirildi.

3. Kaldirilan hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, pellete

dokunulmadan stipernatant uzaklastirildi.

4. Hiicre siispansiyonlariin iizerine Iml PBS eklendi, 5 saniye vorteksle pellet
coziildii, 1500 rpm de 5 dakika sanrifiij edilip, iist faz dokiildii. Bu islem 2 kez

tekrarlandiktan sonra, hiicre silispansiyonlarinin {izerine binding buffer
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eklendi.(Iml binding buffer + 9 ml distile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5

dakika santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirildi.

. Hiicre siispansiyonlarin iizerine 500 upl binding buffer eklendi. Kisaca

vortekslendi veyeni tiiplere 100 pl olacak sekilde transfer edildi.

100ulhiicre siispansiyonun tiizerine 5 pl Annexin, 5 ul 7AAD eklendi hafif
karistilip 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.

. Hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edilip, sipernatant uzaklastirildi.

. Hiicre siispansiyonlarmin iizerine 500 pl binding buffer( 1ml binding buffer + 9

mldistile su ile seyreltildi) eklendi.
. Hiicre siispansiyonlar1 daha sonra Becton coulter NAVIOUS tipi akim (flow)

sitometreile degerlendirildi. Kaluza analysis programi kullanilarak her 6rnek icin

hiicrelersayilip analiz edildi.
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4. BULGULAR

Kolon kanseri olusumunda rol oynayan birgok molekiil ve iliskili yolaklar tam olarak
aydinlatilamamig olup, organin biiylimesine ve sag kalimima etkileri tam olarak
bilinmedigi i¢in tedavi edici ilaglara kars1 direng gelistirme olasiligi yiiksektir. Yeni
donemde kesfedilen miRNA’larin kanser olusturmasinda ve siddetini arttirmasinda
etkisi oldugu bulunmustur.miRNA’larinin kanser olusumunda tek basina etkisinin
olmas1 yanisira hiicre i¢i diger molekiiller ile etkilesime girerek hiicrede olumsuz etki
yaptig1 diisiiniilmektedir.Ancak bu molekiiller 6zellikle IncRNA’larin kanser lizerindeki
etkisi ve yazilim faktorleri ile etkilesimleri gizemini korumaktadir.Kolon kanserinde
tedaviye yonelik yeni yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in, kolon kanseri hiicre hattinda
(HCT116)Anti-miR-122-5p, Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-miR-449c-
S5p’nin PINKI1-AS’e (uzun kodlamayan RNA) etkilerinin belirlenmesi i¢in anti-miRNA

aktarilmasi, gen ifadesi analizleri ve apoptozis seviyelerine bakilmistir.

4.1. HCT116 Hiicre Soyunda PINK1-AS Geninin ifade Sonuclar

HCT116 kolon kanseri hiicre soyuna Anti-miRNA’larin etkisi, hiicre soyuna
aktarilmasindan 72 saat sonrasinda kaldirilip total RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve
gercek zamanli PCR yontemleriyle 6l¢iildii. Anti-miR-122-5p, Anti-miR-490-3p, Anti-
miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p’nin PINK1-AS genine etkisi hamarat gen olarak
kullanilan GAPDH gen ifadesi ile normalizasyonu yapilarak tespit edilmistir(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. PINK1-AS ve GAPDH genlerinin ifade sonug egrisi

42



4.1.1. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-122-5p’nin etKkisi ile PINK1-AS geninin

kath degisim ifade sonuglari

HCT116 hiicre soyunda, PINK1-AS IncRNA’smin negatif kontrole gore ifade seviyesi
sekil 4.2.°de gosterilmistir. Anti-miR-122-5p’nin 222 formiiliine gore hesaplanan katli

degisim miktar1 0,7 olarak bulunmustur.

PINKI1-AS

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

Anti-miR-122-5p

Sekil 4.2.HCT116 Hiicre soyunda PINKI1-AS gen ifadesinin NC ve Anti-miR-122-
5p’deki katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.1.2. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-490-3p’nin etkisi ile PINK1-AS geninin

kath degisim ifade sonuglari

HCT116 hiicre soyunda, PINK1-AS IncRNA’sinin negatif kontrole gore ifade seviyesi
sekil 4.3.’de gosterilmistir. Anti-miR-490-3p’nin 222 formiiliine gore hesaplanan katli

degisim miktar1 0,8 olarak bulunmustur.

PINKI-AS

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

NC Anti-miR-490-3p

Sekil 4.3.HCT116 Hiicre soyunda PINK1-AS gen ifadesinin NC ve Anti-miR-490-
3p’dekikatli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.1.3. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-34a-5p’nin etkisi ile PINK1-AS geninin

kath degisim ifade sonuglari

HCT116 hiicre soyunda, PINK1-AS IncRNA’sinin negatif kontrole gore ifade seviyesi
sekil 4.4.”de gosterilmistir. Anti-miR-34a-5p’nin 224 formiiliine gére hesaplanan katli

degisim miktar1 0,4 olarak bulunmustur.

PINKI1-AS

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

NC Anti-miR-34a-5p

Sekil 4.4.HCT116 Hiicre soyunda PINK1-AS gen ifadesinin NC ve Anti-miR-34a-
Sp’deki katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.1.4. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-449c-5p’nin etkisi ile PINK1-AS geninin

kath degisim ifade sonuglari

HCT116 hiicre soyunda, PINK1-AS IncRNA’sinin negatif kontrole gore ifade seviyesi
sekil 4.5.°de gosterilmistir. Anti-miR-449c-5p’nin 224t formiiliine gore hesaplanan

katl degisim miktar1 0,7 olarak bulunmustur.

PINKI1-AS

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

NC Anti-miR-449c¢c-5p

Sekil 4.5.HCT116 Hiicre soyunda PINKI1-AS gen ifadesinin NC ve Anti-miR-449c-
5p’deki katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.1.5. HCT116 hiicre soyundaAnti-miR-122-5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p,
Anti-miR-449c-5p’nin ve negatif kontroliin etkileri kiyaslanarak PINK1-ASgeninin

kath degisim ifade sonuclar:

HCT116 hiicre soyunda, PINK1-AS IncRNA’sinin negatif kontrole gore ifade seviyesi
sekil 4.6.’de gosterilmistir. Anti-miR-122-5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-
miR-449¢-5p nin2 22 formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarlar1 sirasiyla

:(0,7), (0,8), (0,4), (0,7) olarak bulunmustur.

PINKI1-AS

1.2

0.8

0.6

0.4

) I
0

Anti-miR-122-5p Anti-miR-34a-5p Anti-miR-449c-5p Anti-miR-490-3p

N

Sekil 4.6.HCT116 Hiicre soyunda PINKI-AS gen ifadesinin NC,Anti-miR-122-
5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p’ninkatli oran degisimi
grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.2. HCT116 Hiicre Soyunda PINK1 Geninin ifade Sonuclar:

HCT116 kolon kanseri hiicre soyuna Anti-miRNA’larin etkisi, hiicre soyuna
aktarilmasindan 72 saat sonrasinda kaldirilip total RNA izolasyonu, ¢ DNA sentezi ve
gercek zamanli PCR yontemleriyle 6l¢iildii. Anti-miR-122-5p, Anti-miR-490-3p, Anti-
miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p’nin PINK1 genine etkisi hamarat gen olarak kullanilan
GAPDH gen ifadesi ile normalizasyonu yapilarak tespit edilmistir ( Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7.PINK1 ve GAPDH genlerinin ifade sonug egrisi
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4.2.1. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-122-5p’nin etkisi ile PINK1 geninin kath

degisim ifade sonuclar
HCT116 hiicre soyunda, PINK1geninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil 4.8.’de

gdsterilmistir. Anti-miR-122-5p’nin 224" formiiliine gére hesaplanan katli degisim

miktar1 6,0 olarak bulunmustur.

PINK1

NC Anti-miR-122-5p

Sekil 4.8. HCT116 Hiicre soyunda PINK1 gen ifadesinin NC ve Anti-miR-122-5p’deki
katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.2.2. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-490-3p’nin etkisi ile PINK1 geninin kath

degisim ifade sonuclar
HCT116 hiicre soyunda, PINK1geninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil 4.9.’de

gdsterilmistir. Anti-miR-490-3p’nin 224" formiiliine gére hesaplanan katli degisim

miktar1 5,1 olarak bulunmustur.

PINK1

NC Anti-miR-490-3p

Sekil 4.9.HCT116 Hiicre soyunda PINK1 gen ifadesinin NC ve Anti-miR-490-3p’deki

katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.2.3. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-34a-5p’nin etkisi ile PINK1 geninin kath

degisim ifade sonuclar
HCT116 hiicre soyunda, PINKIgeninin negatif kontrole goére ifade seviyesi sekil

4.10.’da gosterilmistir. Anti-miR-34a-5p’nin 224" formiiliine gére hesaplanan katl

degisim miktar1 5,0 olarak bulunmustur.

PINK1

NC Anti-miR-34a-5p

Sekil 4.10.HCT116 Hiicre soyunda PINK1 gen ifadesinin NC ve Anti-miR-34a-5p’deki
katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.2.4. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-449c-5p’nin etkisi ile PINK1 geninin kath

degisim ifade sonuclar
HCT116 hiicre soyunda, PINKIgeninin negatif kontrole goére ifade seviyesi sekil

4.11.°de gosterilmistir. Anti-miR-449c-5p’nin 244t formiiliine gore hesaplanan katli

degisim miktar1 5,0 olarak bulunmustur.

PINK1

1 -
0

NC Anti-miR-449c¢-5p

Sekil 4.11. HCT116 Hiicre soyunda PINK1 gen ifadesinin NC ve Anti-miR-449c-
Sp’deki katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.2.5. HCT116 hiicre soyundaAnti-miR-122-5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p,
Anti-miR-449c-5p’nin ve negatif kontroliin etkileri kiyaslanarak PINK1geninin

kath degisim ifade sonuclar:
HCT116 hiicre soyunda, PINK1 geninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil
4.12.°de gosterilmistir. Anti-miR-122-5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-

miR-449¢-5p nin2 22 formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarlar1 sirasiyla

:(6,0), (5,1), (5,0), (5,0) olarak bulunmustur.

PINK1

5 I I I
0 I

Anti-miR-122-5p Anti-miR-34a-5p Anti-miR-449c¢-5p Anti-miR-490-3p

>

w

N

[

Sekil 4.12.HCT116 Hiicre soyunda PINKI1 gen ifadesinin NC,Anti-miR-122-5p,Anti-
miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p’ninkatli oran degisimi grafiksel
olarak gosterilmistir.
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4.3. HCT116 Hiicre Soyunda PTEN Geninin ifade Sonuclar

HCT116 kolon kanseri hiicre soyuna Anti-miRNA’larin etkisi, hiicre soyuna
aktarilmasindan 72 saat sonrasinda kaldirilip total RNA izolasyonu, ¢ DNA sentezi ve
gercek zamanli PCR yontemleriyle Ol¢iildii. Anti-miR-122-5p, Anti-miR-490-3p, Anti-
miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p’nin PTEN genine etkisi hamarat gen olarak kullanilan
GAPDH gen ifadesi ile normalizasyonu yapilarak tespit edilmistir (Sekil 4.13.).

100 -

80 -

60 -

Fluorescence

20 -

5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 4.13.PTEN ve GAPDH genlerinin ifade sonug egrisi
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4.3.1. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-122-5p’nin etkisi ile PTEN geninin kath

degisim ifade sonuclar

HCT116 hiicre soyunda, PTENgeninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil
4.14.de gosterilmistir. Anti-miR-122-5p’nin 222 formiiliine gére hesaplanan katli

degisim miktar1 2,4 olarak bulunmustur.

PTEN

2.5

1.5

0.5

NC Anti-miR-122-5p

Sekil 4.14. HCT116 Hiicre soyunda PTEN gen ifadesinin NC ve Anti-miR-122-5p’deki
katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.3.2. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-490-3p’nin etkisi ile PTENgeninin kath

degisim ifade sonuclar

HCT116 hiicre soyunda, PTENgeninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil
4.15.dagosterilmistir. Anti-miR-490-3p’nin 224" formiiliine gore hesaplanan katl

degisim miktar1 0,3 olarak bulunmustur.

PTEN

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

NC Anti-miR-490-3p

Sekil 4.15.HCT116 Hiicre soyunda PTEN gen ifadesinin NC ve Anti-miR-490-3p’deki
katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.3.3. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-34a-5p’nin etkisi ile PTENgeninin kath

degisim ifade sonuclar

HCT116 hiicre soyunda, PTENgeninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil
4.16.degosterilmistir. Anti-miR-34a-5p’nin 222" formiiliine gore hesaplanan katl

degisim miktar1 0,3 olarak bulunmustur.

PTEN

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

NC Anti-miR-34a-5p

Sekil 4.16. HCT116 Hiicre soyunda PTEN gen ifadesinin NC ve Anti-miR-34a-5p’deki
katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.3.4. HCT116 hiicre soyunda Anti-miR-449c-5p’nin etkisi ile PTENgeninin kath

degisim ifade sonuclar

HCT116 hiicre soyunda, PTENgeninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil
4.17.degosterilmistir. Anti-miR-449c-5p’nin 224" formiiliine gére hesaplanan katli

degisim miktar1 0,2 olarak bulunmustur.

PTEN

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

NC Anti-miR-449c-5p

Sekil 4.17.HCT116 Hiicre soyunda PTEN gen ifadesinin NC ve Anti-miR-449¢-5p’deki
katli oran degisimi grafiksel olarak gosterilmistir.
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4.3.5. HCT116 hiicre soyundaAnti-miR-122-5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p,
Anti-miR-449c-5p’nin ve negatif kontroliin etkileri kiyaslanarak PTENgeninin

kath degisim ifade sonuclari

HCT116 hiicre soyunda, PTEN geninin negatif kontrole gore ifade seviyesi sekil
4.18.’dagosterilmistir. Anti-miR-122-5p,Anti-miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-miR-
449c¢-5p’nin2 22 formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarlar1 sirasiyla :(2,4),

(0,3), (0,3), (0,2) olarak bulunmustur.

PTEN

2.5

1.5

0.5

NC Anti-miR-122-5p Anti-miR-34a-5p Anti-miR-449c¢-5p Anti-miR-490-3p

Sekil 4.18. HCT116 Hiicre soyunda PTEN gen ifadesinin NC,Anti-miR-122-5p,Anti-
miR-490-3p, Anti-miR-34a-5p, Anti-miR-449c-5p’ninkatli oran degisimi grafiksel
olarak gosterilmistir.
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4.4. Akim (Flow) Sitometride Apoptozis Analiz Sonuclari

HCT116 kolon kanseri hiicre soyuna Anti-miRNA’larin etkisi, hiicre soyuna
aktarilmasindan 72 saat sonrasinda kaldirildi. Hiicre apoptozisi Annexin V ve 7AAD
iceren kit kullanilarak iiretici firmanin(Becton Dickinson, Pharmingen, UK) tavsiyeleri
dogrultusunda calisildi. Apoptotikhiicrelerle nekrotik hiicreleri ayirmak i¢in, hiicreler
Annexin V (yesil floresan) ve 7AAD(kirmiz1 floresan) ile ayni1 anda boyandi.Hiicreler
Navious Softwareprogrami ile calisildi ve kaluza (analysis) analiz programi ile

degerlendirildi.

4.4.1. HCT116 Hiicre Soyuna Anti-miR-122-5pAktarilmasiSonrasi Apoptozis
Analiz Sonuglari

HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-122-5p’nin aktarilas1 sonrasi apoptozis analiz
sonuglar1 sekil 4.19.’dagrafiksel olarak gosterilmistir.Kaluza analizprogramina gore
elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdyledir: apoptozise giden hiicrelerin yiizdesi34,33

iken canli hiicrelerin yiizdesi 64,15 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.19. HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-122-5p’nin aktarilas1 sonrasi apoptozis
analiz sonuglan grafiksel olarak gdsterilmistir. A). Apoptozise giden hiicrelerin NC’e
gore toplam ylizde grafiksel gosterimi. B). Kaluza analizprogramina goére boyanan
hiicrelerin yiizde grafiksel gosterim.
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4.4.2. HCT116 Hiicre Soyuna Anti-miR-490-3pAktarilmasiSonrasi Apoptozis
Analiz Sonuglar

HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-490-3p’nin aktarilas1 sonrasi apoptozis analiz
sonuglart sekil 4.20.’degrafiksel olarak gosterilmistir.Kaluza analizprogramina gore
elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdyledir: apoptozise giden hiicrelerin yiizdesi59,09

iken canli hiicrelerin yiizdesi 44,4 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.20. HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-490-3p’nin aktarilasi sonrasi apoptozis
analiz sonuglar grafiksel olarak gdsterilmistir. A). Apoptozise giden hiicrelerin NC’e
gore toplam ylizde grafiksel gosterimi. B). Kaluza analizprogramina gore boyanan
hiicrelerin yiizde grafiksel gosterim.
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4.4.3. HCT116 Hiicre Soyuna Anti-miR-34a-5pAktarilmasiSonrasi Apoptozis

Analiz Sonuglar

HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-34a-5p’nin aktarilasi sonrasi apoptozis analiz
sonuglar1 sekil 4.21.’de grafiksel olarak gosterilmistir.Kaluza analizprogramina goére
elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdyledir: apoptozise giden hiicrelerin ylizdesi48,32

iken canl1 hiicrelerin yiizdesi 50,4 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21.HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-34a-5p’nin aktarilas1 sonrasi apoptozis
analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. A). Apoptozise giden hiicrelerin NC’e
gore toplam ylizde grafiksel gosterimi. B). Kaluza analizprogramina gore boyanan
hiicrelerin yiizde grafiksel gosterim.
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4.44. HCT116 Hiicre Soyuna Anti-miR-449c-5pAktarilmasiSonrasit Apoptozis
Analiz Sonuglari

HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-449c-5p’nin aktarilasi sonrasi apoptozis analiz
sonuglart sekil 4.22.’de grafiksel olarak gosterilmistir.Kaluza analizprogramina gore
elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdyledir: apoptozise giden hiicrelerin yiizdesi38,37

iken canli hiicrelerin yiizdesi 60,1 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.22. HCT116 hiicre soyuna Anti-miR-449c-5p’nin aktarilasi sonrasi apoptozis
analiz sonuglan grafiksel olarak gdsterilmistir. A). Apoptozise giden hiicrelerin NC’e
gore toplam ylizde grafiksel gosterimi. B). Kaluza analizprogramina goére boyanan
hiicrelerin yiizde grafiksel gosterim.
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5. TARTISMA

Kanser, diinya capinda goriilen biiyiikk bir saglik sorunudur. Gergeklesen her dort
oliimden birisi kanserden kaynaklanmaktadir(25).Kolorektal kanserler (KRK), Amerika
Birlesik Devletleri, Avrupa ve diger Bati’li iilkelerde, kanserle iligkili morbidite ve
mortalitenin en 6nemli sebeplerinden biridir. ABD’de, hem erkeklerde (prostat ve
akciger kanserinden sonra) hem de kadinlarda (meme ve akciger kanserinden sonra)

yeni gelisen ve 0liime yol acan kanserler arasinda 3. sirada yer almaktadir(26).

Genetik yatkinligin yanisira g¢evresel faktorlerinde etkisi ile doku veya organlarda
genomik istikrarsizlik ve mutasyonun tespit edilmesi kanserin varligina isaret olarak
kendini gosterir. Kanserlesen hiicrelerinin en biiyiik 6zelliklerinden biri ¢evresindeki
hiicrelerinde kanserlesmesi ve yayilmasi yoniinden giidiimlemesidir. Bu hiicrelerin
onceden tespit edilmesi i¢in, kanserlesen hiicrelerde meydana gelen degisimleri tespit

etmek 6nem kazanmustir (12).

Insan genom projesinin baslamasi ve tiim genomun dizilenmesinin ardindan aslinda
proteine kodlayan kismin sadece %2 oldugunun goriilmesi, hastaliklarin olugmasi ve
ilerlemesinde diger molekiillerin yani %98 ‘lik kismin daha biiyiik etkisi oldugu tespit
edilmis ve arastirmalar bu bolgelere daha ¢ok yogunlastirilmistir (51, 52).%98 ‘lik bu
bilinmeyen ve “karanlik madde” olarak tanimlanan kodlamayan RNA’lar genomdan
ayr1 disiiniilemeyen ve gizemli bir unsur olarak ortaya cikmistir. Bu protein
kodlamayan bolgelerinin, kodlayan bolgelerden hem yapisal hemde islevsel olarak
farklarmin anlasilmasi ¢ok zaman almis ve hala kesfedilmeyi beklemektedir. Yapilan
caligmalar ile kodlanmayan RNA’larin islev ve 6zellikleri hakkindaki bilgiler her gecen

giin artmakta ve ¢esitli hastaliklarla iliskileri tanimlanmaktadir(53).

Kodlamayan RNA’larin islevleri yazilim sirasi, yazilim sonrasi gen ifadesinin
susturulmasive kromozomlarin yeniden diizenlenmesinde aslinda genetik ve epigenetik
diizenlemeler olarak iki baglikta toplamak miimkiindiir(53).Kodlanmayan RNA’lar
niikleotid sayilarmma gore gruplandirmak gerekirse; kisa kodlamayan ve uzun
kodlamayan RNA’lar olarak gruplandirilmaktadir (51, 54).Tanimlanan miRNA’lar (kisa
kodlamayan) cesitli kanser tiirlerinde, kalp-damar hastaliklarinda, norolojik ve

metabolik hastaliklarla iliskilendirilmistir.

64



Hiicrelerde diizensiz ifade seviyeleri sonucunda, hiicre farklilagmasi, ¢ogalmasi, gocii
ve damarlagsmayi tetiklemektedir (72).Bir¢cok gen ve proteinin diizenlenmesi siireci ve
islevlerinin aydinlatilmas1 aragtirmalarinin sayis1 giderek artmaktadir. siRNA ve
miRNA’nin hiicresel islevleri {izerine bir¢cok calisma bulunmasina ragmen IncRNA’lar
“karanlik madde” olarak kalmuistir (80).

Son yapilan ¢aligmalar ile IncRNA’larin varliginin kanitlart artmig ve hiicresel islevlerin
diizenlenmesi yOniinde anahtar rol oynadigi bulunmustur (81). LncRNA’lar biiyilik
Olciide biyoinformatik olarak belirlenmis olup,herhangi belirgin protein kodlama
potansiyeli igermeyen, uzunlugu 200 niikleotidden biiyilkk RNA molekiilii olarak
tanimlanmaktadir(81). Gen ifadesinin diizenlenmesi, dozaj ayarlama, genomik
susturma, ¢ekirdek organizasyonu ve cekirdek por karmasami iizerinden cekirdek
sitoplazma gegis trafiginin diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel islevde gorev aldigi son
yapilan ¢alismalar ile tespit edilmistir (80,82).

LncRNA’larm islevi tam olarak bilinmemekle birlikte, artan IncRNA sayisi ve bir¢ok
biyolojik siirecteki etkisi, normal ve kotii huylu dokudaki ifade seviyesindeki
farklilikdan dolay1 hiicrede 6nemli fonksiyonlara sahip olduklarini gostermektedir(81).
LncRNA’larin fonksiyonlar1 analiz edildiginde hiicrede genetik bilginin islenmesi
sirasinda, her adimda c¢ok yonlii diizenleyici islev gosterdigi tespit edilmistir.
LncRNA’lar hiicrenin kanserlesmesinde; kontrolsiiz ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve
cesitli dokulara yayilmasini tetikleyen oOnemli hiicresel olaylarin gerceklesmesini
saglamaktadir. LncRNA’larin artan sayist ve islevlerinin anlasilmasiyla birlikte, cesitli
hastaliklarin tan1 ve tadavisinde bio-belirte¢ olarak kullanmak icin giiclii bir aday
olmustur (83,97).PINK1 geni ile yapilan son ¢aligsmalar, nrodejenerasyon ve kanser ile
iligkili oldugu yoniinde raporlanmistir. Hiicre dongiisiinde boliinme tetikleyici sekilde
diizenleyici rolii oldugu ve kanserle iligkili fenotipte rol aldigi bulunmustur(18).PINK1
geninin susturulmasi hiicrelerde boliinmesi, koloni olusumu, hiicre gogii ve istilasini
azaltic1 oldugu bulunmustur (98). Kanser hiicrelerindeki PINK1 geninin susturulmasi
yeni donem tedavi yaklagimlar1 arasinda yer almaktadir (98). Calisma raporlarina gore,
PINK1 geni baskilayici ile diger mitoz boliinme durdurucu hedefli ilaclar birlikte
kullanilmas1 kanser tedavisi i¢in umut olacag1 yoniindedir(99).Kanser, bircok molekiiler
hasar sonucu olusmaktadir.Kanser {izerine yapilan c¢aligsmalar derinlestik¢e c¢esitli

yolaklarin etkileri belirlenmektedir (17).
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DNA yanlis eslesme baz onarim mekanizmasinin eksikligi sonucu olusan kanser
tiriinde PINK1 gen ifadesinin asir1 oldugu tespit edilmistir. Bu kanser tiirlinde PINK1
geninin susturulmasi yeni donemde tespit edildigi gibi 6liimciil olacaktir (17).

Bu calismadaki amacimiz DNA yanlis eslesme baz onarim mekanimasi eksik olan
kolon kanseri hiicrelerinde PINK1 geninin ifadesinin susturulmasidir. PINK1 geninin
susturulmasi i¢in gen ifadesini diizenleyen PINK1-AS IncRNA’sinin ifadesini artirmay1
amacladik. Literatiir taramas1 ve veri tabanlari kullanilarak bu molekiil ile iliskili
miRNA’lar tespit ettik. PINKI-AS IncRNA’sinin ifadesini arttirmak icin iliskili
miRNA’larin inhibitdrlerini kullandik.

Gen ifadesinin kodlanmayan RNA aktarimi ile diizenlemesine yonelik yapilan
calismalara gore, iliskilendirilmis miRNA ve IncRNA etkilesimi farkli kanser tiiriinde
asir1 ifade olan mRNA {izerindeki etkisi gosterilmistir (100,101).Yapilan ¢aligmalarda
PINK1 gen ifadesinin hiicrenin kanserlesme siirecinde etkili oldugu tespit
edilmistir(18,101).Calismamizdakolon kanserinde PINK1 gen ifadesini susturmak i¢in,
mRNA inhibitorlerinin aktarimi yapilarak kismi miktarlara dayali PCR yontemi ile
PINK1, PINK1-ASve GAPDH genlerininifade seviyelerine bakilmistir. Analizi yapilan
veriler degerlendirildiginde, kontrol genininin ifade sonucuna gore PINK1 ve PINKI-
AS genlerinin ifadesinin bekledigimizin aksine anlamli bir artig tespit edilmemistir
(p>0.05)(102). PINK1 geninin hiicrede ifadesinin azalmasiyla programli oliimiin
tetiklendigi belirlenmistir (18,103). Yapmis oldugumuz anti-miR-122-5p,anti-miR-490-
3p, anti-miR-34a-5p ve anti-miR-449c-5p aktarimi1 sonrasinda  apoptozis
deneyininyiizdelik analiz sonuglarina gore 6lii hiicre ve canli hiicre oranlar1 arasinda
anlaml bir degisiklik gézlemlenmemistir.

Bunun nedeni tam olarak bilinememekle beraber alternatif molekiiler teknikler
kullanilarak benzer deney modellerinin tekrar edilmesinin faydali olacagi
diisiiniilmektedir.Anti-miRNA aktarimmin uygun vektorlere klonlama yapilarak
hiicreye aktarilip, bu anti-miRNA’larin ifade seviyeleri kontrol edilerek normale gore
degisim miktarlar1 dogrulandiktan sonra mRNA seviyesindeki degisimlere bakilabilir.
Ayrica, elde edilen mRNA seviyelerindeki degisimlerin protein ifadesine ne kadar
yansidiginin tespiti i¢in Western Blot veya immiinohistokimya gibi proteine dayali
analizler yapilarak sonuclar dogrulanabilir. Hiicre dongiisii deneyi yapilarak apoptozis
sonuglar1 ile kiyaslanarak yorumlanabilir. Benzer yontemler ile iliskili anti-

miRNA’larin mimikleri kullanilaraktiim veriler ortak yorumlanabilir.
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