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ÖNSÖZ 
 

 

Genom projelerinin tamamlanmasına ve sekanslama tekniklerinde kaydedilen 

gelişmelere paralel olarak ökaryotik bir hücrede ifade edilen RNA çeşitliliğine bakış açımız 

oldukça değişmiştir. Tüm-genom transkriptomiks çalışmaları, ökaryotik bir hücrede kodlayan 

genlerden çok daha fazla kodlamayan genlerin varlığını ortaya çıkarmıştır. Daha önce “çöp 

DNA” olarak tanımlanan bu genomik bölgelerin aslında fonksiyonel RNA üretiminde 

kullanıldığının anlaşılmasıyla birlikte, kodlamayan RNA’ların fonksiyonları ve hangi 

fenotiplerde görev aldıklarının araştırılmasına odaklanılmıştır. TÜBİTAK tarafından 

desteklenen (113Z371 No.lu) ve bir yürütücü, bir danışman ve bir bursiyer olmak üzere 

toplam üç kişilik bir ekip tarafından yürütülen bu projede HeLa hücreleri model olarak 

kullanılarak apoptozun düzenlenmesinde rol oynayan uzun kodlamayan RNA’lar taranmıştır. 

İfade farklılıkları ve yakın oldukları genler baz alınarak belirlenen aday kodlamayan genlerin 

susturulması sonrası hücrede meydana gelen apoptotik değişimler belirlenmiştir. Aday uzun 

kodlamayan genlerin fonksiyonlarını anlayabilmek için, adayların ifadesi susturulmuş ve gen 

ifadesinde meydana gelen değişimler ikinci tur transkriptomiks çalışmasıyla incelenmiştir. Bu 

vesile ile projeye finansal katkıda bulunan TÜBİTAK’a ve projenin yürütüldüğü İzmir Yüksek 

Teknoloji Enstitüsü’ne teşekkür ederiz. 
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ÖZET 

 

Apoptoz birçok hücresel fonksiyonların sağlıklı yürütülmesi için oldukça önemlidir. 

Apoptoz hızındaki azalmalar kanser ve otoimmun hastalıklara, hızlanma ise akut ve kronik 

dejeneratif hastalıklara ve immun sistemde yetersizliklere yol açmaktadır. Hücresel 

homeostazın sağlanmasında görev yapan  apoptozun düzenlenmesinde rol oyanan bir dizi 

protein ve mikroRNA bilinmesine rağmen, apoptozun düzenlenmesinde rol oyanan protein 

kodlamayan bu RNA’lar (uzun kodlamayan RNA, ukmRNA) tam bilinmemektedir. 

 

Apoptozun düzenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’ları belirlemek için bu çalışmada 

HeLa hücreleri model olarak kullanılmıştır. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolağın her biri 

ikişer ayrı ajan ile aktive edilmiştir. Yolakların aktivasyonu sonrası izole edilen RNA’lar derin 

sekans analizine tabi tutulduğunda, ukmRNA’ların ligand tipine bağlı olarak farklı profil 

sergilediği gözlemlenmiştir. İfadelerinde farklılık tespit edilen 4 aday ukmRNA’nın 

susturulması HeLa hücrelerinin apoptoz oranlarında artışa yol açmıştır. İlginç bir şekilde 

aday ukmRNA ifadesi ile antisense oldukları kodlayan gen ifadesi arasında ters bir 

korelasyon belirlenmiştir. Aday ukmRNA’ların susturulmasının apoptotik sinyal ileti 

yolaklarına olan etkilerini belirlemek için bu hücrelerde ikinci bir RNA-seq çalışması 

yapılmıştır. Bu çalışma, özellikle GTF2A1-AS susturulmasının apoptotik genlerin ifadesinde 

değişime yolaçtığını göstermiştir. Sonuç olarak, HeLa hücrelerinde apoptozu düzenleyen 

yeni bir ukmRNA tespit edilmiş ve fonksiyonel olarak karakterize edilmiştir. 
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ABSTRACT 

 

Apoptosis is essential for the proper execution of numerous cellular functions. 

Decreases in the rate of apoptosis result in cancer or autoimmunity while accelerated cell 

death leads to acute and chronic degenerative diseases and immunodeficiency. Although 

there are a number of well-characterized regulatory proteins and microRNAs involved in 

regulation of apoptosis, a key process in the maintenance of the cellular homeostasis, the 

long non-coding RNAs (lncRNAs) involved in the regulation of apoptosis are largely 

unknown. 

 

In order to identify the lncRNAs that play a role in the regulation of apoptosis, HeLa 

cells have been used used as the model system in this study. Intrinsic and extrinsic apoptotic 

pathways were activated by two seperate agents.  When the total RNAs, which were isolated 

following the activation of the pathways, were subjected to deep sequencing, lncRNAs 

displated an expression profile unique to each ligand. Silencing of four candidate lncRNAs 

resulted in an increase in the rate of apoptosis in HeLa cells. Interestingly, there was an 

inverse correlation between the expression of the candidate lncRNA and its corresponding 

coding gene. A second round of transcriptomics study was conducted to unravel the changes 

in the expression profiles of genes upon the silencing of the candidate lncRNAs. This 

sequencing showed that especially the silencing of GTF2A1-AS causes changes in the 

expression of apoptotic genes. As a result, a novel ncRNA that regulates apoptosis has been 

identified and functionally characterized in HeLa cells. 
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1. GİRİŞ 

 

İnsan sağlığının korunmasında çok temel bir göreve sahip apoptozu kontrol eden bir 

dizi protein tanımlanmıştır (Gerner ve ark., 2000; Thiede ve Rudel, 2004; Hotchkiss ve ark., 

2009). Literatürde var olan bilgiler, proteinler yanında mikroRNA’ların apoptozu 

transkripsiyon sonrası aşamada düzenlediğini göstermektedir (Subramanian ve Ster, 2010). 

Bu alandaki en ilginç gelişmelerden bir tanesi ise, daha önce transkripsiyona uğramadığı için 

“çöp DNA” diye adlandırılan bölgelerden uzun kodlamayan RNA’ların (ukmRNA) üretilmesi 

ve bazı ukmRNA’nın apoptozu düzenleme ihtimalinin bulunmasıdır. Aslında genomdan 

fenotipe bağlı üretilen antisense RNA’larda göz önüne alındığında, apoptoz sadece regülatör 

proteinler ve miRNA’lar tarafından değil çok değişik türdeki ukmRNA’lar tarafından 

düzenlenebilmektedir. Literatürde özellikle DNA hasarına bağlı tetiklenen intrinsik yolağın 

düzenlenmesinde rol oynayan bazı ukmRNA’lar tanımlanmasına rağmen (Huarte ve ark., 

2010; Hung ve ark., 2011), sistemik bir yaklaşım kullanılmadığı için bu yolaktaki 

ukmRNA’ların tamamı bilinmemektedir. En önemlisi, ekstrinsik yolağın düzenlenmesinde 

görev yapan ukmRNA’lar hiç bilinmemektedir. Bu nedenlerden ötürü, apoptozu düzenleyen 

ukmRNA’ların kapsamlı bir şekilde tanımlanması sonucu intrinsik ve ekstrinsik yolakta rol 

oynayan ukmRNA’ların belirlenmesi önemlidir.  

 

2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

2.1 Apoptoz (Programlı Hücre Ölümü)  

 

Evrimsel olarak oldukça muhafaza edilmiş olan hücre ölümü, ihtiyaç fazlası hücreler 

ile sağlığı tehdit eden antijenlerin vücuttan uzaklaştırılması için oldukça gerekli bir hücresel 

işlevdir (Hotchkiss ve ark., 2009). Fizyolojik bir süreçte oluşması gereken hücre ölümünun 

yavaşlaması sonucu kanser ve otoimmun hastalıklar, hızlanması durumunda ise 

nörodejenaratif hastalıklar ve AİDS gibi hastalıklar şekillenebilmektedir (Chao ve ark., 2011; 

Ouyang ve ark., 2012; Singh ve ark., 2012). Bu sebeplerden dolayı hücre ölümünün 

mekanizmasının moleküler düzeyde anlaşılması, insan sağlığının korunması için çok 

önemlidir. 

 

Programlı hücre ölümü ilk defa 1965 yılında belirlenmesine rağmen (Lockshin ve 

Williams, 1965), apoptozun kontrolünde rol oynayan ilk molekül, morfolojik tanımlamadan 

ancak 27 yıl sonra tespit edilebilmiştir (Thornberry ve ark., 1992). Hücre ölümünde oluşan 

bozuklukların hastalıklara yol açtığının anlaşılmasından sonra, bu alandaki çalışmalar ivme 
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kazanmıştır. Bazen sınırları tam olarak çizilememekle birlikte, hücre ölümleri üç grup altında 

toplanmaktadır: nekroziz (Goldstein ve Kromer, 2007), otofaj (Eisenberg-Lerner ve ark., 

2009) ve apoptoz (Hotckkiss ve ark., 2009). Membran bariyerlerinin ya da hücre içi enerji 

kaynaklarının çok hızlı ve kitle halinde kaybedilmesi sonucu oluşan nekroz, organellerin ve 

hücrenin şişmesi, parçalanması ve sitoplazmik içeriğin dışarıya taşması ile karakterizedir. 

Otofaj ise çeşitli hücre organellerinin ve kompartmanlarının lizozomlar vasıtasıyla 

parçalanması anlamına gelmektedir. 

 

Apoptoz hücre içinden ve dışından gelen değişik sinyaller vasıtasıyla başlatılan 

biyokimyasal olaylar tarafından kontrol edilen programlı hücre ölümüdür (Elmore, 2007). C. 

elegans, Drosophila ve memelilerde yapılan çalışmalar, apoptozun bütün türlerde 

benzerlikler gösterdiğini ancak hücre türüne göre farklı kontrol noktalarının olduğunu 

göstermiştir. Genetik ve biyokimyasal çalışmalar, intrinsik ve ekstrinsik olmak üzere iki 

apoptotik yolak belirlemiştir (Şekil 1). Her iki yolakta da ortak yaşam (BAD) ve ölüm sinyalleri 

(BID, BIM, NOXA/PUMA) vardır. Apoptotik BAK/BAX (Wei ve ark., 2001) proteinleri ile 

antiapoptotik BCL-2 (BAKSHI ve ark., 1985) grubu proteinlerinin oranı apoptozu belirler. 

Değişik intrinsik ve/veya ektrinsik faktörler BAD (Zha ve ark., 1996), BID (Wang ve ark., 

1996), BIM (Puthalakath ve ark., 1999) ve NOXA/PUMA (Nakano ve Vousden, 2001) gibi 

apoptotik proteinleri aktive ederler. Bu proteinlerde, normalde BCL-2 (Bakshi ve ark., 1985), 

BCL-XL (Boise ve ark., 1993) ve MCL-1 (Kozopas ve ark., 1993) gibi antiapoptotik proteinler 

tarafından inaktif halde tutulan BAK ve BAX proteinlerini aktive ederler. BAX/BAK 

endoplazmik retikuluma girerek kalsiyum salınmasına ve dolayısıyla hücre şişmesine ve 

mitokondriye girerek ölüm sinyallerinin amplifikasyonuna neden olurlar. MCL-1 önemli bir 

kontrol noktası olup, BIM’e bağlı apoptozu önleyici etkisi vardır (Opforman ve ark., 2003). 

BAX ve BAK proteinlerinin mitokondride oluşturduğu deliklerden cytochrome (Cyt) c 

salınmasından sonra, APAF-1, cyt c (APAF-2) ve caspase-9 (APAF-3)  birleşerek 

apoptozomu oluştururlar (Li ve ark., 1997). Başlatıcı (initiator) caspase-9, efektör caspase 

enzimlerini aktive eder ve bu enzimlerde hücrede ki değişik proteinleri parçalayarak apoptoza 

yol açarlar. Caspase aktivitesi değişik proteinler tarafından kontrol edilebilir. Örneğin 

Drosophila’da caspase enzimlerini inaktive eden değişik IAP (inhibitor of apoptosis) 

proteinleri (Salvasen ve Duckett, 2002), memelilerde de SMAC/DIABLO (Du ve ark., 2000) 

ve OMI/HTRA2 (Suzuki ve ark., 2001) isimli 2 adet IAP proteini izole edilmiştir.  

 

Apoptoza uğrayan hücrelerde çekirdek koyulaşması ve DNA parçalanması gibi 

morfolojik değişiklikler olmaktadır. Memelilerde DNA parçalanması kaspaz tarafından aktive 

edilen CAD (caspase activated DNase) ve fagositlerin lizozomunda ki DNase II proteinleri 

tarafından gerçekleştirilir (Enari ve ark., 1998). Kaspaz aktivitesine bağlı olmayan 
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endonuclease G ve AIF (apoptosis-interacting factor) proteinleri de DNA parçalanmasına yol 

açabilir (Li ve ark., 2001). Bütün bu olaylar zincirinden sonra, apoptotik hücre üzerinde 

bulunan fosfatidilserin reseptörleri sayesinde bu hücreler “yenilmek” üzere tanınırlar ve 

fagositoz ile berteraf edilirler.  

 

Ekstrinsik faktörler üç önemli reseptör grubunu etkileyerek sinyal iletim yolunu aktive 

ederler; TNF (tumor necrosis factor), Fas ve TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) 

reseptörleri (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Her üç yoldaki ortak element ligandın bağlanması 

sonrası konformasyon değişikliğine uğrayan reseptörlerin sitoplazmik kısmında DISC (death 

inducing silencing complex) kompleksi oluşmasıdır. Bu kompleks, reseptörlerin sitoplazmik 

yarısında yer alan DD (death domain) ve DED (death effector domain) kısımları ile FADD 

adaptör proteini ve kaspaz-8 enzimi arasında oluşur. Lokal konsantrasyonu artan caspase-

8’in otoproteolitik aktivasyonu diğer caspase enzimlerinin (örneğin caspase-3 ve –7) 

aktivasyonuna yol açar.  

 

Evrimsel olarak korunmuş olan apoptozun düzenlenmesinde bir dizi regülatör protein 

ve mikroRNA’lar gibi küçük kodlamayan RNA’ların görev aldığı bilinmektedir (Hotchkiss ve 

ark., 2009; Su ve ark., 2015). Kendi yaptığımız çalışmalarda, miR-425 ve miR-17*’ın HeLa 

hücrelerinde kamptotesinle tetiklenen apoptozu düzenlediğini göstermiş bulunmaktayız. 

Proteomik analizler, yüzden fazla proteinin miktarında değişiklik olduğunu göstermiştir 

(Thiede ve Rudel, 2004). Genom projelerinin tamamlanmasına paralel olarak elde edilen 

transkriptom bilgileri ise genlerin (örneğin, apoptozu düzenleyen genler) sadece proteinler ve 

miRNA’lar tarafından değil uzun kodlamayan RNA’lar tarafından da kontrol edilebileceğine 

işaret etmektedir (Rossi ve Antonangeli, 2014).  

 

2.2 Uzun Kodlamayan RNA’lar 

 

Genom sekanslarının tamamlanmasına ve sekanslama tekniklerinde kaydedilen 

teknolojik ilerlemelere paralel olarak genomdan üretilen RNA transkriptleri daha iyi 

tanımlanmaya başlanmıştır (Birney ve ark., 2007). Genomik transkript tanımlama 

çalışmalarının en sürpriz sonuçlarından birisi, kompleks organizma olarak tanımlanan 

memelilerde dahi protein kodlayan transkript sayısının sanılandan çok daha az olmasıdır. 

Örneğin insan genomunun sadece %2’si mRNA üretiminde kullanılmaktadır (Frith ve ark., 

2005). Mevcut bilgiler genomun geri kalan kısmının boyut, miktar ve fonksiyonları değişen bir 

dizi protein kodlamayan transkript üretiminde kullanıldığını işaret etmektedir. Örneğin insan 

fibroblast hücrelerinin RNA içeriği derin sekanslamaya tabi tutulduğunda, RNA  
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Şekil 1. Apoptotik mekanizmada rol oynayan iç (intrinsic) faktörler. Apoptoz mekanizmasını tetikleyen değişik 
faktörler mavi üçgenlerle gösterilmiştir. Apoptozu tetikleyen/önleyen faktörler ve buna muteakip aktive edilen 
caspase enzimleri metin içerisinde açıklanmıştır (Danial ve Korsmeyer, 2004). 

 

transkriptlerinin %70’den fazlasının intergenik ve intronik bölgelerden geldiği görülmüştür 

(Mondal ve ark., 2010). Genom kapsamlı transkript üretilmesinin sadece insanla sınırlı 

olmayıp Drosophila, fare ve mayada da olduğu dolayısıyla milyonlarca yıl önce değişik 

ökaryot türlerinin ayrıldığı ortak ata canlılarda da bulunduğu düşünülmektedir. Genomun 

diğer kısımlarından üretilen bu transkriptlerin yüksek ökaryot kompleksliğini algılamakta 

önemli katkıda bulunacağı ileri sürülmektedir (Wilusz ve ark., 2009). 

 

Uzun kodlamayan RNA’lar (ukmRNA’lar), genomik bölgelerin transkripsiyonu sonrası 

RNA’ya çevrilen, biyolojik olarak öneme sahip ancak proteine dönüştürülmeyen 200 

nükleotitten büyük RNA molekülleridir (Costa, 2007). 200 nükleotitten küçük olanlar ise küçük 

RNA olarak adlandırılmaktadır. Moleküler biyolojinin santral dogmasına göre, bir hücre 

içerisinde bulunan tipik kodlamayan RNA’lar tRNA (taşıyıcı RNA), snRNA (küçük çekirdek 

RNA’ları), snoRNA (küçük çekirdekcik RNA’ları) ve rRNA (ribozomal RNA) gibi yapısal 

RNA’ları içermektedir. Bu RNA’ların dışında ilk kodlamayan RNA 1990 yılında farede 

tanımlanan H19 RNA’sıdır (Brannan ve ark., 1990). Maternal ifade edilen ve aşırı ifadesi 

ölümcül olan H19 RNA’sının biyolojik öneme sahip olduğu ve ilgili genetik lokusta oluşan 

defektlerin aşırı büyümeye yol açtığı gösterilmiştir. Genom dizilerinin çıkarılması ve derin 

sekanslama, tiling mikroarray ve ChIP-seq (chromatin immunoprecipitation sequencing) gibi 

metotsal gelişmelere paralel olarak ökaryotik transkriptomların sanılandan çok daha fazla 

kodlamayan RNA içerdiği algılanmaya başlamıştır.  7256 derin sekanslama verisinin bir 

araya getirildiği bir çalışmada, bir insan hücresinde 58,648 adet ukmRNA bulunduğu rapor 

edilmiştir (Klyer ve ark., 2015).  
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Bir RNA’yı kodlamayan RNA olarak sınıflandırmakta kullanılan kriterlerden en 

önemlisi açık okuma bölgesi (open reading frame) uzunluğudur (Dinger ve ark., 2008).  

Kodlamayan RNA’larda kısa açık okuma bölgeleri bulunma olasılığı ve veritabanlarında ki 

proteinlerin %95’den fazlasının 100 aminoasitten uzun bir boyuta sahip olması dikkate 

alınarak, 100 aminoasitten küçük açık okuma bölgesi içeren RNA’lar kodlamayan RNA 

olarak sınıflandırılmaktadır. Bazı uzun kodlamayan RNA’lar 100 aminoasitten uzun ancak 

fonksiyonel olmayan açık okuma bölgeleri içerebileceğinden, açık okuma bölgesi homolog 

varlığı göz önünde bulundurulmaktadır (Dinger, 2008). Ayrıca, aday RNA’da mRNA benzeri 

yapısal özellikler olup olmadığına da bakılmaktadır. Ancak belki de en sağlıklı yöntem 

deneysel olarak test yöntemidir. In vitro translasyon yöntemi kullanılarak RNA’nın retikülosit 

ekstraktları tarafından proteine dönüştürülüp dönüştürülmediği test edilebileceği gibi (Galindo 

ve ark., 2007) aşırı ifade edilen RNA’ların polizomlarda bulunup bulunmadığı araştırılabilir. 

Nitekim, protein kodlayan genler hücrelerde aşırı ifade edildiğinde, bu genlerden üretilen 

mRNA’ların polizomlarla etkileşmeleri gerekmektedir. 

 

2.2.1 Uzun Kodlamayan RNA’ların Sınıflandırılması 

 

Genomik konumları dikkate alındığında, bazı ukmRNA’ların protein kodlayan genlerin 

5’ ve 3’ uçlarından uzak bölgelerde, bazı ukmRNA’ların ise protein kodlayan genlerin 

promotör ve ilk intron ve ekzon bölgelerinden başlayarak sentezlendikleri görülmektedir 

(Moran ve ark., 2012). Bu grup RNA’lar sentezlendikleri genomik bölge ve yöne göre 3 

kategoride toplanmaktadır (Şekil 2); (1) Intergenik ukmRNA’lar, protein kodlayan genlerden 

uzak bölgelerden sentezlenmektedirler. Ehnancer bölgeleriyle etkişelebilmekle birlikte 

genellikle protein kodlayan genlerden bağımsız sentezlenmektedir; (2) NATs (Natural 

Antisense Transcripts, doğal ters yön transkriptleri) protein kodlayan genlerin 5’ ve/veya 3’ 

uçlarından sentezlenmekte ve genellikle ilgili genlere ters yönde bulunmaktadırlar. Ancak 

sense yönde olan transkriptlerde bulunmaktadır; (3) intronik ukmRNA’lar ise protein kodlayan 

genlerin intronik bölgelerinden üretilmektedir. 

 

Bu kadar geniş yelpazede değişik kodlamayan RNA üretilmesine rağmen, deneysel 

olarak fonksiyonları tanımlanmış kodlamayan RNA sayısı oldukça sınırlıdır. Ancak 

ukmRNA’ların cis ve trans formda gen regülasyonu, kromatin yapısını değiştiren proteinlerin 

yönlendirilmesi, X kromozom inaktivasyonu, genomik imprinting, nükleer kompartman 

oluşumu, çekirdekten sitoplazmaya molekül taşınması, öncül mRNA kırpılması ve 

translasyonal kontrol gibi oldukça değişik hücresel işlevlerde görev aldıkları gösterilmiştir 

(Wang ve Chang, 2011; Lee, 2012; Moran ve ark., 2012; Yoon ve ark., 2012). Biyolojik  
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Şekil 2. Uzun kodlamayan RNA’ların lokasyonları baz alınarak sınıflandırılması. A. LincRNA (long intervening 
RNA) protein kodlayan genlerden uzak lokuslardan sentezlenmektedir. B. NAT (natural antisense RNA) protein 
kodlayan genlerin tersi istikametinde (antisense) sentezlenmektedir. C. Intronik lncRNA (ukmRNA) ise protein 
kodlayan genlerin intronik bölgelerinden sentezlenmektedir (Moran ve ark., 2012) 

 
 

işlevleri araştırmak için yapılan çalışmalar, ukmRNA’ların hücre spesifik olarak ifade 

edildiğini, hücrenin değişik kompartmanlarında bulunabileceğini, gelişimi düzenlediğini ve 

hastalıklarla ilintili olduğunu göstermiştir (Wiluzs ve ark., 2009). Örneğin insanda HoxA 

lokusundan ifade edilen 231 intergenik kodlamayan RNA’nın %64’ü gelişime bağlı olarak 

farklı ifade edilmektedir (Rinn ve ark., 2007). UkmRNA’lar gelişim, dişilerde doz 

kompanzasyonu ve hücre siklüsü gibi fizyolojik olaylar yanında kanser, metabolik hastalıklar, 

nörodejeneratif hastalıklar, ve hipertansiyon gibi önemli hastalıkların patogenezinde de rol 

oynamaktadır (Wapinski ve Chang, 2011; Harries, 2012). 

 

 

2.2.2 Uzun Kodlamayan RNA’ların Gen İfadesindeki Rolleri 

 

  UkmRNA’ların en şaşırtıcı fonksiyonlarından bir tanesi transkripsiyonel regülatör 

olarak görev yapmalarıdır (Moran ve ark., 2012; Quinn ve Chang, 2016). Klasik anlamda 

transkripsiyonel regülasyon düşünüldüğünde ilk akla gelen protein ve DNA etkileşimleridir. 

Transkripsiyon sonrası fonksiyonel bir protein veya RNA üretilmediği halde, ukmRNA’ların 

transkripsiyonu sonrası kromatin yapısında meydana gelen lokal değişiklikler nedeniyle 

yakında bulunan protein kodlayan genlerin ifadesinde değişiklikler oluşabilmektedir 

(Katayama ve ark., 2005).  Bazen ise, bir ukmRNA’nın transkripsiyon ünitesinin bir kısmı 

protein kodlayan bir genin promotör veya gene kontrol bölgeleriyle çakışabilmektedir. Bu 

indirekt etkilerin yanında, ukmRNA’lar transkripsiyonu en az üç şekilde direkt olarak 

düzenleyebilirler (Şekil 3A-C). Birinci yöntemde, ukmRNA’lar transkripsiyon faktörlerini 

ve/veya ko-faktörlerini (örneğim kromatin düzenleyen proteinler, Şekil 3A) spesifik genomik 

lokuslara taşıyarak transkripsiyonu düzenlemektedirler. Epigenetik olarak bilinen bu tür 
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düzenlemelerde genomun nükleotit dizisinde bir değişiklik olmaksızın kimi genomik lokuslar 

spesifik olarak susturulmaktadır (Prasanth ve Spector, 2007). Örneğin, Airn uzun 

kodlamayan RNA’sı Slc22a3, Slc22a2 ve Igf2r genlerini kapsayan bölgeyi kaplayarak G9a 

metil transferaz enziminin bu lokusa taşınmasını sağlamaktadır (Sleutels ve ark., 2002). 

İkinci yöntemde, ukmRNA’lar normalde protein-protein etkileşim bölgeleri bulunmayan 

proteinlerin çekirdekte birbirleriyle etkileşimlerini tetikleyebilirler (Şekil 3B). Nükleer 

proteinlere bağlanan ukmRNA’lar, proteinlerin aktivitelerini değiştirebilirler, dimerizasyonunu 

indükleyebilirler veya çekirdek içerisindeki yerlerinin değişimini sağlayabilirler. Bu tür 

etkileşimler ko-faktörlerin gen kontrol bölgelerine taşınmasında önemli rol oynayacağı gibi, 

RNA kırpılmasında görevli proteinlerin aktivasyonunda da rol oynayabilirler. Örneğin, MALAT 

ukmRNA’sı çekirdekte özel bölgelere lokalize olmakta ve RNA kırpılmasında rol oynayan 

proteinler için ara yüz molekülü (scaffolding molecule) görev yapmaktadır (Tripathi ve ark., 

2010). Üçüncü yöntemde ise ukmRNA’lar transkripsiyon faktörlerinin gen promotör 

bölgelerine bağlanmalarını düzenleyebilirler (Şekil 3C). Örneğin, insan DHFR kodlamayan 

RNA’sı protein kodlayan DHFR promotörüne bağlanarak ilgili genin transkripsiyonunu 

baskılamaktadır (Martianov ve ark., 2007). 

 

 
Uzun kodlayaman RNA’ların gen regülasyonunda ki önemli görevlerinden birisi de 

küçük RNA üretiminde template görevi görmeleridir (Fejes-Toth ve ark., 2009; Quinn ve 

Chang, 2016). Tek bir transkriptten kökenlenen değişik küçük RNA’lar hücrenin değişik 

kompartmanlarında lokalize olarak birbirinden farklı fonksiyonları yerine getirebilirler. 

Örneğin, aslında uzun bir transkript olduğu bilinen ve X kromozom inaktivasyonunda rol 

oynayan Xist ve Tsix kodlamayan RNA’larından küçük RNA’larda üretildiği bildirilmiştir 

(Ogawa ve ark., 2008). İlginç bir şekilde bu küçük RNA’lar gen promotör bölgelerine ve/veya 

proteinlere bağlanarak transkripsiyonu düzenleyebilmektedirler. 

 

UkmRNA’lar dördüncü yöntemde gen ifadesini transkripsiyon sonrası aşamada 

kontrol edebilirler (Şekil 3B ve D). mRNA’ya veya proteinlere bağlanan ukmRNA’lar, 

mRNA’ların çekirdekten sitoplazmaya taşınma verimliliğini, sitoplazmada konumlanma 

bölgelerini veya translasyona uğrama oranlarını düzenleyebilirler. Örneğin, NRON 

ukmRNA’sı nükleositoplazmik taşıma proteinlerine bağlanarak NFAT transkripsiyon 

faktörünün çekirdekte birikmesini önlemektedir (Willingham ve ark., 2005). Arabidopsis’de 

yapılan bir çalışma ise IPS1 ukmRNA’sının miR-399’a bağlanarak ilgili miRNA’nın hedef 

PHO2 mRNA’sını düzenleme yeteneğini ortadan kaldırdığı gösterilmiştir (Franco-Zorrilla ve 

ark., 2007). 
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Şekil 3. Uzun kodlamayan RNA tarafından gen ifadesinin kontrolünde kullanılan değişik mekanizmalar. A. 
UkmRNA’lar kromatin yapısını değiştiren proteinler için yönlendirici ve yastık görevi görebilir. B. Protein-protein 
etkileşim domaini bulunmayan proteinler için arayüz görevi üstlenebilir. C. Transkripsiyon faktörlerine bağlanan 
ukmRNA’lar, ilgili faktörlerin promötör bölgelerine bağlanmalarını engelleyebilirler. D. miRNA’lara bağlanan 
ukmRNA’lar, ilgili miRNA’ların hedef mRNA’larına bağlanmasını engelleyerek gen ifadesini transkripsiyon sonrası 
aşamada düzenleyebilirler (Moran ve ark., 2012) 

 

 

2.3 Uzun Kodlamayan RNA’lar ve Apoptoz  

 

UkmRNA’ların gen regülasyonundaki potansiyel öneminin görülmesiyle birlikte, 

ukmRNA’ların insan hastalıklarındaki  rolü sorgulanmaya başlanmıştır. Bu çabalar, 

ukmRNA’ların kanser, metabolizm, obezite, nörodejeneratif ve psikiyatrik hastalıklar gibi 

birçok hastalığın oluşumuna katkıda bulunabileceğini göstermiştir (Harries, 2012; Wapinski 

ve Chang, 2012). 

 

Literatürde ukmRNA’ların apoptozu düzenlediğine dair sınırlı bilgiler mevcut olup 

daha ziyade kanser oluşumu çerçevesinde odaklanmaktadır. Sistemik bir inceleme 

olmaksızın bireysel bazı ukmRNA’ların miktarları ile kanser ve/veya apoptoz-hücre 

proliferasyonu arasında ilişki kurulmuştur. LOX-IMV1 melanoma hücrelerinde SPRY4-IT1 

ukmRNA’sının farklı ifade edildiği ve hücre invazyonu ve apoptozunda rol oynayabileceği 

gösterilmiştir (Khaitan ve ark., 2011). Açlığa bağlı stres şartlarında üretilen ukmRNA’ların 

belirlenmesi amacıyla yapılan bir çalışmada Gas5 (growth-arrest-specific 5) ukmRNA’sının 

miktarının arttığı ve glukokortikoid reseptörü vasıtasıyla strese bağlı apoptozda rol 
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oynayabileceği rapor edilmiştir (Kino ve ark., 2010). Hücre siklüsünde rol oynayan CDKN1A 

promotöründen sentezlenen ukmRNA’ların belirlenmesi için yapılan bir araştırmada, bu 

spesifik lokustan sentezlenen PANDA ukmRNA’sının NF-YA transkripsiyon faktörüyle 

etkileşerek apoptoz ve hücre siklüsünü düzenlediği gösterilmiştir (Hung ve ark., 2011). P53 

yolağında rol oynayan ukmRNA’ların belirlenmesi için farede yapılan bir çalışmada ise, Linc-

p21 ukmRNA’sının DNA hasarına bağlı p53 aktivasyonu ve apoptozun tetiklenmesinde rol 

oynadığı gösterilmiştir (Huarte ve ark., 2010). Ozgur ve ark., (2012) tarafından yapılan 

çalışmada ise, genotoksik ajanlarla muamele sonrası 10 aday ukmRNA’sından 7 adetinin 

miktarında değişimler olduğu gözlenmiş ancak fonksiyonel testler yapılmamıştır.  

 

Henüz sistemik bir yaklaşımla apoptotik hücrelerin ukmRNA’larında meydana gelen 

değişimler rapor edilmemiş olmakla birlikte bireysel bazı ukmRNA’ların apoptotik yolaklara 

olan etkileri rapor edilmiştir. Örneğin, çekirdeğe lokalize olan Saf (antisense of Fas) 

ukmRNA’sı Fas reseptör öncül mRNA’sının kırpılmasını düzenleyerek ekzon atlanmasına ve 

akabinde Fas ile tetiklenen apoptoza dirence yol açmaktadir (Villamizar ve ark., 2016). 

Böbrek tümör hatlarında yapılan bir çalışmada ise, INXS ukmRNA’sının apoptotik hücrelerde 

miktarının arttığı ve ilgili ukmRNA’nın susturulması sonrası kaspaz 3, 7 ve 9 aktivitelerinde 

azalma olduğu görülmüştür (DeOcesano-Pereira ve ark, 2014). Bu ukmRNA’nın apoptotik 

yolağı BCL-XS yoluyla düzenlediği belirlenmiştir. 

 

Literatürde mevcut bilgiler apoptozun düzenlenmesinde ukmRNA’ların rol 

oynayacağını işaret etmekle birlikte, mevcut veriler daha ziyade kanser ve DNA hasarına 

bağlı çalışmalardan elde edilmiştir. Bütünsel bir yaklaşım kullanılarak, sistemik olarak 

intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolakların tetiklenmesinde rol oynanan ukmRNA’ların tamamı 

belirlenmemiştir. Özellikle ektrinsik yolağın düzenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’lar 

bilinmemektedir. HeLa, Jurkat ve MCF-7 hücrelerinin kullanıldığı bu çalışmada intrinsik ve 

ekstrinsik yolaklar paralel olarak tetiklenerek, ukmRNA’ların miktarında meydana gelen 

değişimler derin sekanslama yöntemiyle belirlenmiştir. Aday ukmRNA’lar HeLa hücrelerinde 

susturularak apoptozda rol oynadıkları direkt olarak incelenmiştir. Ayrıca, aday ukmRNA 

susturulması sonrası transkriptom analizi yapılarak, aday ukmRNA’ların hangi hedef genleri 

düzenledikleri belirlenmiştir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Memeli Hücrelerinin Bakımı ve Apoptoza Uğratılması  

 

HeLa, Jurkat ve MCF-7 hücreleri DSMZ GmbH’dan temin edilmiş ve RPMI 1640 (L-

Glutamin ilaveli, Gibco) besiyerinde nemli ortamda 5% CO2 ve 37°C inkubatorde 

büyütülmüştür. Besiyerine 10% inaktif fetal bovin serum (FBS) (Gibco) ve 1% penisilin-

streptomisin (Gibco) takviye edilmiştir. HeLa hücreleri her iki günde 1/3 veya 1/4 (2.0 – 2.5 x 

106 hücre) oranında ekilmiş ve kullanım gerektirdiği durumlar Trypsin-EDTA (Gibco, 0.25%) 

ile kaldırılmıştır. 

 

Hücrelerin apoptoza uğratılması için altı kuyucuklu plaklar kullanılmıştır (Sarsted). 0,3 

X 106 adet HeLa hücresi kuyucuklara ekildikten sonra sonra 1 gün büyütülmüştür. Bir sonraki 

günde apoptozu tetikleyen ajanlarla muamele edilerek zaman ve doz kinetik analizleri 

yapılmıştır. Her bir muamele en az 3 defa tekrarlanarak Student’s T test analizine tabi 

tutulmuştur. DMSO içerisinde 83,2 mM stok olarak hazırlanan sisplatin (SantaCruz), 

kimyasal kararsızlığı nedeniyle her kullanımda taze olarak hazırlanmıştır. 2-320 uM doz ve 4-

24 saatlik zaman aralığı test edilmiştir. Dnaz ve Rnaz içermeyen suda çözünen ve 5 mM stok 

halinde hazırlanan doksorubisin solüsyonları -20 C̊’de saklanmıştır. Apoptozu tetiklemek için 

0,0625-32 uM doz ve 4-24 saat zaman aralığı kullanılmıştır. TNF-alfa ligandı tek başına 

HeLa hücrelerinde apoptozu tetiklemek için yeterli olmadığı için sikloheksimid ile birlikte 

kullanılmıştır. Sikloheksimid toksisitesi 5-80 ug/mL doz ve 4-24 saat aralıklarında test 

edildikten sonra TNF-alfa ile apoptozu tetiklemek için 1-125 ng/mL doz aralığı kullanılmıştır. 

Benzer zaman aralıkları kullanılarak 0,125-2 ug/mL dozlarında Fas antikoru ile apoptoz 

tetiklenmesi sağlanmıştır. 

 

3.2 Apoptozun Akış Sitometresi, Floresan Mikroskopi ve Hücre Sayım Cihazı İle 

Belirlenmesi 

 

Değişik doz ve zaman aralıklarında ligandlar ile muamele edilen hücrelerde meydana 

gelen apoptotik değişimler primer olarak akış sitometresinde incelenmiştir (Applied 

Biosystems Attune veya BD FACS). Erken apoptotik evredeki hücreler Aneksin V (BD), geç 

apoptotik evredeki hücreler ve ölü hücreler ise 7AAD (BD) ile boyanarak karakterize 

edilmiştir.. Boyama için Aneksin V PBS ile 1:5, 7AAD ise PBS ile 1:10 oranında dilue 

edilmiştir. Boyanacak hücreler Tripsin ile kaldırıldan sonra PBS ile iki defa yıkanıp yeteri 

miktarda (200-300 µl, en az 50 µl) Aneksin bağlanma tamponunda çözülüp 50 µl boyama için 
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eppendorfa aktarılmıştır. Hücreleri içeren eppendorflara her bir boyadan uygun dilüsyonda ki 

boyadan 5 µl eklenip 15 dk karanlıkta oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyonu 

takiben numunelere 200 µl PBS daha eklenip analiz akış sitometresinde okuma işlemine 

geçilmiştir. Analiz sonucunda sadece Aneksin V pozitif hücreler erken apoptoz evresinde; her 

iki boyanın pozitif olduğu hücreler geç apoptoz evresinde; sadece 7AAD pozitif olan hücreler 

ölü/ölmekte olan hücreler; her iki boyanın negatif olduğu populasyon ise canlı hücreler olarak 

kabul edilmiştir. 

 

Apoptozun ve floresan boyamanın doğrulanması için Floresan Mikroskopu 

kullanılmıştır. Akış Sitometresi analizinde kullanılan boyama prosedürüyle hazırlanan 

öeneklerden 10 ul hücre-boya karışımı lamele yayılıp lamel ile kapatıldıktan sonra  Olympus 

IX70 (Filtre 2 7AAD için ve Filtre 4 Aneksin V için) Floresan Mikroskopu ile analiz edilmiştir. 

Gerekli olduğu durumlarda sadece tripan mavisi ile geç apoptotik evredeki hücreleri 

belirlemek için hücre sayım cihazı kullanılmıştır. Tripsinle kaldırılmış hücreler 5 dk satrifüj 

(800 RPM) sonrasında 1 ml PBS ile yıkanıp tekrar satrifüj yapılmıştır. Üst fazı atılıp hücreler 

yeteri miktarda PBS ile seyreltilip 10 µl numune eşit miktarda tripan mavisi (1:1 dilusyon, 

Invitrogen) ile karıştılmıştır. Karışımdan 10 µl Countess Slide Chamber’lara yerleştirildikten 

sonra Countess (Invitrogen) hücre sayımı cihazı ile ölü-diri hücrelerin oranı (yüzde olarak) 

belirlenmiştir. Tripan mavisine içine almış hücreler ölü veya ölmekte olan hücreler kabul 

edilmiştir. 

 

3.3 Hücrelerin GapMer ile Transfeksiyonu 

 

Transfeksiyonun gerçekleştirileceği bir önceki geceden HeLa hücreleri (20.000 

hücre/kuyucuk) 24 kuyucuklu plakalara ekilmiştir. Transfeksiyon zamanında besi yeri 

değiştirilerek serul ilaveli besi yeri ile hücreler transfeksiyona hazır hale getirilmiştir. 

Transfeksiyon reaktifi (FuGENE HD) ile aday ukmRNA’ların susturulmasında kullanılacak 

GapmeR’lerin (Exiqon) hibridizasyonu serum ilavesiz besiyerde gerçekleştirilmiştir. 

Reaksiyon hacmi toplam olarak 100 ul’ye (her kuyucuk için) ayarlanmıştır. İlk önce oda 

sıcaklığındaki 98 µl besiyeri bir eppendorf tüpe eklendikten sonra üzerine 0,5 ul Gapmer 

(0,01 mM) eklenip çok kısa vortekslenmiştir. Besiyeri-GapmeR karışımının üzerine oda 

sıcaklığına getirilip vortekslenmiş 1,5 ul transfeksiyon reaktifi eklenip kısa bir süre 

vortekslenmiş ve 15 dk oda sıcaklığında inkube edilmiştir. Besiyeri-GapmeR-Transfeksiyon 

reaktifi karışımı inkubasyon sonunda kuyucuğa damlatma yöntemiyle eklenip her tarafa eşit 

dağılımını sağlamak için çok kısa sekiz yazar gibi karıştırılmıştır. Transfeksiyon işleminin 

tamamlanmasına müteakip plakalar inkubatore (37 C̊, %5 CO2, nemli) konulup 48-72 saat 

inkübe edilmiştir. 
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3.4 Toplam RNA İzolasyonu ve Kalite Kontrol Analizleri 

 

 Hücreler tripsin-EDTA ile kaldırıldıktan sonra soğuk PBS ile iki defa yıkanmıştır. PBS 

ortamdan tamamen uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin üzerine 1 mL TRIzol (Life 

Technologies) eklenmiştir. Hemen izolasyon yapılamayan durumlarda hücre lisatları -80 ̊C’de 

saklanmış ve ekstraksiyon öncesi oda sıcaklığında 5 dk inkübe edilerek nükleoproteinlerin 

tamamen ayrışmaları sağlanmıştır. Akabinde lisata her bir mL TRIzol için 0,2 mL Rnaz 

içermeyen kloroform (Sigma) ekledikten sonra numuneler 15 saniye elde çalkalanmış ve 2-3 

dk oda sıcaklığında inküne edilmiştir. 12.000 xg’de 15 dk santfifügasyon sonrası üst sıvı faz 

yeni bir tüpe aktarılmış ve RNA’lar 0,5 mL izopropanol ile çöktürülmüştür. Etanol ile yıkanan 

pelet hava ile 5-10 dk kurutulduktan sonra Dnaz ve Rnaz içermeyen suda çözündükten sonra 

daha sonraki kullanıma kadar -80 ̊C’de saklanmıştır.  

 

 RNA kalite kontrol analizleri için öncelikle NadoDrop (Thermo Scientific) ile 

spektrofotometrik analiz yapılmıştır. A260/280 ve A260/230 değerleri sırasıyla protein ve alkol 

kontaminasyonlarını değerlendirmek için kullanılmıştır. Bu oranların sırasıyla yaklaşık 2 ve 

2,0-2,2 arasında olmasına özen gösterilmiştir. Gerekmesi durumunda RNA’lar %1’lik agaroz 

jelde yürütülerek görsel kalite kontrolüne tabi tutulmuştur (smear olmaması ve 18/28S rRNA 

bantlarının keskinliği). Derin sekans analizinde kullanılacak RNA’lar hizmet alımı yapılan 

firma tarafından Bioanalyzer ile daha detaylı kalite kontrol analizine tabi tutulmuştur. Bu 

analizlerde RIN (RNA Integrity Number) sayıları 7-10 aralığında olan RNA örnekleri derin 

sekans analizinde kullanılmıştır. 

 

3.5 Derin Sekan Analizleri 

 

Apoptotik hücrelerde farklı ifade edilen ukmRNA’ları belirlemek için sisplatin, 

doksorubisin, TNF-alfa ve Anti-Fas ligandlarıyle muamele edilen HeLa hücrelerinden elde 

edilen toplam RNA’lar derin sekans analizine tabi tutulmuştur. Hiçbir şey ile muamele 

edilmeyen hücreler kontrol olarak kullanılmıştır. Her bir numune üç tekrarlı hazırlandığından 

toplam 15 numune derin sekans için İsviçre’nın Fasteris firmasına gönderilmiştir (Illumina 

platformu). 

Aday ukmRNA’ların gen ifadesini nasıl düzenlediklerini anlayabilmek için, aday 

ukmRNA’ların susturulduğu örneklerde kodlayan genler için ikinci bir RNA-seq çalışması 

yapılmıştır. Bu çalışmada her bir muamele için üçer replika hazırlanmıştır. Negatif Gapmer ile 

tranfekte edilen hücreler kontrol olaral kullanılmıştır. Sadece sisplatin ile muamele edilen 

hücreler pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 3 aday Gapmer ile transfekte edilen hücreler ise 
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test amaçlı kullanılmıştır (3+3+9=15 örnek). Bu analiz içinde Fasteris firmasından hizmet 

alımı yapılmış ve Illumina platformu kullanılmıştır. 

 

3.6 Biyoinformatik Analizler 

 

 Kütüphanelerin sekanslanması sonrası elde edilen veriler öncelikle Bowtie ve TopHat 

programları kullanılarak insan genomunun GRCh37 versiyonuna eşleştirilmiştir. Eşleştirme 

sonrası elde edilen BAM dosyaları Cufflinks ile incelenerek transkriptler tanımlanmıştır. 

Akabinde Cuffdif programıyla ilgili transkriptlerin miktarları, karşılaştırmalı analizi ve 

istasistikleri yapılmıştır. Kontrole göre ifadesinde farklı olan ukmRNA’lar listelenmiş ve ilginç 

adaylar qPCR için seçilmiştir. 

 

3.7 Real Time PCR Analizleri 

 

RT-PCR öncesinde 1µg total RNA DNA eliminasyonu (RT2 Fırst Strand Kit, QIAGEN) 

işlemine maruz bırakılmıştır. Bu amaçla 8 µl (1 µg) RNA örneklerine 2 µl gDNA Elimination 

Mix eklenip 5 dk 42 ̊C inkube edilmiştir. Daha sonra buzda 2 dk bekletildikten sonra 10 µl 

cDNA miks (dH2O, primer, Revers Transkriptaz) eklenip 1 saat 37 ̊C’de inkübe edilmiştir. 

Enzimatik reaksiyonları, örneklerin 95 ̊C’de 5 dk inkübe edimesiyle durdurulmuş ve örnekler 

buzda 5 dk bekletilmiştir. Her bir reaksiyona 91 ul dH2O eklenmiştir. Oluşan karışımdan 2 µl 

cDNA, 0,5 µl uygun primer, 3,75 µl dH2O ve 6,25 µl qPCR Master Mix (QIAGEN) karıştırılıp 

uygun plakalarına aktarılmıştır. Kısa santrifüj sonrasında plaka LightCycler 480 (Roche) 

ekipmanına yerleştirilip analiz edilmiştir. Cihaz programı: 1 cycle 10 dk 95 ̊C, 40 cycle 15 sn 

95 ̊C ve 1 dk 60 ̊C, ve 1 cycle 10 dk erime eğrisi olacak şekilde ayarlanmıştır. Her bir 

reaksiyon 3 replika şeklinde hazırlanmış, RT olmayan örnekler negatif kontrol olarak 

kullanılmıştır. Veriler GAPDH’e göre normalize edildikten sonra student’s T test ile istatistiki 

analize tabi tutulmuştur. 

 

 

3.8 Western Blotlama 

 

Toplam protein izolasyonu için RIPA tamponu (Cell Signalling) kullanılmıştır. Tripsin 

ile kaldırılmış hücreler 2 defa soğuk PBS ile yıkandıktans onra üzerlerine RIPA (50 µl /106 

hücre) ve  100X ptoteaz kokteyl (SantaCruz) (1X olacak şekilde) eklenip 20 dk buz üzerinde 

bekletilere parçalanmıştır. Oluşam süspansiyon 10 dk 4 °C’de 14.000 rpm’de santrifüj 

edildikten sonra süpernatan 2 veya üçe bölünüp kullanıma kadar -80 °C dolabında muhafaza 

edilmiştir. Protein konsantrasyonu Bradford Assay ile belirlenmiştir. 
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Hücre lizatları 4X protein yükleme boyası (40% gliserol, 240 mM Tris/HCl pH 6.8, 8% 

SDS, 0.04% bromfenol mavisi, 5% beta-merkaptoetanol) ile uygun oranda karıştırılıp 5 dk 95 

°C’de kaynatılmıştır. Sonrasında örnekler %5 üst/%15 alt SDS jelde [dH20, tampon çözelti: 

30% Akrilamid (Sigma), 10% SDS (Applichem), TEMED (Sigma), 10% APS (Applichem)] 2 

saat 100 V’da yürütücü tamponla [25 mM Tris, 192 mM Glisin, 1% SDS (a/h)] yürütülmüştür. 

Her defasında iki jel hazırlanarak  jellerden bir tanesi Coomassie Mavisi solüsyonu [1 mg/ml 

Coomasie Mavisi (Sigma), 10% asetik asit (h/h), 30% metanol (h/h)] ile boyanarak protein 

bantları görsel olarak incelenmiştir. Diğer jel ise Whatman ve PVDF membranı (Milipore) 

arasında ‘sandviç’ yapılıp bir gece transfer tamponunda [25 mM Tris, 190 mM glisin and %20 

metanol (h/h)] 30 V uygulanarak proteinlerin membrana geçişi sağlanmıştır. Transfer 

işleminin kontrolü için membran Poncea S [0.1% (a/h) Ponceau S in 5% (h/h) asetik asit] 

boyası ile 30 dk inkube edildikten sonra 10 dk distille su ile yıkanarak proteinlerin transfer 

verimliliği incelenmiştir. Daha sonra filtreler membran bloklama tamponu (1X TBS, 0.05% 

Tween20, 0.5% yağsız kuru süt) ile 1 saat boyunca oda sıcaklığında çalkalayıcıda 

bloklanmıştır. Uygun primer antikor 1:5000 oranında %0,5 süt/%0,05 Tween20/1X TBS 

içerisinde dilue edilerek membran ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkubasyon 

sırasında solüsyon çalkalanmıştır. Ardından 45 dk boyunca en az 5 defa 1x TBS-Tween20 

ile membranlar yıkanmıştır. Sekonder primerle bir sonraki saat oda sıcaklığında 

çalkalandıktan sonra yıkama işlemi tekrar edilmiştir. Son olarak görüntüleme için 

kemilüminesan SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) 

membrana 500 µl civarında eklenip 2 dk karanlıkta inkübe edildikten sonra VersaDoc MP 

4000 Molecular Digital Imaging System (BioRad) (IYTE BioMer) veya Fusion SL (PEQLAB) 

cihazı kullanılaraktan görüntü alınmıştır. 
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4. BULGULAR 

 

4.1 HeLa Hücrelerinde Apoptozun Tetiklenmesi 

 

Proje önerisinde belirtildiği üzere, insan hücrelerinde apoptozu tetiklemek için HeLa 

hücreleri model olarak seçilmiştir. Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik olmak üzere iki ana yolak 

ile tetiklenebileceğinden, her iki yolağı tetiklemek için iki ayrı ajan seçilmiştir: Intrinsik yolağı 

tetiklemek için sisplatin ve doksorubisin ajanları; ekstrinsik yolağı tetiklemek için anti-fas ve 

TNF-alfa ligandının kullanılması önerilmiştir: 

 

4.1.1 Sisplatin İle İnstrinsik Yolağın Tetiklenmesi 

 

Literatür bilgileri dikkate alındığında 5 µM sisplatin konsantrasyonu apoptozu 

tetiklemek için yeterli olmakla birlikte, ilk yaptığımız denemeler bu dozun HeLa hücrelerinde 

apotozu tetiklemek için yetersiz olduğunu göstermiştir. Bu nedenle daha yüksek dozlar 

denenerek 16 saatlik kültür koşulları oluşturulmuştur. Apoptoz oranları akım sitometresinde 

Annexin V (fosfatidil serin eksternalizasyonu ve dolayısıyla erken apoptotik evre) ve 7AAD 

boyaması (DNA fragmantasyonu ve dolayısıyla geç apoptotik evre) yapılarak ölçülmüştür. 

Şekil 4’te görüldüğü üzere, 16 saatlik kültürlerde HeLa hücrelerinin apoptoz oranlarında 

(Apoptoz oranı= AnnexinV pozitif hücreler +  AnnexinV-7AAD duble pozitif hücreler) doza 

bağlı bir artış görülmüştür. Kontrol hücrelerinde apoptoz oranı %6,7 iken, bu oran 80 µM 

sisplatin muamelesi ile %50’ye ulaşmıştır (Şekil 4B). Kantitatif bir ölçüm olmamakla birlikte, 

destekleyice veri sağlaması açısından, apoptozu ölçmek için ayrıca tripan mavisi ile boyama, 

Countess hücre sayım cihazı ile ölçüm ve floresan mikroskopide kullanılmıştır (Şekil 4C).  

 
4.1.2 Doksorubisin İle İnstrinsik Yolağın Tetiklenmesi 

 
Ön çalışmalar kısa süreli doksorubisin uygulamalarının apoptozu tetiklemek için 

yeterli olduğunu göstermiştir (2-8 saat). Bu bulgular ve literatür bilgileri ışığında, 0.5-32 uM 

doksorubisin kullanılarak 4 saatlik kültürler dizayn edilmiş ve hücrelerin apoptoz oranları 

akım sitometresi ile ölçülmüştür. Sisplatinle muamele de olduğu üzere, kalitatif olarak tripan 

mavisi ile boyama, Countess cihazı ile hücre sayımları ve floresan mikroskop ile görüntüleme 

de yapılmıştır. Kantitatif flow sitometrik analizler baz alındığında, Şekil 5’te görüldüğü üzere, 

HeLa hücrelerinin apoptoz oranlarında doza bağlı bir artış görünmektedir. 
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A 

 

B 

            

C 

 
Şekil 4. HeLa hücrelerinde sisplatin doz tespiti. (A) 1 milyon HeLa hücresi 16 saat boyunca değişik 

konsantrasyonlardaki sisplatin ile apoptoza uğratıldı ve Akış Sitometri yardımıyla fenotipe dayalı analiz edildi. 
Annexin V ve 7AAD  floreasn boyalarıyla sağlıklı, apoptotik, ve ölü hücreler ayırt edildi. Her muamele üç defa 
tekrar edildikten sonra student t test analizi uygulanmıştır. İlaç eklenmeyen hücreler kontrol olarak kullanılmıştır. 
(B) Akış sitometresi dot blot analizi. Apoptoz oranlarının hesaplanmasında, Annexin V single pozitif ve Annexin-

7AAD çift pozitif hücrelerin toplamı kullanılmıştır (kontrolde %6.7 iken ajanla muamele sonrası %50). (C) Floresan 
mikroskopik analiz. 
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A 

 

B 

           

C 

 
Şekil 5. HeLa hücrelerinde doksorubisin doz tespiti. (A) 1 milyon HeLa hücresi 4 saat boyunca değişik 

konsantrasyonlardaki doksorubisin ile muamele edilerek apoptoza uğratılmış ve Akış Sitometri yardımıyla Şekil 
4’te açıklandığı şekikde fenotipe dayalı analiz edilmiştir. (B) Akış sitometresi dot blot analizi. (C) Elektron 
mikroskopik görüntüler. 
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Şekil 6. HeLa hücrelerinde anti-fas zaman tespiti. (A) 1 milyon HeLa hücresi değişik zaman aralığında 0.5 

ug/mL anti-fas antikoruyla (milipor) muamele edilerek apoptoza uğratılmış ve Akış Sitometri yardımıyla fenotipe 
dayalı analiz edilmiştir. Annexin V ve 7AAD boyamalarının yardımıyla sağlıklı, apoptotik ve ölü hücreler ayırt 
edilmiştir. Her muamele üç defa tekrar ediltikten sonra ortalama ve standart sapma hesaplanmıştır. İlaç 
eklenmeyen hücreler kontrol olarak kullanılmıştır. (B) 72 saat süreyle 0.5 ug/mL anti-fas antikoruyla muamele 
edilen HeLa hücrelerinin Akış sitometreside dot blot analizi.  
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Doksorubisin ile muamele edilen hücreler sisplatin ile muamele edilen hücrelerden farklı 

davranmakta ve sadece Annexin V pozitif olmadan direkt Annexin-7AAD çift pozitif 

olmaktadırlar. Bu nedenlede 2 uM doz sonrası hücrelerin büyük bir kısmı (%90 üzeri) 

Annexin-7AAD çift pozitif olarak kalmaktadırlar. Şekil 5A’da sunulan veri dikkate alındığında, 

HeLa hücrelerinde apoptozu tetiklemek için 4 uM doz ve 4 saatlik muamelenin uygun olduğu 

kararına varılmıştır. Bu verinin flow sitometrik analizi Şekil 5B’de, floresan mikroskopik 

analizin ise Şekil 5C’de sunulmuştur.  

 

4.1.3 Anti-Fas İle Ekstrinsik Yolağın Tetiklenmesi 

 

Literatür verileri ve ticari firmanın önerileri dikkate alınarak 0.5 ug/mL doz kullanımı için doğru 

zamanın belirlenmesi amaçlanmıştır. Kullanılan antikorun oldukça pahalı olması nedeniyle 

kısmen sınırlı saat aralığı seçilmiş ve 24-72 zaman aralığında kültürler konulmuştur. 0.5 

ug/mL doz kullanımı 72 saat sonunda  %19,7 (%7,8 AnnexinV + %11,9 Annexin-7AAD 

pozitif) apoptoza yol açmıştır (kontrolde % 5,8) (Şekil 6). 72 saatlik anti-fas muamelesine tabi 

tutulan hücrelerdeki apoptoz oranının flow sitometrik analiz verisi Şekil 6B’de sunulmuştur. 

Bu kadar uzun süreli muamele sonucu dahi apoptoz oranının %20 civarında kalması literatür 

verileriyle oldukça uyumludur (Hippe ve ark., 2008). HeLa hücreleri az FAS reseptörü 

içerdiğinden Jurkat hücreleri gibi duyarlı olmamaktadırlar. Bu nedenle kültür koşulu olarak 

0,5 ug/mL ajan ve 72 saatlik süre seçilmiştir. 

 

4.1.4 TNF-alfa İle Ekstrinsik Yolağın Tetiklenmesi 

 

TNF-alfa proje önerisinde ekstrinsik yolağı tetiklemek için ikinci ajan olarak seçilmiştir. 

Bu amaçla 1-1000 ng/ml dozlarında 4 ve 24 saatlik kültür koşullarında ajan ile muameleler 

yapılmıştır. Ancak hiçbir doz ve zaman aralığında, kontrol hücrelerine göre artış gösteren bir 

apoptoz oranı belirlenememiştir (Şekil 6A). Yapılan literatür araştırmasında HeLa 

hücrelerinde TNF-alfa ile eksternal yolağın tek başına tetiklenemediği, bunun için ikincil 

ajanların (örneğin protein sentezini bloklayan emetin (Fraisse ve ark., 1998) kullanılması 

önerilmektedir. Bu bağlamda sikloheksimid ile kombine edilerek 8 saatlik kültürler 

konulmuştur. Bu ligandın çok pahalı olması nedeniyle kontrolde görülen %5’lik ölümle 

karşılaştırıldığında TNF-alfa/sikloheksimik ile uyarılan %35’lik ölümün yeterli olacağı şeklinde 

değerlendirilmiştir. 
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Şekil 7. HeLa hücrelerinde TNF-alfa/sikloheksimid ile apoptozun tetiklenmesi. 0,5X106 HeLa hücresi ilaç 
muamelesinden 24 saat önce altı kuyucuklu flasklara ekilmiştir. Ertesi gün dört (A) veya sekiz (B) saat süreyle 

TNF-alfa ile muamele edilmiştir. Akım sitometresi kullanılarak fenotipe dayalı apoptotik, canlı ve ölü hücre 
yüzdeleri belirlenmiştir. CHX, sikloheksimid.  (C) 125 ng/mL TNF-alfa (10 ug/mL sikloheksimid ile birlikte) 

muamelesinin akım sitometrisi dot blot analizi. 
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4.1.5 Apoptotik Yolakların Tetiklenmesinin Western Blotlamayla Analizi 

 

Her bir ajanla muamele sonrası gerekli yolakların tetiklendiğinin anlaşılması için 

apoptozun tetiklendiğinin önemli göstergelerinden olan kaspaz-8, -9, ve 3 aktivasyonuna 

bakılmıştır. Öncelikle doğru birincil ve ikincil antikor konsantrasyonlarının tespiti için bir dizi 

ön çalışmalar yapılmıştır. Deneysel optimizasyon sağlandıktan sonra yapılan çalışmalarda 

(Şekil 8) ektrinsik yolağın TNF veya Fas ile aktivasyonu kaspaz 8 aktivasyonuna neden 

olmuştur. Buna karşın doksorubisin ve CP kısmen daha az aktivasyona yol açmıştır. Kaspaz 

9 normalde intrinsik yolağın tetiklenmesinde aktive olmaktadır. Sisplatin ile muamele sonrası 

beklendiği üzere prokaspaz 9’un azaldığı görülmektedir. Ancak TNF ve Fas muamelesi de 

muhtemelen çapraz konuşma ile kaspaz 9 aktivasyonuna neden olmaktadır. TNF akabinde 

dramatik bir şekilde kaspaz 3 aktivasyonu görülmekle birlikte bu aktivasyon deneyin yapıldığı 

koşullarda sisplatin için sınırlı görülmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8. HeLa hücrelerinde apoptos sonrası kaspaz aktivasyonu. 1 milyon HeLa hücresi Şekil 2’de belirtilen 

koşullarda apoptoza uğratılmış ve RIPA solüsyonuyla protein ekstraktı elde edilmiştir. 50 ug ekstrakt %10’luk 
SDS-PAGE jelde yürütüldikten sonra kaspaz 8 (Casp-8), kaspaz 9 (Casp-9) ve kaspaz 3 (Casp-3) antikoruyla 
inkübe edilmiştir. Beta aktin (b-Actin) normalizasyon için kullanılmıştır. Dox, doksorubisin; CP, sisplatin. 
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4.1.6 Jurkat Hücrelerinde Apoptotik Yolakların Tetiklenmesi 

 

Farklı ifade edilen uzun kodlamayan RNA’ların hücre-spesifik bir ifadeye tabi olup 

olmadıklarını araştırmak için adayların ifadeleri HeLa hücreleri yanında Jurkat ve MCF-7 

hücre hatlarında da bakılmıştır. Bu hücre hatlarıdna da HeLa hücrelerine benzer bir doz 

kinetiği gözlenmiştir.  Örneğin, Jurkat hücrelerinde 100 uM sisplatin 16 saat sonunda %44,9 

apoptoza yol açmıştır (Şekil 9A). Dört saatlik doksorubisin muamelesi 4 uM konsantrasyonda 

%57 oranında apoptoza yol açarken (Şekil 9B) anti-Fas uygulaması 1 uM konsantrasyonda 

%19,6 oranında apoptoza neden olmuştur (Şekil 9C). 

 

    A      B 

 

 
C 

 

 

Şekil 9. Jurkat hücrelerinde sisplatin, doksorubisin ve anti-Fas ile apoptozun tetiklenmesi. 0,5X106 Jurkat 

hücresi ilaç muamelesinden 24 saat önce altı kuyucuklu flasklara ekilmiştir. Ertesi gün değişik konsantrasyonlarda 
sisplatin (Panel A, 16 saat), doksorubisin (Panel B, 4 saat) ve anti-Fas antikoruyla (Panel C, 16 saat) muamele 
edilmişlerdir. Akım sitometresi kullanılarak fenotipe dayalı apoptotik, canlı ve ölü hücre yüzdeleri belirlenmiştir. 
Her bir deney en az 3 kez tekrarlanmış ve Student’s t test analizine tabi tutulmuştur. 
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4.2 Derin Sekanslama İle Farklı İfade Edilen ukmRNA’ların Belirlenmesi 

 

 Apoptozun regülasyonunda rol oynayan ukmRNA’ları belirlemek için daha kapsamlı 

olması bakımından derin sekans analizi kullanılmıştır. Bu bağlamda öncelikle HeLa hücreleri 

4.1’de ifade edilen doz ve zaman aralığında 4 farklı ligand ile muamele edilmiştir. Böylece 

apoptozun düzenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’ların farklı ifadeleri sağlanmıştır. Buna 

müteakip ilgili hücrelerden RNA izole edilip derin sekans analizi yapılmıştır. Hiçbir ligand ile 

muamele edilmeyen hücrelerde tespit edilen ukmRNA ifade miktarı baz alınarak ifadelerinde 

farklılık olan aday ukmRNA’lar dokümante edilmiştir. 

 

4.2.1 RNA İzolasyonu ve Kalite Kontol Analizleri  

 

 Kontrol ve ligandlarla muamele sonrası TRIzol yöntemi kullanılarak 15 numuneden 

toplam RNA izolasyonu yapılmıştır. Her bir muameleden üçer replika hazırlanmıştır. İzole 

edilen RNA’lar üç tur RNA kalite kontrol analizine tabi tutulmuştur. Birinci aşamada 

NanoDrop ile spektrofotometrik olarak konsantrasyon, A260/280 ve A260/230 oranları 

belirlenmiştir. Bu oranları 1,8-2,1 arasında olan örnekler ikinci aşamada %1 agaroz jelde 

yürütülerek görsel kalite kontrolüne tabi tutulmuştur. Şekil 10’da görüldüğü üzere 18S ve 28S 

rRNA bantlarının keskinliği ve bir “smear” olmaması dikkate alınarak RNA’ların yeterli görsel 

kalite kontrolüne sahip olduğuna karar verilmiştir. Üçüncü aşamada ise, ilgili örnekler 

Bioanalyzer ile kalite kontrolüne tabi tutulmuşlar ve RIN (RNA Integrity Numer) numarası 8 

ve üzerinde olan örnekler derin sekanslamada kullanılmışlardır. 

 

4.2.2 Derin Sekans Analiziyle Farklı İfade Edilen ukmRNA’ların Belirlenmesi 

 

 Toplam 15 örnek Illumina platformu kullanılarak RNA-seq çalışmasına tabi 

tutulmuştur. Bu çalışma için Fasteris (İsviçre) firmasından hizmet alımı yapılmıştır. . Elde 

edilen ham data verilerine göre, bir örnekten en az 663 en fazla 1582 Mb veri elde edilmiş, 

bu verilen ortalama %93’ü filtrelemeyi %94’ü minimal kalite kontrol 30’u geçmiştir. Bu 

verilerin yeterli olması nedeniyle detaylı biyoinformatik analizlere geçilmiştir. Biyoinformatik 

analizler hem bu firmaya hemde Bölümümüz öğretim üyesi Doç. Dr. Jens Allmer grubu 

olmak üzere iki bağımsız gruba yaptırılmıştır. Verilerin insan genomuna eşleştirilmesi sonrası 

%95-97 oranında eşleşme elde edilmiştir (Tablo 1). Farklı ifade edilen adaylar, RNA 

biyotipide dikkate alınarak kantifiye edilmiş ve kontrol grubuna göre apoptosizin tetiklendiği  

hücrelerdeki ukmRNA miktarındaki değişimler belirlenmiştir. 



 

24 
 

 

 

 

 

A 
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Şekil 10. Toplam RNA örneklerinin kalite kontrol analizi. Beşer milyon HeLa hücresi 4 uM doksorubisin ile 4 

saat (Dox), 80 uM sisplatin ile 16 saat (CP), 125 ng/mL TNF-alfa ile 8 saat (TNF) ve 0.5 uM anti-fas ile 16 saat (A-
Fas)  muamele edildikten sonra flow sitometri ile apoptoz oranları belirlenmiştir. Hiç bir ajanla muamele edilmeyen 
hücreler kontrol olarak kullanılmıştır. Kültür sonrası trizol reajanı kullanılarak toplam RNA izolasyonu yapılmıştır. 
RNA konsantrasyonu Nanodrop ile ölçülmüştür. (A) RNA’ların agaroz jelde analizi. Örnekler her bir kuyucukta 1 
ug toplam RNA olacak şekilde %1 agaroz jelde yürütülmüştür. Sıralar 1-3, biyolojik replilakar 1-3. (B) RNA’ların 

Bioanalyzer ile analizi. GDU14-16 kontrol RNA’lar; GDU17-19 sisplatin; GDU20-22 doksorubisin; GDU23-25 TNF-
alfa ve GDU26-28 anti-Fas. 
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Tablo 1. Derin sekans verilerinin insan genomuna eşleşme oranları 

Library RNA Quality 

Score 

Reads Primary 

Mappings 

% of Primary 

Mappings 

Alternate 

mappings 

Control (1) 9.3 19,478,665 19,066,837 97.89% 5,031,257 

Control (2) 9.2 13,977,569 13,636,817 97.56% 3,451,273 

Control (3) 9.4 13,989,348 13,640,586 97.51% 3,476,351 

Cisplatin (1) 9.0 16,695,258 15,975,390 95.69% 6,082,994 

Cisplatin (2) 9.3 18,871,780 17,888,988 94.79% 7,554,017 

Cisplatin (3) 8.9 16,922,803 16,051,158 94.85% 6,122,212 

Doxorubicin (1) 7.7 13,255,959 12,888,311 97.23% 3,920,319 

Doxorubicin (2) 8.8 13,635,427 13,293,528 97.49% 3,732,917 

Doxorubicin (3) 7.9 15,485,199 15,148,239 97.82% 4,883,967 

TNF-alpha (1) 8.9 15,720,221 15,243,443 96.97% 4,475,529 

TNF-alpha (2) 8.3 19,665,744 18,901,417 96.11% 6,027,820 

TNF-alpha (3) 8.6 20,958,445 20,121,618 96.01% 6,417,161 

anti-Fas (1) 9.3 22,066,898 21,090,702 95.58% 7,061,540 

anti-Fas (2) 8.6 19,332,230 18,460,235 95.49% 5,994,549 

anti-Fas (3) 9.1 18,825,067 18,129,644 96.31% 6,015,316 

 

 

Tablo 2. Apoptotik hücrelerde farklı ifade edilen bazı ukmRNA’ların sayısı. Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında ifadelerinde farklılık olan ukmRNA’lar belirlenmiştir. Fonksiyon tanımlamakta kolaylık olacağı 
dikkate alınarak kodlayan genlere yakın (sense-intronic ve sense-overlapping) ukmRNA’lara öncelik verilmiştir. 
Dört muamelede ortak adaylar “total (common)” olarak işaretlenmiştir. 

  

 Cisplatin Doxorubicin TNF-alpha Anti-Fas mAb Total (common) 

Antisense 851 225 368 284 124 

Sense-intronic 121 71 47 26 15 

Sense-overlapping 26 15 18 10 3 

lincRNA 646 195 374 264 100 

Total  

(drug-specific) 

1644 506 807 584 242 
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 Öncelikli olarak farklı ifade edilen RNA’lar biyotiplerine göre (örneğin, kodlayan RNA, 

miRNA, pseudogen, tRNA, kodlamayan RNA..vb) sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırma sonrası 

kodlamayan RNA’lara öncelik verilmiştir. Farklı ifade edilen ukmRNA’lar kümelendiklerinde 

(Şekil 11), gen ifade örtülerinin TNF-alfa ve anti-Fas muamelelerinde benzer, doksorubisinde 

ise oldukça farklı olduğu tespit edilmiştir. Genomdaki lokasyonlarına göre, genler arası 

bölgelerden ifade edilen lincRNA’lar ukmRNA’ların büyük çoğunluğunu oluştururken, 

kodlayan genlerin 5’ ve 3’ uçlarına düz ve terz oryantasyonde eşleşen ukmRNA’lar ikinci 

önemli grubu oluşturmaktadır. Ayrıca intronik ukmRNA’larda mevcuttur. Apoptotik hücrelerde 

farklı ifade edilen ve en bilinen RNA biyotipine sahip aday ukmRNA’ların sayısı Tablo 2’de 

sunulmuştur. Bu adayların sayısını azaltmak için, öncelikle 4 ligandla muameleden en 

azından üçünde farklı ifade edilen ve kodlayan genlerin intronlarından köken alan yada bu 

genler kısmi olarak eşleşen ukmRNA’lardan 20 adet en çok azalan ve 20 adet en çok artan 

ukmRNA’lar belirlenmiştir (Tablo 3). Bu adaylar apoptotik hücrelerde en az 2 kat farklı ifade 

edilmekte olup istatistiki analizlere göre bu farklı anlatım istatistiksel olarak anlamlıdır. Bu 

adaylar tek tek incelenerek apoptotik yolakta rol oynadığı rapor edilen kodlayan genlere 

sense veya antisense pozisyonda eşleşen ve dolayısıyla bu genleri düzenleme ihtimali olan 

ukmRNA’lara öncelik verilmiştir. Bu kriterler dikkate alınarak 4 aday qPCR ile validasyon ve 

fonksiyonel testler için seçilmiştir (Tablo 3). Bu adaylar GTF2A1, TNFRSF10B, CAMTA1 ve 

FAF1 kodlayan genleriyle kısmı eşleşen ukmRNA’lardır. 

 

 

 

Şekil 11. Apoptotik hücrelerde farklı ifade edilen ukmRNA’ların kümelenmesi 
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Tablo 3. Apoptotik hücrelerde farklı ifade edilen ve kodlayan genlere kısmi olarak eşleşen veya 
intronlarından köken alan ukmRNA’lar. (A) miktarları artan ukmRNA’lar. (B) miktarları azalan ukmRNA’lar. 

Antisense, kodlayan genin 5’ veya 3’’na ters oryantasyonda transkribe edilen ve kısmi çakışma olan ukmRNA’lar; 
sense-intronic, ilgili kodlayan genin bir intronundan kodlayan genle aynı oryantasyonda olan ukmRNA’lar; sense-
overlapping, yapısal olarak “antisense”e benzer ancak kodlayan genle aynı yönde transkribe edilen ukmRNA’lar. 
Bu adaylardan GTF2A1, TNFRSF10b, CAMTA1 ve FAF1 kodlayan genlerine yakın olan ukmRNA’lar fonksiyonel 
testler için aday olarak seçilmiştir. 

A 

 

B 
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4.2.3 Aday ukmRNA’ların qPCR İle Validasyonu  

 

 Seçilen dört adayın fonksiyonel olarak karakterize edilmesinden önce derin sekans 

verilerinin ikinci bir yöntem ile valide edilmesi gerekmektedir. Bu amaçla qPCR yöntemi 

kullanılmıştır. Öncelikler HeLa hücreleri sisplatin ile muamele edilerek hücrelerde apoptoz 

tetiklenmiştir. Kontrol hücrelerine göre karşılaştırma yaparak rölatif aday ukmRNA miktarları 

belirlenmiştir. Elde ettiğimiz veriler 4 adaydan üçünün derin sekans verisiyle aynı olduğunu 

göstermektedir (Şekil 12A). UkmRNA’lar şayet kodlayan genlerle kısmı çakışma yapıyorsa 

yada kodlayan genlerin intronlarından köken alıyorsa, bu kodlayan genleri düzenleme 

potansiyellerine sahiptirler. Apoptotik yolakların tetiklenmesi sonrası, aday ukmRNA’ya yakın 

kodlayan genlerin ifadeleri de derin sekans verileri dikkate alınarak belirlenmiştir. Nitekim, 

tam güvenilir olmamakla birlikte, bu derin sekans yaklaşımı, ukmRNA’lar yanında bazı 

kodlayan genlerin ifadelerinide ölçmektedir. Yapılan qPCR çalışmaları, sisplatin ile HeLa 

hücrelerinde apoptozun tetiklenmesi sonucu, aday ukmRNA’ların yakınındaki kodlayan 

genlerin miktarlarında azalma olduğunu göstermiştir (Şekil 12B).  

 

 

 

A       B 

         

Şekil 12. qPCR ile derin sekans verilerinin validasyonu. Beş milyon HeLa hücresi 80 uM sisplatin ile 16 saat 

muamele edildikten sonra flow sitometri ile apoptoz oranları belirlenmiştir. Hiç bir ajanla muamele edilmeyen 
hücreler kontrol olarak kullanılmıştır. Kültür sonrası trizol reajanı kullanılarak toplam RNA izolasyonu yapılmıştır. 
Qiagen cDNA kiti ile hazırlanan cDNA’lerden lncRNA qPCR mastır miksi kullanılarak uygun primerlerle qPCR 
analizi gerçekleştirilmiştir. GAPDH normalizasyon için kullanılmıştır. Her bir reaksiyon üçer tekrarlı olarak 
gerçekleştirilmiştir. Kontrol RNA’lara göre ifade farklılıkları log2 kat olarak sunulmuştur. (A) ukmRNA’lar için 
qPCR; (B) Aday ukmRNA’ların çakıştığı kodlayan genler için qPCR. 
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4.3 Aday ukmRNA’ların Fonksiyonel Karakterizasyonu 

 

 Derin sekanslama verileri apoptotik hücrelerde yüzlerce ukmRNA’nın farklı ifade 

edildiğini göstermektedir. Bu ukmRNA’lardan 4 adeti qPCR ile valide edilmesine karşın, farklı 

ifade edilen adayların apoptotik yolakları direkt olarak düzenlediklerini söyleyebilmek için, 

ilgili adayların susturma veya aşırı ifade ile manipüle edilerek apoptoz ile direkt ilişkisinin 

ortaya konması gerekmektedir. Şu anda ticari olarak var olan imkanlar ve proje süresi 

dikkate alınarak, kısmen yapılabilirliğinin kolay olması nedeniyle, aday ukmRNA’ların 

susturulması yöntemine karar verilmiştir.  

 

4.3.1 Transfeksiyon Verimliliğinin Optimizasyonu  

 

 Aday ukmRNA’ların susturulması ile apoptoz arasında güvenilir bir ilişki kurabilmek 

için hücreye aktarılan nükleik asitlerin hücre içerine girdiğinden emin olmak gerekmektedir. 

Bu bağlamda genellikle işaretli moleküller (floresan ve biyotin gibi) kullanılmaktadır. Ancak, 

floresan işaretli Gapmer’lerin oldukça pahalı olması ve daha önemlisi bu floresanın hücrenin 

ölümüne etkisi bilinmediğinden, susturmada floresansız Gapmer’ler kullanılmıştır. 

Transfeksiyon sırasında olabilecek potansiyel sorunları önceden berteraf edebilmek için, 

transfeksiyon verimliliği ölçülmüştür. Transfeksiyon sırasında kullanılan Gapmer’lerin kısa 

nükleik asit olmaları dikkate alınarak, daha önce bir başka projede kullandığımız floresan 

işaretli tRNA parçaları kontrol olarak kullanılmıştır. HeLa hücreleri bu nükleik asitlerle 

tranfekte edildiğinde %80 üzerinde bir transfeksiyon verimliliği elde edilmiştir (Şekil 13). 

 

Şekil 13. Transfeksiyon verimliliğinin belirlenmesi. 24-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta kırkbin hücre 

olacak şekilde HeLa hücresi ekilmiştir. 50 nM floresan işaretli tRNA parçası ve farklı konsantrasyonlarda (1, 2 ve 
3 ul) FuGene HD reaktifi kullanılarak tranfeksiyon gerçekleştirilmiştir. 24 saat sonunda ışık (light) ve floresan 
mikrobu (F2) kullanılarak transfeksiyon verimliliği belirlenmiştir. 
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4.3.2 Gapmer’lerin HeLa Hücrelerine Etkisinin Belirlenmesi 

 

 ukmRNA alanının yeni olması ve bu genlerin susturulmasında kullanılan yöntemlerin 

henüz net olarak doğrulanmamış olması nedeniyle şu anda literatürde en sık kullanılan 

Gapmer yöntemine karar verilmiştir. Ancak, ticari olarak sunulan bu moleküller teker teker 

fonksiyonel test edilmediği için, hücreye olan toksik etkileri bilinmemektedir. Daha önemlisi,  

A 

 

B 

 

Şekil 14. Gapmer konsantrasyonunun optimizasyonu. 24-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta kırkbin hücre 

olacak şekilde HeLa hücresi ekilmiştir. 10,20 ve 40 nM Gapmer 1,5 ul FuGene HD transfeksiyon reaktifiyle 
karıştırılarak hücrelere aktarıldıktan sonra 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. Hücrelerde apoptoz akış sitometresi 
ile AnnexinV/7AAD boyaması yapılarak belirlenmiştir. Değerler sadece AnnexinV veya Annexin/7AAD çift pozitif 
hücrelerin toplamını göstermektedir. Kontrol, sadece hücreler; TR, sadece transfeksiyon reaktifi eklenen hücreler; 
NK, Negatif kontrol Gapmer;ukmRNA_1 ve ukmRNA_2, 2 farklı Gapmer; örneğin GTF_2 40 nM, GTF genine 
antisense ukmRNA’nın 2 numaralı Gapmer adayından 40 mM transfeksiyon.  
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ilgili firmanın hazırladığı yazılımlar kullanılarak dizayn edilen Gapmer’lerin hedef ukmRNA’yı 

susturup susturmayacağı bilinmemektedir. Bu sorunların üstesinden gelebilmek için, bir adet 

negatif kontrol Gapmer, bir adet hedefini susturduğu bilinen pozitif kontrol Gapmer (Hotair) 

ve her bir aday için 2 adet test Gapmer analize dahil edilmiştir. Literatür bilgileri dikkate 

alınarak, Gapmer’lerin kullanımını optimize etmek için üç değişik konsantrasyon (10, 20 ve 

40 nM) ve her bir ukmRNA için 2 adet Gapmer test edilmiştir. Şekil 14’te sunulan veriler 

dikkate alındığında, sadece transfeksiyon reaktifinin (TR) hücrelere sitotoksik olmadığı 

belirlenmiştir. 10 ve 20 nM negatif Gapmerin apoptozu tetiklememesi olumlu olmasına 

karşın, bu dozlarda test Gapmer’lerin yeterli etkinliğe sahip olmadığı kaydedilmiştir. İlgili 

firmanında bildirdiği üzere, aynı gen için dizayn edilen farklı Gapmer’lerin (1 ve 2) farklı 

yanıta neden olduğu gözlemlenmiştir. Negatif kontrol Gapmer’de tespit edilen ölüm oranları 

dikkate alındığında, TNF_1, FAF_2, GTF2A_1 ve CAMTA1_1 numaralı Gapmerlerin 

istatistiki olarak anlamlı bir oranda ölüme yol açtıkları görülmüştür. Bu bilgiler doğrultusunda 

negatif ve test Gapmer’lerin 40 nM dozda kullanılmasına karar verilmiştir. 

 

4.3.3 Gapmer’lerle aday ukmRNA’ların Susturulması 

 

 Transfeksiyon reaktiflerinin tek başına HeLa hücrelerinde ölüme neden olmaması ve 

negatif kontrol Gapmer’lerin minimal etkileri dikkate alınarak, 40 nM test Gapmer ile 4 aday 

ukmRNA birer birer susturulmuştur. Fonksiyonel testlere geçmeden önce, olası fenotipik 

değişimlerin ilgili aday ukmRNA’nın susturulmasından kaynaklandığını ileri sürebilmek için 

susturma sonrası aday ukmRNA’nın miktarı qPCR ile belirlenmiştir. Böylece test Gapmer ile 

susturma verimlilikleri belirlenmiştir. Yazılım programlarıyla belirlenen test Gapmer’lerin 

gerçekte susturmaya neden olup olmadığı bilinmediğinden, teknik hataları berteraf etmek 

için, öncelikli olarak hedef ukmRNA’sını susturduğu fonksiyonel olarak gösterdiği bilinen 

HOTAIR Gapmer’i pozitif kontrol olarak kullanılmıştır (Şekil 15, referans). Pozitif kontrol 

HOTAIR ukmRNA’sının %90 civarında başarıyla susturulduğu görülmektedir. Adaylardan 

GTF2A1 (Şekil 15A, Aday 1) yaklaşık yarı yarıya susturulabilirken, CAMTA1, TNFRSF10B ve 

FAF1’e antisense ukmRNA’lar %99 oranında susturulmuştur. Bu susturmanın apoptoz 

fenotipine katkısını belirlemek için susturmanın yapıldığı hücrelerdeki tripan mavisi pozitif 

hücrelerin (geç apoptotik/ölü) oranları belirlenmiştir. Şekil 15B’de sunulan verilere göre 

negatif kontrol Gapmer sadece %6 ölüme neden olmuştur. Buna karşın, GTF2A1, CAMTA1, 

TNFRSF10B ve FAF1’e antisense ukmRNA’ların susturulması sırasıyla %12, 9, 12 ve 14 

oranında ölüme neden olmuştur. 
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A 

 

B 

 

 

Şekil 15. Aday ukmRNA’ların susturulması ve fonksiyonel karakterizasyonu. 6-kuyucuklu plakalara her bir 

kuyucukta 500 bin hücre olacak şekilde HeLa hücresi ekilmiştir. 40 nM Gapmer 1,5 ul FuGene HD transfeksiyon 
reaktifiyle karıştırılarak hücreler 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. Hücrelerin yarısından TRIzol yöntemiyle 
toplam RNA izole edilmiştir. Diğer yarısı fenotipik karakterizasyon için kullanılmıştır. Hücrelerde apoptoz 
Countness hücre sayım cihazı kullanarak tripan mavisi boyama metoduna göre yapılmıştır.  (A) qPCR ile aday 
ukmRNA miktarının belirlenmesi. Susturma sonrası elde edilen toplam RNA cDNA’ya çevrildikten sonra qiagen 
lncRNA master miks kullanılarak qPCR analizine tabi tutulmuştur. GAPDH normalizasyon için kullanılmıştır. Her 
bir reaksiyon üçer tekrarlı yapılmıştır. Neg.kont. negatif gapmer; aday 1 GTF2A1; aday 2 CAMTA; aday 3 
TNFRSF10B ve aday 4 FAF genlerine antisense ukmRNA’lar. Referans, H gapmer. (B) Susturmanın yapıldığı 
HeLa hücrelerinde tripan mavisi pozitif hücre oranları. Kodlandırma A panelinde olduğu gibidir. 
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 4.4 Aday ukmRNA’ların Susturulmasının Gen İfadesine Etkisinin Derin Sekanslama İle 

Belirlenmesi  

 

 ukmRNA’lar hücre içerisinde çok değişik mekanizma ve yolaklarla çalışmaktadır. 

Aday ukmRNA’ların susturulması ile apoptotik fenotip arasında ilişki kurulmasına müteakip, 

ukmRNA susturmasının hücre transkriptomuna etkisini araştırmak için aday ukmRNA’ların 

susturulduğu HeLa hücrelerinde kodlayan genlerin seviyelerini belirlemek için ikinci bir RNA-

seq çalışması yapılmıştır. Bu bağlamda HeLa hücrelerinde öncelikle 80 uM sisplatin ile 

apoptoz tetiklenmiş ve bu hücrelerdeki kodlayan gen ifadeleri referans olarak kullanılmıştır. 

Daha sonra HeLa hücreleri negatif kontrol Gapmer ve GTF2A1, TNFRSF10B ve FAF1’e 

antisense ukmRNA Gapmerleriyle transfekte edilmiş ve elde edilen toplam RNA’lar Illimuna 

platformu kullanılarak tüm genom transkriptomiks çalışmasında kullanılmıştır.  Poly(A)-pozitif 

RNA’ların sekanslaması kodlayan genlerin yanında poly(A)-pozitif kodlamayan RNA’ların 

sekanslanmasına da imkan tanımıştır. 

 

  Negatif kontrol gapmer ile transfekte edilen HeLa hücreleri kontrol olarak kullanılmış 

ve diğer örneklerdeki bireysel RNA ifadesi kontrol ile karşılaştırılarak ifade farkları Cuffdiff 

programıyla belirlenmiştir. Tüm farklı ifade edilen genler kümelendiğinde, potent apoptoz 

indükleyici sisplatin ile muamele edilen HeLa hücrelerinin transkriptomunun Gapmerlerle 

muamele edilen hücrelerin transkriptomundan en farklı olan grup olduğu görülmüştür (Şekil 

15A). Üç aday ukmRNA’sının susturulması kendi aralarında değerlendirildiğinde, FAF1-AS 

susturulması negatif kontrole en yakın ifade örtüsü sergilerken (Şekil 15A, GDU-31-33 ile 

GDU-40-42), GTF2A1-AS ve TNFRSF10B-AS ukmRNA’larının susturulması kısmen daha 

benzer gen ifade örtüsü sergilemiştir. Farklı ifade edilen genlerin sayısına bakıldığında, 

beklendiği üzere binlerce genin ifadesinde farklılıklar görülmektedir. Log2 baz alınarak 

yapılan sıralamaya göre, ifadesinde en fazla artış ve azalma görülen genlerin listesi Tablo 

4’te sunulmuştur. Bu 20 gen dikkate alındığında, cok farklı bir patern olduğu, ukmRNA 

susturulmasının apoptotik/antiapoptotik genleri etkilemediği kanısı uyanmaktadır. Ancak, 

farklı ifade edilen tüm genler incelendiğinde aday ukmRNA’ların susturulması sonrası oluşan 

apoptotik transkriptom ile pozitif kontrol sisplatin tarafından indüklenen apoptotik transkriptom 

arasında benzerlikler de bulunduğu görülmektedir. Örneğin, tıpkı sisplatinle tetiklenen 

apoptozda olduğu gibi, aday ukmRNA’larının (özellikle GTF2A1-AS) susturulması sonrası 

elde edilen apoptozda da, apoptotik SERTAD1, HBEGR, PHLDA2 ve CLIC3 genlerinin 

miktarlarında değişen oranlarda artış olurken, TSPAN18, CCDC146, GREM2, DDR2 ve 

LAMP3 gibi antiapoptotik genlerin miktarlarında azalmalar tespit edilmiştir. Tüm bu verilerde, 

aday ukmRNA’ların susturulması sonrası akım sitometresi ve hücre sayım cihazında görülen 
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apoptotik fenotipin gen ifadesinde meydana gelen uygun değişimlerle desteklendiğini 

göstermektedir. 

 

A 

 

B 

 
 
Şekil 16. Aday ukmRNA’ların Susturulması Sonrası Transkriptomların Benzerliği. Gapmerlerle aday 

ukmRNA’ların HeLa hücrelerinde susturulması sonrası elde edilen toplam RNA’lar RNA-seq analizine tabi 
tutulmuştur (Fasteris, İsviçre). Kontrole göre farklı ifade edilen transkriptlerin ifade paternlerine göre (cuffdiff) tüm 
genler kümelenmiştir. GDU-31-33, 3 replika negatif gapmer; GDU-34-36, üç replika GTF2A1-AS gapmer; GDU-
37-39; üç replika TNFRSF10B-AS gapmer; GDU-40-42, üç replika FAF1-AS gapmer; GDU-43-45 pozitif kontrol 
üç replika sisplatin. (A) Dendogram; (B) Sigma matriksi (alpha=0.01). 
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Tablo 4. Aday ukmRNA’ların Susturulmasının Protein Kodlayan Transkriptoma Etkisi. Sisplatin ile muamele 

veya 3 aday ukmRNA susturulması sonrası elde edilen apoptotik hücrelerde farklı ifade edilen protein kodlayan 
genler belirlenmiştir. Log2 fark baz alınarak, İfade farkı en fazla azalan (üst 10 gen) ve artan (alt 10 gen) 
listelenmiştir. 
 
 

Sisplatin GTF2A1-AS TNFRSF10B-AS FAF1-AS 

Gen Adı Log2 Fark Gen Adı Log2 Fark Gen Adı Log2 Fark Gen Adı Log2 Fark 

TSPAN18 -7,07 INHBE -3,68 LINGO2 -5,67 OSCAR -2,11 

CCDC146 -6,84 FGF21 -3,31 PNCK -5,56 LAMP3 -2,06 

LPAR1 -6,76 PAPPA2 -3,07 UNC5B -4,88 AMIGO2 -2,06 

GREM2 -6,72 PDE3A -3,06 RTN4IP1 -4,87 CSTA -2,00 

GPR141 -6,65 TRMT2B -3,02 CENPP -4,58 PTX3 -1,98 

DDR2 -6,37 IKZF2 -2,87 TXNDC3 -4,56 IL8 -1,93 

PDE7B -6,36 C2orf48 -2,83 DOCK8 -4,47 RUNX2 -1,91 

ZNF521 -6,29 UNC5B -2,82 PIGZ -4,38 KLHDC7B -1,90 

LYPD6B -6,19 WIF1 -2,75 LGSN -4,24 IL6 -1,87 

COL15A1 -5,89 ANO4 -2,70 LPP -4,14 FGF21 -1,82 

                

SERTAD1 5,67 PADI1 3,08 SP140 4,62 PVRL4 2,85 

AOC3 5,70 DKK1 3,13 ANTXR2 4,67 ALPP 2,96 

HBEGF 5,79 HIST1H3D 3,24 KRT34 4,75 CLIC3 3,10 

TMC1 6,28 PPP1R1B 3,25 DKK1 4,84 NOXA1 3,16 

TEX14 6,44 CD70 3,38 HBE1 4,85 TSPAN10 3,17 

SOCS1 6,48 HAP1 3,44 HSH2D 4,88 FAM132A 3,26 

RAET1L 6,48 KRT15 3,49 CTSS 4,91 HIST1H3D 3,36 

TCTE1 6,87 BDKRB1 3,71 ITGBL1 4,93 HIST1H3H 3,38 

C13orf40 6,95 C5orf46 3,76 IL24 6,05 LIME1 4,21 

CLDN6 8,80 JPH3 4,55 SIGLEC11 8,55 UPK3B 4,86 
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5. TARTIŞMA/SONUÇ 

 

Apoptoz hem ihtiyaç fazlası hücreleri hemde sağlığı tehdit eden ajanların vücuttan 

uzaklaştırılmasını sağlayarak homeostazin sağlanmasında önemli fonksiyonu olan hücresel 

bir işlevdir (Elmore, 2007). Klasik moleküler biyoloji tanımlamasında gen fonksiyonları 

proteinler ve küçük kodlamayan RNA’lar tarafından düzenlenmektedir. Nitekim apoptozun 

düzenlenmesinde rol oynadığı bilinen bir dizi regülatör protein ve miRNA vardır (Hotchkiss ve 

ark., 2009; Subramanian ve Ster, 2010). Genom annotasyonlarına paralel olarak genlerin 

ukmRNA’lar tarafından da düzenlenebileceği anlaşılmasına karşın, apoptozun 

düzenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’lar tam olarak rapor edilmemiştir.  HeLa hücrelerinin 

model olarak kullanıldığı bu projede hücreler değişik ajanlarla apoptoza sürüklenerek genom 

kapsamlı sekanslama yaklaşımıyla HeLa hücrelerinin ukmRNA transkriptomunda meydana 

gelen değişimler belirlenmiştir. Seçilen adaylar alternatif yöntemlerle doğrulandıktan sonra 

susturularak apoptotik yolaklara olan etkileri RNA sekanslama çalışmalarıyla ortaya 

çıkartılmıştır. 

 

Hücre içinden ve/veya dışından gelen sinyallerle başlatılan biyokimyasal olaylar 

zinciri olan apoptoz, hücrelerde membran bütünlüğünde bozulma ile başlar ve DNA ve 

organellerin parçalanması sonrası hücrenin tamamen ortadan kaldırılmasıyla son bulur. 

Apoptozun meydana geldiği hücre tipine ve fizyolojik/patolojik olguya bağlı olarak apoptotik 

hücrelerden değişik moleküller salgılanayabileceği gibi apoptotik hücreler etrafdaki hücrelerin 

değişik sinyal molekülleri salgılamasına da vesile olabilir. Dolayısıyla, hücre ölümü gibi 

dramatik bir fenotipte meydana gelen gen ifadesi değişimlerini anlamak oldukça zor olup, 

elde edilen verilen hücrenin o anki resmini yansıtmakta olup tüm süreç hakkında bilgi 

vermekte yetersiz kalmaktadır. Tamamlanan bu proje kapsamında çalışmalar Annexin V+ 

hücreler üzerine yoğunlaştırılarak erken dönemdeki apoptotik hücrelerin ukmRNA 

profillerinde meydana gelen değişimler incelenmiştir. Bu bağlamda öncelikle doz-zaman 

kinetik çalışmaları yapılarak, hücrelerin Annexin V veya Annexin V/7AAD duble pozitif 

hücrede yakalanmasına özen gösterilmiştir. Optimizasyon çalışmaları 80 uM sisplatin (16 

saat), 4 uM doksorubisin (8 saat) ve 0,5 ug/mL anti-Fas antikoru (16 saat) uygulamasının bu 

şartları sağladığını göstermiştir (Şekil 1-3). TNF-alfanın tek başına HeLa hücrelerinde 

apoptozu tetiklemekte yetersiz kalması nedeniyle hücreler 10 ug/mL sikloheksimid kombine 

uygulamasıyla (8h) apoptoza duyarlı hale getirilmiştir (Fraisse ve ark., 1998). 

 

Bir fenotipe bağlı olarak hücrelerin transkriptomunda meydana gelen değişimleri 

ölçmek için qPCR, SAGE (serial analysis of gene expression), mikroarray ve derin  
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sekanslama gibi değişik metotlar kullanılmaktadır. Tüm genomu kapsaması ve daha güvenilir 

olması nedeniyle bu çalışmada Illumina platformu kullanılarak derin sekanslama yapılmıştır. 

Hazırlanan toplam örnekte elde edilen verilerin ortalama %96’sı insan genomuna eşleşmiş 

olması önemlidir (Tablo 1). Her bir muameleden üçer replika hazırlanmış olması nedeniyle 

istatistiki hesaplamalar yapılmış ve istatistiki olarak anlamlı farka sahip ukmRNA’ların listesi 

elde edilmiştir. Veritabanlarındaki bilgiler dikkate alındığında altmıştan fazla RNA biyotipi 

bulunmaktadır. RNA’nın protein kodlama kapasitesi, boyutu, işlenmiş olup olmaması, 

deneysel doğrulanması ve gen tipleri dikkate alınarak biyotipler belirlenmektedir. 

UkmRNA’lar için en tipik örnekler 5’/ 3’ çakışanlar (overlaping), antisense/sense, 

intronik/ekzonik, çok büyük ukmRNA ve genler arası ukmRNA’ları içermektedir (VEGA ve 

ENSEMBLE biyotipleri). Kendi verilerimizdeki antisense, sense-intronik, sense-çakışan ve 

genler arası ukmRNA’lar dikkate alındığında sırasıyla farklı ifade edilen ukmRNA’ların sayısı 

sisplatin uygulamasında sırasıyla 851, 121, 26 ve 646 (toplamda 1644) olmuştur. Her bir ilaç 

uygulaması sonrası toplam 500’den fazla ukmRNA farklı ifade edilmiştir (Tablo 2).  

 

Literatürde bulunan bilgiler dikkate alındığında, apoptozun sistematik olarak 

tetiklendiği ve farklı ifade edilen ukmRNA’ların dokümente edildiği bir çalışma 

bulunmamaktadır. Ancak, mevcut proje önerisinin onaylandığı andan itibaren geçen süre 

zarfında bazı ukmRNA’ların apoptozda rol oynadığı gösterilmiştir. INXS ukmRNA’sındaki 

artışlar BCL-XS genini düzenleyerek apoptozu tetiklemektedir (DeOcesano-Pereira ve ark., 

2014). Bizim verilerimize göre, sisplatin ve TNF-alfa ile muamele bu ukmRNA’nın artışına, 

doksorubisin ve anti-FAS muamelesi ise azalmaya neden olmaktadır. qPCR ile validasyon 

yapılmamış olmakla birlikte, derin sekans verilerine göre ajanlar arası farklılıklar 

görünmektedir. Prostat kanser hücre hatlarında yapılan bir çalışmada SOCS2-AS1 

ukmRNA’sının apoptozu inhibe ettiği belirtilmesine karşın (Misawa ve ark., 2016), kendi data 

setimizde bu ukmRNA’nın miktarında bir değişim tespit edilmemiştir. Hep2G hücre hattında 

yapılan bir çalışmada ise MEG3 ukmRNA’sının aşırı ifadesinin bu hücrelerde apoptozun 

tetiklenmesine yol açtığı rapor edilmiştir (Chen ve ark., 2016). Ancak, mevcut projede 

kullanılan 4 ajandan hiçbirisi bu ukmRNA’nın HeLa hücrelerinde ifadesinde bir farka yol 

açmamıştır. GAS5 ukmRNA’sının prostat ve meme kanseri gibi bir dizi hücre hattında 

apoptozu tetikleyici rolü iyi bilinmektedir (Pickard ve ark., 2013). Bu verilerle uyumlu olarak, 

sisplatin ve anti-FAS antikoru ile apoptozun tetiklendiği hücrelerde bu ukmRNA miktarının 

sırasıyla 1,9 ve 2,9 kat artmıştır.  

 

UkmRNA alanındaki en büyük zorluk, her bir ukmRNA’nın çok iyi annote edilmemesi 

ve spesifik fonksiyonun bilinmemesi nedeniyle transkriptomik bir tarama sonrası belirnenen 

yüzlerce aday arasında hangisine öncelik verileceğinin bilinmemesidir. Ayrıca, moleküler 
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tanımlamada kullanılacak qPCR ve susturma primerlerinin hepsinin ticari olarak satılmaması 

da önemli kısıylayıcı bir faktördür. Mevcut proje önerisinde bu sorunların önüne geçebilmek 

için öncelikle kontrol hücrelerine göre apoptotik hücrelerde en yüksek oranda farklı ifade 

edilen ukmRNA’lar listelenmiş ve genomik lokalizasyonları belirlenmiştir. Yakınında 

bulundukları düzenleme potansiyelleri olması nedeniyle, öncelikle protein kodlayan genlere 

antisense, 5’ veya 3’ çakışan yada bu genlerin intronlarından köken alan ukmRNA’lar 

çalışılmıştır. Nitekim, bu ukmRNA’ların yakınında bulundukları veya orijin aldıkları protein 

kodlayan genleri düzenleme potansiyelleri bulunmaktadır. Elde edilen listede, apoptozda rol 

oynadıkları bilinen protein kodlayan genlere yakın ukmRNA’lar en öncelikli olarak 

belirlenmiştir. Bu kriterler ışığında öncelikli olarak 4 aday belirlenmiştir. Bu adaylar GTF2A1, 

CAMTA, TNFRSF10B ve FAF1 protein kodlayan genlerine yakın ukmRNA’lardır. 

 

Mikroarray gibi hibridizasyon tabanlı taramalara göre derin sekans verilerinin 

güvenilirliği daha yüksek olmaşına karşın, bu tip genom kapsamlı taramalarda ikinci ve 

mumkünse üçüncü farklı bir yöntemler verilerin validasyonu büyük önem arz etmektedir. Bu 

bağlamda, aday olarak seçilen 4 ukmRNA’nın ifadesi sisplatin ile apoptozun tetiklendiği 

hücrelerde qPCR ile belirlendiğinde, genel olarak derin sekans verileriyle bir uyum olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 12). Bir kodlayan gen ile çakışması olan yada kodlayan genlerin 

intronlarından köken alan ukmRNA’ların bu genleri kontrol etme ihtimalleri yüksek 

olduğundan (Geisler ve Coller, 2013), ligandlarla muamele sonrası bu kodlayan genlerin 

miktarlarına da bakılmıştır. Öngörüldüğü üzere, apoptotik hücrelerde  kodlayan ve 

kodlamayan genler arasında ters bir korelasyon belirlenmiştir (Şekil 12A-B). Literatürde bu 

kodlamayan genlerle ilgili bulunmadığından bu verinin oldukça anlamlı olduğu 

düşünülmektedir. 

 

Kontrol ve apoptotik hücrelerin ukmRNA içeriğini karşılaştırarak ifadesinde fark tespit 

edilen ukmRNA’ların apoptotik yolakları düzenleme potansiyelleri bulunmaktadır. Ancak, bu 

ilişkinin direkt mi yoksa indirekt mi olduğunu söyleyebilmek için adı geçen ukmRNA’ların 

bireysel olarak susturulması ve ilgili fenotip ile direkt ilişkilendirilmesi gerekmektedir. 

ukmRNA alanının kısmen güncel olması nedeniyle henüz ticari olarak tüm ukmRNA’ları 

susturulabilmek için siRNA veya kısa saç-toka yapıları bulunmamaktadır. Bu nedenle 

öncelikle ticarı olarak hedef ukmRNA’sını susturduğu deneysel olarak doğrulanmış HOTAIR 

pozitif kontrol ukmRNA’sı kullanılarak transfeksiyon verimliliği ve susturma etkinliği test 

edilmiştir. Elde ettiğimiz qPCR sonuçları bu ukmRNA’nın %90’ ı geçen oranda başarıyla 

susturulduğunu göstermektedir (Şekil 15A, Referans). İlgili firmanın önerisi üzerine aday 

ukmRNA’ları susturmak amacıyla, herbir gen için iki adet GapMer dizayn edilmiş ve öncelikle 

bu adayların apoptoz fenotipine direkt katkı yapıp yapmadığı test edilmiştir. Şekil 14’de 
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sunulan veriler, apoptotik hücrelerde miktarı artan bu kodlamayan RNA’ların susturulması 

sonrası apoptoz oranında yine artış olduğunu göstermiştir (Şekil 14 ve 15B). Negatif kontrol 

GapMer’in ve qPCR için test amaçlı kullanılan HOTAIR ukmRNA’sının apoptozu 

tetiklememesi, apoptozda ki bu artışın teknik veya metotsal bir sorundan değil direkt olarak 

ilgili ukmRNA’nın fonksiyonundan kaynaklanabileceğine işaret etmektedir.  

 

Susturulmaları sonrası hücre ölümünde artışa neden olan 4 adaydan 3 tanesi 

(GTF2A1, TNFRSFB10 ve FAF1’e antisense ukmRNA’lar) daha detaylı incelemeye 

alınmıştır. Nitekim, susturma sonrası elde edilen ölüm teknik nedenlerden kaynaklanıyorsa, 

her üç susturma sonrası HeLa hücrelerinde benzer kodlayan gen ifade profili elde edilmedilir. 

Şayet, her bir ukmRNA spesifik olarak apoptotik yolakları tetikleyip hücre ölümüne neden 

oluyorsa, ilgili ukmRNA’ların etkiledikleri yolaklara bağlı olarak farklı apoptotik sinyal ileti 

mekanizmalarında değişimler olmalıdır. Bu amaçla, aday ukmRNA’ların susturulduğu 

örnekler derin sekans analizine tabi tutulmuştur (1 adet negatif kontrol, 1 adet sisplatin pozitif 

kontrol ve 3 adet test ukmRNA’sı). Apoptotik bir hücrede sinyal ileti yolaklarında meydana 

gelen değişimleri paralel olarak izleyebilmek için, sadece sisplatin ile muamele edilmiş 

hücrelerden elde edilen RNA’lar potizif kontrol olarak kullanılmıştır. Dendogram analizi, 

sisplatin ile muamelenin hücrelerde dramatik transkriptomik değişimine neden olmuştur 

(Şekil 16A). Aday ukmRNA’lardan TNFRSF10B ve FAF1-AS susturulması birbirine daha 

yakın gen ifade profili sergilemiştir. GTF2A1-AS susturulması ise oldukça farklı bir profil 

sergilemiştir. Üç aday ukmRNA’nın Gapmer ile susturulması, teknik problemden 

kaynanlanan bir hücre ölümünü değilde, gen susturmaya özgün bir hücre ölümünü işaret 

etmiştir. PANTHER programı kullanılarak yapılan “Gene Ontology” analizleri, sisplatin ile 

muamelenin biz dizi hücre içi “biyolojik işlev” yanında apoptotik yolakları etkilediğini 

göstermiştir. Üç aday benzer analize tabi tutulduğunda, GTF2A1-AS susturulması, apoptotik 

yolaklarda rol oynayan yüzden fazla genin ifadesinde değişikliğe neden olmuştur. Bu veri, en 

azından bu ukmRNA’sının apoptozun düzenlenmesinde rol oynadığını göstermektedir. İlginç 

bir şekilde diğer iki adayın susturulması sonrası apoptotik yolak olarak sınıflandırılan biyolojik 

işlevlerde bir etki göstermemiştir. Daha ziyade hücredışı komponentlerini, eksozomal salınım 

ve adezyonu etkileyen genlerin ifadesinde farklılığa neden olmuştur. TNF yolağının hücre 

adezyonunda bilinen etkisi dikkate alındığında, bu veride uyumlu görünmektedir. 

 

Özetle, bu çalışma ile HeLa hücreleri model olarak kullanılarak yapılan transkriptomik 

taramada apoptotik yolaklarda rol oynama potansiyeline sahip yüzlerce potansiyel ukmRNA 

belirlenmiştir. Bu adaylardan dört adeti daha detaylı olarak çalışılmıştır. Susturma ve 

fonksiyonel karakterizasyon çalışması en azından GTF2A1-AS ukmRNA’sının apoptotik 

yolakta rol oynayan genlerin ifadesini düzenlediğini göstermiştir 
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