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ONSOz

Genom projelerinin tamamlanmasina ve sekanslama tekniklerinde kaydedilen
gelismelere paralel olarak 6karyotik bir hiicrede ifade edilen RNA cesitliligine bakis agimiz
oldukga degismistir. TUm-genom transkriptomiks calismalari, 6karyotik bir hiicrede kodlayan
genlerden ¢ok daha fazla kodlamayan genlerin varligini ortaya c¢ikarmistir. Daha 6nce “¢op
DNA” olarak tanimlanan bu genomik bdlgelerin aslinda fonksiyonel RNA (retiminde
kullanildiginin  anlasiimasiyla birlikte, kodlamayan RNA’larin fonksiyonlari ve hangi
fenotiplerde goérev aldiklarinin arastiriimasina odaklaniimistir. TUBITAK tarafindan
desteklenen (1132371 No.lu) ve bir ydraticl, bir danisman ve bir bursiyer olmak Uzere
toplam Ug¢ Kkisilik bir ekip tarafindan ydritilen bu projede HelLa hicreleri model olarak
kullanilarak apoptozun diuzenlenmesinde rol oynayan uzun kodlamayan RNA’lar taranmigtir.
ifade farklliklari ve yakin olduklari genler baz alinarak belirlenen aday kodlamayan genlerin
susturulmasi sonrasi hicrede meydana gelen apoptotik degisimler belirlenmistir. Aday uzun
kodlamayan genlerin fonksiyonlarini anlayabilmek igin, adaylarin ifadesi susturulmus ve gen
ifadesinde meydana gelen degisimler ikinci tur transkriptomiks ¢alismasiyla incelenmistir. Bu
vesile ile projeye finansal katkida bulunan TUBITAKa ve projenin ylritildigi izmir Yiksek

Teknoloji Enstitlisi’'ne tesekkur ederiz.
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OZET

Apoptoz birgok hiicresel fonksiyonlarin saglikli yuritilmesi igin olduk¢ca 6nemlidir.
Apoptoz hizindaki azalmalar kanser ve otoimmun hastaliklara, hizlanma ise akut ve kronik
dejeneratif hastaliklara ve immun sistemde yetersizliklere yol agmaktadir. Hucresel
homeostazin saglanmasinda gérev yapan apoptozun dizenlenmesinde rol oyanan bir dizi
protein ve mikroRNA bilinmesine ragmen, apoptozun dizenlenmesinde rol oyanan protein
kodlamayan bu RNA’lar (uzun kodlamayan RNA, ukmRNA) tam bilinmemektedir.

Apoptozun dizenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’lari belirlemek icin bu ¢alismada
HelLa hucreleri model olarak kullaniimistir. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolagin her biri
ikiser ayri ajan ile aktive edilmigstir. Yolaklarin aktivasyonu sonrasi izole edilen RNA’lar derin
sekans analizine tabi tutuldugunda, ukmRNA’larin ligand tipine bagli olarak farkh profil
sergiledigi gdzlemlenmistir. ifadelerinde farklilik tespit edilen 4 aday ukmRNA’nin
susturulmasi HelLa hiicrelerinin apoptoz oranlarinda artisa yol agmistir. ilging bir sekilde
aday ukmRNA ifadesi ile antisense olduklari kodlayan gen ifadesi arasinda ters bir
korelasyon belirlenmistir. Aday ukmRNA’larin susturulmasinin apoptotik sinyal ileti
yolaklarina olan etkilerini belirlemek icin bu hlcrelerde ikinci bir RNA-seq calismasi
yapilmistir. Bu calisma, Ozellikle GTF2A1-AS susturulmasinin apoptotik genlerin ifadesinde
degisime yolactigini gostermistir. Sonug olarak, HelLa hiicrelerinde apoptozu dizenleyen

yeni bir ubkmRNA tespit edilmis ve fonksiyonel olarak karakterize edilmistir.



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 (IncRNAs) involved in the regulation of apoptosis are largely

unknown.

In order to identify the INncRNAs 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, INCRNAs
displated an expression profile unique to each ligand. Silencing of four candidate IncRNAs
resulted in an increase in the rate of apoptosis in HelLa cells. Interestingly, there was an
inverse correlation between the expression of the candidate IncRNA 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 IncRNAs. 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.

vi



1. GIRIS

insan sagliginin korunmasinda ¢ok temel bir géreve sahip apoptozu kontrol eden bir
dizi protein tanimlanmistir (Gerner ve ark., 2000; Thiede ve Rudel, 2004; Hotchkiss ve ark.,
2009). Literatirde var olan bilgiler, proteinler yaninda mikroRNA’larin apoptozu
transkripsiyon sonrasi asamada diizenledigini gostermektedir (Subramanian ve Ster, 2010).
Bu alandaki en ilging gelismelerden bir tanesi ise, daha énce transkripsiyona ugramadigi igin
“‘cop DNA” diye adlandirilan bolgelerden uzun kodlamayan RNA’larin (ukmRNA) dretilmesi
ve bazi ukmRNA’'nin apoptozu dizenleme ihtimalinin bulunmasidir. Aslinda genomdan
fenotipe bagl uretilen antisense RNA’larda g6z onlne alindi§inda, apoptoz sadece regulatér
proteinler ve miRNA’lar tarafindan degil c¢ok degisik tlrdeki ukmRNA’lar tarafindan
duzenlenebilmektedir. Literatirde oOzellikle DNA hasarina baglh tetiklenen intrinsik yolagin
dizenlenmesinde rol oynayan bazi ukmRNA'lar tanimlanmasina ragmen (Huarte ve ark.,
2010; Hung ve ark., 2011), sistemik bir yaklasim kullaniimadigi icin bu yolaktaki
ukmRNA’larin tamami bilinmemektedir. En dnemlisi, ekstrinsik yolagin diizenlenmesinde
gorev yapan ukmRNA’lar hi¢ bilinmemektedir. Bu nedenlerden &tlirli, apoptozu dizenleyen
ukmRNA’larin kapsamli bir sekilde tanimlanmasi sonucu intrinsik ve ekstrinsik yolakta rol

oynayan ukmRNA'larin belirlenmesi 6nemlidir.
2. LITERATUR OZETi

2.1 Apoptoz (Programl Hiicre Oliimii)

Evrimsel olarak oldukga muhafaza edilmis olan hicre 6limu, ihtiyag fazlasi hicreler
ile sagligi tehdit eden antijenlerin vicuttan uzaklastiriimasi igin oldukga gerekli bir hicresel
islevdir (Hotchkiss ve ark., 2009). Fizyolojik bir stregte olusmasi gereken hucre élimunun
yavaglamasli sonucu kanser ve otoimmun hastaliklar, hizlanmasi durumunda ise
noérodejenaratif hastaliklar ve AIDS gibi hastaliklar sekillenebilmektedir (Chao ve ark., 2011;
Ouyang ve ark., 2012; Singh ve ark., 2012). Bu sebeplerden dolay! hicre o6lumudndn
mekanizmasinin molekller duzeyde anlasilmasi, insan saghginin korunmasi igin ¢ok

onemlidir.

Programli hdcre 6luma ilk defa 1965 yilinda belilenmesine ragmen (Lockshin ve
Williams, 1965), apoptozun kontroliinde rol oynayan ilk molekil, morfolojik tanimlamadan
ancak 27 yil sonra tespit edilebilmistir (Thornberry ve ark., 1992). Hicre 6liminde olusan

bozukluklarin hastaliklara yol actiginin anlagiimasindan sonra, bu alandaki ¢aligmalar ivme
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kazanmistir. Bazen sinirlari tam olarak cizilememekle birlikte, hiicre élimleri G¢ grup altinda
toplanmaktadir: nekroziz (Goldstein ve Kromer, 2007), otofaj (Eisenberg-Lerner ve ark.,
2009) ve apoptoz (Hotckkiss ve ark., 2009). Membran bariyerlerinin ya da hicre igi enerji
kaynaklarinin ¢cok hizli ve kitle halinde kaybedilmesi sonucu olugan nekroz, organellerin ve
hdcrenin sismesi, pargalanmasi ve sitoplazmik icerigin disariya tasmasi ile karakterizedir.
Otofaj ise cesitli hucre organellerinin ve kompartmanlarinin lizozomlar vasitasiyla

parcalanmasi anlamina gelmektedir.

Apoptoz hicre icinden ve disindan gelen degisik sinyaller vasitasiyla baglatilan
biyokimyasal olaylar tarafindan kontrol edilen programli hicre éliumudur (Elmore, 2007). C.
elegans, Drosophila ve memelilerde yapilan c¢alismalar, apoptozun buitlin tlrlerde
benzerlikler gosterdigini ancak htcre tirine goére farkh kontrol noktalarinin oldugunu
goOstermistir. Genetik ve biyokimyasal calismalar, intrinsik ve ekstrinsik olmak Uzere iki
apoptotik yolak belirlemistir (Sekil 1). Her iki yolakta da ortak yasam (BAD) ve 6lim sinyalleri
(BID, BIM, NOXA/PUMA) vardir. Apoptotik BAK/BAX (Wei ve ark., 2001) proteinleri ile
antiapoptotik BCL-2 (BAKSHI ve ark., 1985) grubu proteinlerinin orani apoptozu belirler.
Degisik intrinsik ve/veya ektrinsik faktérler 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-X, (Boise ve ark., 1993) ve MCL-1 (Kozopas ve ark., 1993) gibi antiapoptotik proteinler
tarafindan inaktif halde tutulan BAK ve BAX proteinlerini aktive ederler. BAX/BAK
endoplazmik retikuluma girerek kalsiyum salinmasina ve dolayisiyla hiicre sismesine ve
mitokondriye girerek 6lum sinyallerinin amplifikasyonuna neden olurlar. MCL-1 6nemli bir
kontrol noktasi olup, BIM’e bagl apoptozu énleyici etkisi vardir (Opforman ve ark., 2003).
BAX ve BAK proteinlerinin mitokondride olusturdugu deliklerden cytochrome (Cyt) c
salinmasindan sonra, APAF-1, cyt ¢ (APAF-2) ve caspase-9 (APAF-3) birleserek
apoptozomu olustururlar (Li ve ark., 1997). Baslatici (initiator) caspase-9, efektér caspase
enzimlerini aktive eder ve bu enzimlerde hicrede ki degisik proteinleri parcalayarak apoptoza
yol acarlar. Caspase aktivitesi degisik proteinler tarafindan kontrol edilebilir. Ornegin
Drosophila’da caspase enzimlerini inaktive eden degisik IAP (inhibitor of apoptosis)
proteinleri (Salvasen ve Duckett, 2002), memelilerde de SMAC/DIABLO (Du ve ark., 2000)
ve OMI/HTRAZ2 (Suzuki ve ark., 2001) isimli 2 adet |AP proteini izole edilmigtir.

Apoptoza ugrayan hucrelerde cekirdek koyulasmasi ve DNA pargalanmasi gibi
morfolojik degisiklikler olmaktadir. Memelilerde DNA parcalanmasi kaspaz tarafindan aktive
edilen CAD (caspase activated DNase) ve fagositlerin lizozomunda ki DNase Il proteinleri

tarafindan gercgeklestirilir (Enari ve ark., 1998). Kaspaz aktivitesine bagl olmayan
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endonuclease G ve AIF (apoptosis-interacting factor) proteinleri de DNA parcalanmasina yol
acabilir (Li ve ark., 2001). Batin bu olaylar zincirinden sonra, apoptotik hiicre Uzerinde
bulunan fosfatidilserin reseptorleri sayesinde bu hucreler “yenilmek” Gzere taninirlar ve
fagositoz ile berteraf edilirler.

Ekstrinsik faktorler G¢ dnemli reseptdr grubunu etkileyerek sinyal iletim yolunu aktive
ederler; TNF (tumor necrosis factor), Fas ve TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand)
reseptorleri (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Her U¢ yoldaki ortak element ligandin baglanmasi
sonrasl konformasyon degisikligine ugrayan reseptorlerin sitoplazmik kisminda DISC (death
inducing silencing complex) kompleksi olusmasidir. Bu kompleks, reseptdrlerin sitoplazmik
yarisinda yer alan DD (death domain) ve DED (death effector domain) kisimlari ile FADD
adaptor proteini ve kaspaz-8 enzimi arasinda olusur. Lokal konsantrasyonu artan caspase-
8'in otoproteolitik aktivasyonu diger caspase enzimlerinin (6rnegin caspase-3 ve -7)

aktivasyonuna yol agar.

Evrimsel olarak korunmus olan apoptozun duzenlenmesinde bir dizi regulator protein
ve mikroRNA'lar gibi kiclik kodlamayan RNA'larin gérev aldidi bilinmektedir (Hotchkiss ve
ark., 2009; Su ve ark., 2015). Kendi yaptigimiz ¢alismalarda, miR-425 ve miR-17*1n Hela
hlcrelerinde kamptotesinle tetiklenen apoptozu duzenledigini gdstermis bulunmaktayiz.
Proteomik analizler, yuzden fazla proteinin miktarinda degisiklik oldugunu gostermistir
(Thiede ve Rudel, 2004). Genom projelerinin tamamlanmasina paralel olarak elde edilen
transkriptom bilgileri ise genlerin (6rnedin, apoptozu duzenleyen genler) sadece proteinler ve
miRNA’lar tarafindan degdil uzun kodlamayan RNA’lar tarafindan da kontrol edilebilecedine

isaret etmektedir (Rossi ve Antonangeli, 2014).

2.2 Uzun Kodlamayan RNA’lar

Genom sekanslarinin tamamlanmasina ve sekanslama tekniklerinde kaydedilen
teknolojik ilerlemelere paralel olarak genomdan Uretilen RNA transkriptleri daha iyi
tanimlanmaya baslanmistir (Birney ve ark., 2007). Genomik transkript tanimlama
calismalarinin en slrpriz sonuglarindan birisi, kompleks organizma olarak tanimlanan
memelilerde dahi protein kodlayan transkript sayisinin sanilandan ¢ok daha az olmasidir.
Ornegin insan genomunun sadece %2’si mMRNA (retiminde kullanilmaktadir (Frith ve ark.,
2005). Mevcut bilgiler genomun geri kalan kisminin boyut, miktar ve fonksiyonlari degisen bir
dizi protein kodlamayan transkript tretiminde kullanildigini isaret etmektedir. Ornegin insan

fibroblast hiicrelerinin RNA igerigi derin sekanslamaya tabi tutuldugunda, RNA
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Sekil 1. Apoptotik mekanizmada rol oynayan i¢ (intrinsic) faktorler. Apoptoz mekanizmasini tetikleyen degisik
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transkriptlerinin %70’den fazlasinin intergenik ve intronik bolgelerden geldigi gorulmustar
(Mondal ve ark., 2010). Genom kapsamli transkript Uretiimesinin sadece insanla sinirli
olmayip Drosophila, fare ve mayada da oldugu dolayisiyla milyonlarca yil 6énce degisik
Okaryot tirlerinin ayrildigi ortak ata canlilarda da bulundugu disindimektedir. Genomun
diger kisimlarindan dretilen bu transkriptlerin yiksek okaryot kompleksligini algilamakta

onemli katkida bulunacagi ileri surtilmektedir (Wilusz ve ark., 2009).

Uzun kodlamayan RNA’lar (ukmRNA’lar), genomik bdélgelerin transkripsiyonu sonrasi
RNA’ya cevrilen, biyolojik olarak 6neme sahip ancak proteine doénusturiimeyen 200
nukleotitten buylik RNA molekdlleridir (Costa, 2007). 200 nikleotitten kiguk olanlar ise kiguk
RNA olarak adlandiriimaktadir. Molekuler biyolojinin santral dogmasina goére, bir hucre
icerisinde bulunan tipik kodlamayan RNA’lar tRNA (tasiyici RNA), snRNA (kuguk ¢ekirdek
RNA’lar1), snoRNA (kiglk c¢ekirdekcik RNA’lari) ve rRNA (ribozomal RNA) gibi yapisal
RNA'lar1 icermektedir. Bu RNA’larin disinda ilk kodlamayan RNA 1990 yilinda farede
tanimlanan H19 RNA’sidir (Brannan ve ark., 1990). Maternal ifade edilen ve agir ifadesi
Olimcil olan H19 RNA’sinin biyolojik dneme sahip oldugu ve ilgili genetik lokusta olusan
defektlerin asin blyimeye yol actigi gosterilmistir. Genom dizilerinin ¢ikariimasi ve derin
sekanslama, tiling mikroarray ve ChlP-seq (chromatin immunoprecipitation sequencing) gibi
metotsal gelismelere paralel olarak 6karyotik transkriptomlarin sanilandan ¢ok daha fazla
kodlamayan RNA icerdigi algilanmaya baslamistir. 7256 derin sekanslama verisinin bir
araya getirildigi bir calismada, bir insan hicresinde 58,648 adet ukmRNA bulundugu rapor
edilmistir (Klyer ve ark., 2015).



Bir RNA’yi kodlamayan RNA olarak siniflandirmakta kullanilan kriterlerden en
onemlisi agik okuma bodlgesi (open reading frame) uzunlugudur (Dinger ve ark., 2008).
Kodlamayan RNA’larda kisa agik okuma bodlgeleri bulunma olasiligi ve veritabanlarinda ki
proteinlerin %95’den fazlasinin 100 aminoasitten uzun bir boyuta sahip olmasi dikkate
alinarak, 100 aminoasitten kuglk agik okuma bodlgesi iceren RNA’lar kodlamayan RNA
olarak siniflandiriimaktadir. Bazi uzun kodlamayan RNA’lar 100 aminoasitten uzun ancak
fonksiyonel olmayan agik okuma bolgeleri igerebileceginden, acik okuma bdlgesi homolog
varligl goéz onunde bulundurulmaktadir (Dinger, 2008). Ayrica, aday RNA’da mRNA benzeri
yapisal ozellikler olup olmadigina da bakiimaktadir. Ancak belki de en saglkli yontem
deneysel olarak test yontemidir. In vitro translasyon yontemi kullanilarak RNA’nin retikulosit
ekstraktlar tarafindan proteine donustirillip déntstirilmedigi test edilebilecegi gibi (Galindo
ve ark., 2007) asir ifade edilen RNA’larin polizomlarda bulunup bulunmadigi arastirilabilir.
Nitekim, protein kodlayan genler hicrelerde asin ifade edildiginde, bu genlerden Uretilen

mRNA’larin polizomlarla etkilesmeleri gerekmektedir.

2.2.1 Uzun Kodlamayan RNA’larin Siniflandiriimasi

Genomik konumlari dikkate alindiginda, bazi ukmRNA’larin protein kodlayan genlerin
5 ve 3 uglarindan uzak bélgelerde, bazi ukmRNA’larin ise protein kodlayan genlerin
promotdr ve ilk intron ve ekzon bodlgelerinden baglayarak sentezlendikleri gorulmektedir
(Moran ve ark., 2012). Bu grup RNA’lar sentezlendikleri genomik bdélge ve yéne goére 3
kategoride toplanmaktadir (Sekil 2); (1) Intergenik ukmRNA'lar, protein kodlayan genlerden
uzak bodlgelerden sentezlenmektedirler. Ehnancer bdlgeleriyle etkiselebilmekle birlikte
genellikle protein kodlayan genlerden bagimsiz sentezlenmektedir; (2) NATs (Natural
Antisense Transcripts, dogal ters yon transkriptleri) protein kodlayan genlerin 5’ ve/veya 3’
uclarindan sentezlenmekte ve genellikle ilgili genlere ters yonde bulunmaktadirlar. Ancak
sense yonde olan transkriptlerde bulunmaktadir; (3) intronik ukmRNA'lar ise protein kodlayan

genlerin intronik boélgelerinden Gretilmektedir.

Bu kadar genis yelpazede degisik kodlamayan RNA dretiimesine ragmen, deneysel
olarak fonksiyonlari tanimlanmis kodlamayan RNA sayisi oldukga sinirlidir. Ancak
ukmRNA’larin cis ve trans formda gen regulasyonu, kromatin yapisini degistiren proteinlerin
yonlendiriimesi, X kromozom inaktivasyonu, genomik imprinting, nukleer kompartman
olusumu, cekirdekten sitoplazmaya molekdl tasinmasi, 6ncil mRNA kirpimasi ve
translasyonal kontrol gibi oldukga degisik hucresel iglevlerde gorev aldiklari gosterilmistir
(Wang ve Chang, 2011, Lee, 2012; Moran ve ark., 2012; Yoon ve ark., 2012). Biyolojik
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Sekil 2. Uzun kodlamayan RNA’larin lokasyonlari baz alinarak siniflandiriimasi. 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 IncRNA (ukmRNA) ise protein
kodlayan genlerin intronik bolgelerinden sentezlenmektedir (Moran ve ark., 2012)

islevleri arastirmak icin yapilan calismalar, ukmRNA'larin hilicre spesifik olarak ifade
edildigini, hucrenin degisik kompartmanlarinda bulunabilecegdini, gelisimi duzenledigini ve
hastaliklarla ilintili oldugunu gostermistir (Wiluzs ve ark., 2009). Ornegin insanda HoxA
lokusundan ifade edilen 231 intergenik kodlamayan RNA’nin %64’UG gelisime bagh olarak
farkli ifade edilmektedir (Rinn ve ark., 2007). UkmRNA’lar gelisim, digilerde doz
kompanzasyonu ve hiicre sikllst gibi fizyolojik olaylar yaninda kanser, metabolik hastaliklar,
nérodejeneratif hastaliklar, ve hipertansiyon gibi énemli hastaliklarin patogenezinde de rol
oynamaktadir (Wapinski ve Chang, 2011; Harries, 2012).

2.2.2 Uzun Kodlamayan RNA’larin Gen ifadesindeki Rolleri

UkmRNA’larin en sasirtici fonksiyonlarindan bir tanesi transkripsiyonel reguilator
olarak goérev yapmalaridir (Moran ve ark., 2012; Quinn ve Chang, 2016). Klasik anlamda
transkripsiyonel regulasyon dusunuldiginde ilk akla gelen protein ve DNA etkilesimleridir.
Transkripsiyon sonrasi fonksiyonel bir protein veya RNA Uretiimedigi halde, ukmRNA’larin
transkripsiyonu sonrasi kromatin yapisinda meydana gelen lokal degisiklikler nedeniyle
yakinda bulunan protein kodlayan genlerin ifadesinde degisiklikler olusabilmektedir
(Katayama ve ark., 2005). Bazen ise, bir ukmRNA’nin transkripsiyon unitesinin bir kismi
protein kodlayan bir genin promotor veya gene kontrol bolgeleriyle cakigabilmektedir. Bu
indirekt etkilerin yaninda, ukmRNA’lar transkripsiyonu en az Ug¢ sekilde direkt olarak
dizenleyebilirler (Sekil 3A-C). Birinci yontemde, ukmRNA’lar transkripsiyon faktorlerini
ve/veya ko-faktorlerini (6rnegim kromatin duzenleyen proteinler, Sekil 3A) spesifik genomik

lokuslara tagiyarak transkripsiyonu duzenlemektedirler. Epigenetik olarak bilinen bu tur



dizenlemelerde genomun nikleotit dizisinde bir degisiklik olmaksizin kimi genomik lokuslar
spesifik olarak susturulmaktadir (Prasanth ve Spector, 2007). Ornegin, Airn uzun
kodlamayan RNA’sI Slc22a3, Slc22a2 ve Igf2r genlerini kapsayan bdlgeyi kaplayarak G9a
metil transferaz enziminin bu lokusa tagsinmasini saglamaktadir (Sleutels ve ark., 2002).
ikinci yontemde, ukmRNA'lar normalde protein-protein etkilesim bélgeleri bulunmayan
proteinlerin gekirdekte birbirleriyle etkilegsimlerini tetikleyebilirler (Sekil 3B). Nukleer
proteinlere baglanan ukmRNA’lar, proteinlerin aktivitelerini degistirebilirler, dimerizasyonunu
indukleyebilirler veya ¢ekirdek icerisindeki yerlerinin degigsimini saglayabilirler. Bu tur
etkilesimler ko-faktorlerin gen kontrol bolgelerine taginmasinda 6nemli rol oynayacagi gibi,
RNA kirpiimasinda goérevli proteinlerin aktivasyonunda da rol oynayabilirler. Ornegin, MALAT
ukmRNA'sI cekirdekte 6zel bolgelere lokalize olmakta ve RNA kirpilmasinda rol oynayan
proteinler icin ara yiz molekulli (scaffolding molecule) gérev yapmaktadir (Tripathi ve ark.,
2010). Uglinci yéntemde ise ukmRNA'lar transkripsiyon faktorlerinin gen promotdr
bélgelerine baglanmalarini diizenleyebilirler (Sekil 3C). Ornegin, insan DHFR kodlamayan
RNA'’sI protein kodlayan DHFR promotériine baglanarak ilgili genin transkripsiyonunu

baskilamaktadir (Martianov ve ark., 2007).

Uzun kodlayaman RNA’larin gen regulasyonunda ki énemli gorevlerinden birisi de
kicik RNA Uretiminde template gorevi gérmeleridir (Fejes-Toth ve ark., 2009; Quinn ve
Chang, 2016). Tek bir transkriptten kékenlenen degisik kiclik RNA'lar hicrenin degisik
kompartmanlarinda lokalize olarak birbirinden farkli fonksiyonlari yerine getirebilirler.
Ornegin, aslinda uzun bir transkript oldugu bilinen ve X kromozom inaktivasyonunda rol
oynayan Xist ve Tsix kodlamayan RNA’larindan kuglik RNA'larda dretildigi bildirilmigtir
(Ogawa ve ark., 2008). ilging bir sekilde bu kiiciik RNA’lar gen promotdr bélgelerine ve/veya

proteinlere baglanarak transkripsiyonu dizenleyebilmektedirler.

UkmRNA’lar dérdinci ydntemde gen ifadesini transkripsiyon sonrasi asamada
kontrol edebilirler (Sekil 3B ve D). mRNA'ya veya proteinlere baglanan ukmRNA’lar,
mRNA’larin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinma verimliligini, sitoplazmada konumlanma
bolgelerini veya translasyona ugrama oranlarini dizenleyebilirler. Ornegin, NRON
ukmRNA’sI nikleositoplazmik tasima proteinlerine baglanarak NFAT transkripsiyon
faktorinin cekirdekte birikmesini dnlemektedir (Willingham ve ark., 2005). Arabidopsis’de
yapilan bir calisma ise IPS1 ukmRNA’sinin miR-399’a baglanarak ilgili miRNA'nin hedef
PHO2 mRNA’sini duzenleme yetenegini ortadan kaldirdigi gésterilmistir (Franco-Zorrilla ve
ark., 2007).
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Sekil 3. Uzun kodlamayan RNA tarafindan gen ifadesinin kontrolinde kullanilan degisik mekanizmalar. A.
UkmRNA’lar kromatin yapisini degistiren proteinler icin yonlendirici ve yastik gorevi goérebilir. B. Protein-protein
etkilesim domaini bulunmayan proteinler icin arayliz goérevi Ustlenebilir. C. Transkripsiyon faktorlerine baglanan
ukmRNA'lar, ilgili faktorlerin prométor bolgelerine baglanmalarini engelleyebilirler. D. miRNA’lara baglanan
ukmRNA'lar, ilgili miRNA’larin hedef mRNA’larina baglanmasini engelleyerek gen ifadesini transkripsiyon sonrasi
asamada dlzenleyebilirler (Moran ve ark., 2012)

2.3 Uzun Kodlamayan RNA’lar ve Apoptoz

UkmRNA’larin gen regulasyonundaki potansiyel éneminin gorilmesiyle birlikte,
ukmRNA’larin insan hastaliklarindaki roli sorgulanmaya baslanmigtir. Bu ¢abalar,
ukmRNA’larin kanser, metabolizm, obezite, ndérodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklar gibi
bircok hastaligin olusumuna katkida bulunabilecegini gostermistir (Harries, 2012; Wapinski
ve Chang, 2012).

Literatirde ukmRNA’larin apoptozu dizenledigine dair sinirli bilgiler mevcut olup
daha ziyade kanser olusumu cercevesinde odaklanmaktadir. Sistemik bir inceleme
olmaksizin bireysel bazi ukmRNA’larin miktarlari ile kanser ve/veya apoptoz-hicre
proliferasyonu arasinda iliski kurulmustur. LOX-IMV1 melanoma hicrelerinde SPRY4-IT1
ukmRNA’sinin farkli ifade edildigi ve hucre invazyonu ve apoptozunda rol oynayabilecegi
gosterilmistir (Khaitan ve ark., 2011). Ac¢higa bagh stres sartlarinda dretilen ukmRNA’larin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir galismada Gas5 (growth-arrest-specific 5) ukmRNA’sInIn

miktarinin arttigi ve glukokortikoid reseptdri vasitasiyla strese bagl apoptozda rol



oynayabilecegdi rapor edilmistir (Kino ve ark., 2010). Hucre siklisiinde rol oynayan CDKN1A
promotérinden sentezlenen ukmRNA’larin belirlenmesi i¢in yapilan bir arastirmada, bu
spesifik lokustan sentezlenen PANDA ukmRNA’sinin NF-YA transkripsiyon faktoruyle
etkileserek apoptoz ve hicre siklisunlu duzenledigi gdsterilmistir (Hung ve ark., 2011). P53
yolaginda rol oynayan ukmRNA’larin belirlenmesi icin farede yapilan bir galismada ise, Linc-
p21 ukmRNA’sinin DNA hasarina bagli p53 aktivasyonu ve apoptozun tetiklenmesinde rol
oynadigi gosterilmigtir (Huarte ve ark., 2010). Ozgur ve ark., (2012) tarafindan yapilan
calismada ise, genotoksik ajanlarla muamele sonrasi 10 aday ukmRNA’sindan 7 adetinin

miktarinda degisimler oldugu g6zlenmis ancak fonksiyonel testler yapiimamigtir.

Henlz sistemik bir yaklasimla apoptotik hiicrelerin ukmRNA’larinda meydana gelen
degisimler rapor edilmemis olmakla birlikte bireysel bazi ukmRNA'larin apoptotik yolaklara
olan etkileri rapor edilmistir. Ornegin, cekirdege lokalize olan Saf (antisense of Fas)
ukmRNA’s| Fas reseptoér 6ncil mRNA’sinin kirpilmasini dizenleyerek ekzon atlanmasina ve
akabinde Fas ile tetiklenen apoptoza dirence yol agmaktadir (Villamizar ve ark., 2016).
Bobrek timor hatlarinda yapilan bir calismada ise, INXS ukmRNA’sinin apoptotik hiicrelerde
miktarinin arttigi ve ilgili ukmRNA'nin susturulmasi sonrasi kaspaz 3, 7 ve 9 aktivitelerinde
azalma oldugu gorulmuistir (DeOcesano-Pereira ve ark, 2014). Bu ukmRNA’nin apoptotik

yolagi BCL-XS yoluyla dizenledigi belirlenmistir.

Literatirde mevcut bilgiler apoptozun dizenlenmesinde ukmRNA’larin  rol
oynayacagini isaret etmekle birlikte, mevcut veriler daha ziyade kanser ve DNA hasarina
badli calismalardan elde edilmistir. Bltinsel bir yaklasim kullanilarak, sistemik olarak
intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklarin tetiklenmesinde rol oynanan ukmRNA’larin tamami
belirlenmemistir. Ozellikle ektrinsik yolagin dizenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’lar
bilinmemektedir. HelLa, Jurkat ve MCF-7 hicrelerinin kullanildi§i bu ¢alismada intrinsik ve
ekstrinsik yolaklar paralel olarak tetiklenerek, ukmRNA’larin miktarinda meydana gelen
degisimler derin sekanslama ydntemiyle belirlenmistir. Aday ukmRNA’lar HeLa hicrelerinde
susturularak apoptozda rol oynadiklari direkt olarak incelenmigtir. Ayrica, aday ukmRNA
susturulmasi sonrasi transkriptom analizi yapilarak, aday ukmRNA’larin hangi hedef genleri

dizenledikleri belirlenmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Memeli Hiicrelerinin Bakimi ve Apoptoza Ugratiimasi

Hela, Jurkat ve MCF-7 hlcreleri DSMZ GmbH’dan temin edilmis ve RPMI 1640 (L-
Glutamin ilaveli, Gibco) besiyerinde nemli ortamda 5% CO2 ve 37°C inkubatorde
bayutulmastur. Besiyerine 10% inaktif fetal bovin serum (FBS) (Gibco) ve 1% penisilin-
streptomisin (Gibco) takviye edilmigtir. HeLa hucreleri her iki ginde 1/3 veya 1/4 (2.0 — 2.5 x
108 hiicre) oraninda ekilmis ve kullanim gerektirdigi durumlar Trypsin-EDTA (Gibco, 0.25%)

ile kaldiriimistir.

Hucrelerin apoptoza ugratiimasi icin alti kuyucuklu plaklar kullaniimistir (Sarsted). 0,3
X 108 adet Hel a hiicresi kuyucuklara ekildikten sonra sonra 1 giin blyutilmustir. Bir sonraki
glnde apoptozu tetikleyen ajanlarla muamele edilerek zaman ve doz kinetik analizleri
yapilmistir. Her bir muamele en az 3 defa tekrarlanarak Student's T test analizine tabi
tutulmustur. DMSO igerisinde 83,2 mM stok olarak hazirlanan sisplatin (SantaCruz),
kimyasal kararsizli§i nedeniyle her kullanimda taze olarak hazirlanmigtir. 2-320 uM doz ve 4-
24 saatlik zaman arali§i test edilmistir. Dnaz ve Rnaz icermeyen suda ¢dzinen ve 5 mM stok
halinde hazirlanan doksorubisin sollisyonlari -20 ‘C’de saklanmistir. Apoptozu tetiklemek igin
0,0625-32 uM doz ve 4-24 saat zaman araligi kullaniimistir. TNF-alfa ligandi tek basina
HelLa hulcrelerinde apoptozu tetiklemek igin yeterli olmadigi icin sikloheksimid ile birlikte
kullaniimistir.  Sikloheksimid toksisitesi 5-80 ug/mL doz ve 4-24 saat araliklarinda test
edildikten sonra TNF-alfa ile apoptozu tetiklemek i¢in 1-125 ng/mL doz araligi kullaniimistir.
Benzer zaman araliklari kullanilarak 0,125-2 ug/mL dozlarinda Fas antikoru ile apoptoz

tetiklenmesi saglanmigtir.

3.2 Apoptozun Akis Sitometresi, Floresan Mikroskopi ve Hiicre Sayim Cihazi ile

Belirlenmesi

Degisik doz ve zaman araliklarinda ligandlar ile muamele edilen hicrelerde meydana
gelen apoptotik degisimler primer olarak akis sitometresinde incelenmistir (Applied
Biosystems Attune veya BD FACS). Erken apoptotik evredeki hicreler Aneksin V (BD), ge¢
apoptotik evredeki hlcreler ve o6l hicreler ise 7AAD (BD) ile boyanarak karakterize
edilmistir.. Boyama igin Aneksin V PBS ile 1:5, 7AAD ise PBS ile 1:10 oraninda dilue
edilmigtir. Boyanacak hucreler Tripsin ile kaldirildan sonra PBS ile iki defa yikanip yeteri

miktarda (200-300 pl, en az 50 pl) Aneksin baglanma tamponunda ¢6zulip 50 pl boyama igin
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eppendorfa aktariimistir. Hiicreleri iceren eppendorflara her bir boyadan uygun dilisyonda ki
boyadan 5 ul eklenip 15 dk karanlikta oda sicakhginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonu
takiben numunelere 200 yl PBS daha eklenip analiz akis sitometresinde okuma iglemine
gecilmistir. Analiz sonucunda sadece Aneksin V pozitif hlicreler erken apoptoz evresinde; her
iki boyanin pozitif oldugu htcreler ge¢ apoptoz evresinde; sadece 7AAD pozitif olan hicreler
0lu/6lmekte olan hicreler; her iki boyanin negatif oldugu populasyon ise canli hiicreler olarak
kabul edilmigtir.

Apoptozun ve floresan boyamanin dogrulanmasi icin Floresan Mikroskopu
kullaniimistir. Akis Sitometresi analizinde kullanilan boyama prosediriyle hazirlanan
oeneklerden 10 ul hiicre-boya karisimi lamele yayilip lamel ile kapatildiktan sonra Olympus
IX70 (Filtre 2 7AAD icin ve Filtre 4 Aneksin V igin) Floresan Mikroskopu ile analiz edilmistir.
Gerekli oldugu durumlarda sadece tripan mavisi ile ge¢ apoptotik evredeki hicreleri
belirlemek igin hiicre sayim cihazi kullanilmigtir. Tripsinle kaldiriimis hicreler 5 dk satrifijj
(800 RPM) sonrasinda 1 ml PBS ile yikanip tekrar satrifiij yapilmistir. Ust fazi atilip hiicreler
yeteri miktarda PBS ile seyreltilip 10 pyl numune esit miktarda tripan mavisi (1:1 dilusyon,
Invitrogen) ile karistiimistir. Karisimdan 10 pl Countess Slide Chamber’lara yerlestirildikten
sonra Countess (Invitrogen) hlicre sayimi cihazi ile 6li-diri hicrelerin orani (ylzde olarak)
belirlenmigtir. Tripan mavisine icine almis hicreler 6li veya 6lmekte olan hicreler kabul

edilmigtir.

3.3 Hucrelerin GapMer ile Transfeksiyonu

Transfeksiyonun gercgeklestirilecegi bir 6nceki geceden HelLa hicreleri (20.000
hicre/kuyucuk) 24 kuyucuklu plakalara ekilmigtir. Transfeksiyon zamaninda besi vyeri
degistirilerek serul ilaveli besi yeri ile hicreler transfeksiyona hazir hale getirilmistir.
Transfeksiyon reaktifi (FUGENE HD) ile aday ukmRNA’larin susturulmasinda kullanilacak
GapmeR’lerin  (Exigon) hibridizasyonu serum ilavesiz besiyerde gergeklestiriimistir.
Reaksiyon hacmi toplam olarak 100 ul'ye (her kuyucuk igin) ayarlanmistir. ilk énce oda
sicakhgindaki 98 pl besiyeri bir eppendorf tipe eklendikten sonra tzerine 0,5 ul Gapmer
(0,01 mM) eklenip ¢ok kisa vortekslenmistir. Besiyeri-GapmeR karisiminin (zerine oda
sicakligina getirilip vortekslenmis 1,5 ul transfeksiyon reaktifi eklenip kisa bir slre
vortekslenmis ve 15 dk oda sicakliginda inkube edilmigtir. Besiyeri-GapmeR-Transfeksiyon
reaktifi karisimi inkubasyon sonunda kuyucuga damlatma yontemiyle eklenip her tarafa esit
dagilimini saglamak igin cok kisa sekiz yazar gibi karigtirlmistir. Transfeksiyon igleminin
tamamlanmasina miteakip plakalar inkubatore (37 C, %5 CO2, nemli) konulup 48-72 saat

inkUbe edilmistir.
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3.4 Toplam RNA izolasyonu ve Kalite Kontrol Analizleri

Hucreler tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra soguk PBS ile iki defa yikanmigtir. PBS
ortamdan tamamen uzaklagtirildiktan sonra hacrelerin Uzerine 1 mL TRIzol (Life
Technologies) eklenmistir. Hemen izolasyon yapilamayan durumlarda hicre lisatlari -80 ‘C’de
saklanmis ve ekstraksiyon 6ncesi oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek nukleoproteinlerin
tamamen ayrismalari saglanmigtir. Akabinde lisata her bir mL TRIzol i¢in 0,2 mL Rnaz
icermeyen kloroform (Sigma) ekledikten sonra numuneler 15 saniye elde c¢alkalanmig ve 2-3
dk oda sicakhginda inkune edilmistir. 12.000 xg'de 15 dk santfifigasyon sonrasi Ust sivi faz
yeni bir tipe aktariimig ve RNA’lar 0,5 mL izopropanol ile ¢oktlrilmuastur. Etanol ile yikanan
pelet hava ile 5-10 dk kurutulduktan sonra Dnaz ve Rnaz igermeyen suda ¢éziindikten sonra

daha sonraki kullanima kadar -80 C’de saklanmistir.

RNA kalite kontrol analizleri icin 6ncelikle NadoDrop (Thermo Scientific) ile
spektrofotometrik analiz yapilmistir. Azeozso Ve Azsorzzo dederleri sirasiyla protein ve alkol
kontaminasyonlarini degerlendirmek igin kullaniimistir. Bu oranlarin sirasiyla yaklasik 2 ve
2,0-2,2 arasinda olmasina 6zen gosterilmistir. Gerekmesi durumunda RNA’lar %1’lik agaroz
jelde yurutulerek goérsel kalite kontrolliine tabi tutulmustur (smear olmamasi ve 18/28S rRNA
bantlarinin keskinligi). Derin sekans analizinde kullanilacak RNA’lar hizmet alimi yapilan
firma tarafindan Bioanalyzer ile daha detayh kalite kontrol analizine tabi tutulmustur. Bu
analizlerde RIN (RNA Integrity Number) sayilari 7-10 aralidinda olan RNA Ornekleri derin

sekans analizinde kullaniimistir.

3.5 Derin Sekan Analizleri

Apoptotik hlicrelerde farkli ifade edilen ukmRNA’lari belirlemek icin sisplatin,
doksorubisin, TNF-alfa ve Anti-Fas ligandlariyle muamele edilen HelLa hicrelerinden elde
edilen toplam RNA’lar derin sekans analizine tabi tutulmustur. Hicbir sey ile muamele
edilmeyen hucreler kontrol olarak kullaniimistir. Her bir numune g tekrarli hazirlandigindan
toplam 15 numune derin sekans igin isvigre'nin Fasteris firmasina génderilmistir (lllumina
platformu).

Aday ukmRNA’larin gen ifadesini nasil dizenlediklerini anlayabilmek igin, aday
ukmRNA’larin susturuldugu o6rneklerde kodlayan genler icin ikinci bir RNA-seq calismasi
yapiimisgtir. Bu galismada her bir muamele igin Uger replika hazirlanmistir. Negatif Gapmer ile
tranfekte edilen hucreler kontrol olaral kullaniimistir. Sadece sisplatin ile muamele edilen

hicreler pozitif kontrol olarak kullaniimistir. 3 aday Gapmer ile transfekte edilen hicreler ise
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test amach kullaniimistir (3+3+9=15 6rnek). Bu analiz icinde Fasteris firmasindan hizmet

alimi yapilmig ve lllumina platformu kullaniimistir.

3.6 Biyoinformatik Analizler

Katiphanelerin sekanslanmasi sonrasi elde edilen veriler dncelikle Bowtie ve TopHat
programlari kullanilarak insan genomunun GRCh37 versiyonuna eslestiriimistir. Eslestirme
sonrasi elde edilen BAM dosyalari Cufflinks ile incelenerek transkriptler tanimlanmigtir.
Akabinde Cuffdif programiyla ilgili transkriptlerin miktarlari, karsilastirmali analizi ve
istasistikleri yapiimistir. Kontrole goére ifadesinde farkli olan ukmRNA'lar listelenmis ve ilging

adaylar qPCR i¢in secilmistir.

3.7 Real Time PCR Analizleri

RT-PCR 6ncesinde 1ug total RNA DNA eliminasyonu (RT2 First Strand Kit, QIAGEN)
islemine maruz birakilimistir. Bu amacla 8 pl (1 ug) RNA 6rneklerine 2 pyl gDNA Elimination
Mix eklenip 5 dk 42°C inkube edilmistir. Daha sonra buzda 2 dk bekletildikten sonra 10 ul
cDNA miks (dH20, primer, Revers Transkriptaz) eklenip 1 saat 37 'C’de inkiibe edilmistir.
Enzimatik reaksiyonlari, érneklerin 95 C’de 5 dk inkiibe edimesiyle durdurulmus ve érnekler
buzda 5 dk bekletilmistir. Her bir reaksiyona 91 ul dH,O eklenmistir. Olusan karigimdan 2 pl
cDNA, 0,5 pl uygun primer, 3,75 pl dH20 ve 6,25 pl gPCR Master Mix (QIAGEN) karistirilip
uygun plakalarina aktariimistir. Kisa santriflj sonrasinda plaka LightCycler 480 (Roche)
ekipmanina yerlestirilip analiz edilmistir. Cihaz programi: 1 cycle 10 dk 95C, 40 cycle 15 sn
95C ve 1 dk 60C, ve 1 cycle 10 dk erime egrisi olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir
reaksiyon 3 replika seklinde hazirlanmig, RT olmayan o6rnekler negatif kontrol olarak
kullaniimistir. Veriler GAPDH’e gbre normalize edildikten sonra student’s T test ile istatistiki

analize tabi tutulmustur.

3.8 Western Blotlama

Toplam protein izolasyonu i¢in RIPA tamponu (Cell Signalling) kullaniimigtir. Tripsin
ile kaldiriimig hiicreler 2 defa soguk PBS ile yikandiktans onra Gzerlerine RIPA (50 ul /108
hucre) ve 100X ptoteaz kokteyl (SantaCruz) (1X olacak sekilde) eklenip 20 dk buz Gzerinde
bekletilere pargalanmigtir. Olusam suspansiyon 10 dk 4 °C’de 14.000 rpm’de santrifQj
edildikten sonra supernatan 2 veya uge bélinip kullanima kadar -80 °C dolabinda muhafaza

edilmistir. Protein konsantrasyonu Bradford Assay ile belirlenmistir.
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Hucre lizatlar1 4X protein ylikleme boyasi (40% gliserol, 240 mM Tris/HCI pH 6.8, 8%
SDS, 0.04% bromfenol mavisi, 5% beta-merkaptoetanol) ile uygun oranda karistirilip 5 dk 95
°C’de kaynatiimistir. Sonrasinda dérnekler %5 Ust/%15 alt SDS jelde [dH20, tampon ¢ozelti:
30% Akrilamid (Sigma), 10% SDS (Applichem), TEMED (Sigma), 10% APS (Applichem)] 2
saat 100 V’da yuruttci tamponla [25 mM Tris, 192 mM Glisin, 1% SDS (a/h)] yaratdlmastur.
Her defasinda iki jel hazirlanarak jellerden bir tanesi Coomassie Mavisi sollisyonu [1 mg/ml
Coomasie Mavisi (Sigma), 10% asetik asit (h/h), 30% metanol (h/h)] ile boyanarak protein
bantlari gorsel olarak incelenmistir. Diger jel ise Whatman ve PVDF membrani (Milipore)
arasinda ‘sandvi¢’ yapilip bir gece transfer tamponunda [25 mM Tris, 190 mM glisin and %20
metanol (h/h)] 30 V uygulanarak proteinlerin membrana gecisi saglanmistir. Transfer
isleminin kontroll icin membran Poncea S [0.1% (a/h) Ponceau S in 5% (h/h) asetik asit]
boyasi ile 30 dk inkube edildikten sonra 10 dk distille su ile yikanarak proteinlerin transfer
verimliligi incelenmistir. Daha sonra filtreler membran bloklama tamponu (1X TBS, 0.05%
Tween20, 0.5% vyagsiz kuru sit) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda calkalayicida
bloklanmigtir. Uygun primer antikor 1:5000 oraninda %0,5 sut/%0,05 Tween20/1X TBS
icerisinde dilue edilerek membran ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkubasyon
sirasinda sollsyon calkalanmistir. Ardindan 45 dk boyunca en az 5 defa 1x TBS-Tween20
ile  membranlar yikanmistir. Sekonder primerle bir sonraki saat oda sicakliginda
calkalandiktan sonra ylkama islemi tekrar edilmistir. Son olarak gorintileme icin
kemiliminesan SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific)
membrana 500 pl civarinda eklenip 2 dk karanlikta inkiibe edildikten sonra VersaDoc MP
4000 Molecular Digital Imaging System (BioRad) (IYTE BioMer) veya Fusion SL (PEQLAB)

cihazi kullanilaraktan goranta alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1 HelLa Hiicrelerinde Apoptozun Tetiklenmesi

Proje onerisinde belirtildigi Gzere, insan hicrelerinde apoptozu tetiklemek i¢in HelLa
hicreleri model olarak secilmistir. Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik olmak Uzere iki ana yolak
ile tetiklenebileceginden, her iki yolagi tetiklemek icin iki ayri ajan secilmistir: Intrinsik yolagi
tetiklemek icin sisplatin ve doksorubisin ajanlari; ekstrinsik yolagi tetiklemek icin anti-fas ve

TNF-alfa ligandinin kullaniimasi énerilmistir:

4.1.1 Sisplatin ile instrinsik Yolagin Tetiklenmesi

Literatir bilgileri dikkate alindidinda 5 pM sisplatin konsantrasyonu apoptozu
tetiklemek igin yeterli olmakla birlikte, ilk yaptigimiz denemeler bu dozun HelLa hiicrelerinde
apotozu tetiklemek icin yetersiz oldugunu gdstermistir. Bu nedenle daha yuksek dozlar
denenerek 16 saatlik kiltir kosullar olusturulmustur. Apoptoz oranlari akim sitometresinde
Annexin V (fosfatidil serin eksternalizasyonu ve dolayisiyla erken apoptotik evre) ve 7AAD
boyamasi (DNA fragmantasyonu ve dolayisiyla ge¢ apoptotik evre) yapilarak olgUimustar.
Sekil 4'te goéruldigu Uzere, 16 saatlik kultlrlerde Hela hiicrelerinin apoptoz oranlarinda
(Apoptoz orani= AnnexinV pozitif hiicreler + AnnexinV-7AAD duble pozitif hiicreler) doza
bagh bir artis goérulmustir. Kontrol hicrelerinde apoptoz orani %6,7 iken, bu oran 80 yM
sisplatin muamelesi ile %50’ye ulasmistir (Sekil 4B). Kantitatif bir 6lcim olmamakla birlikte,
destekleyice veri saglamasi agisindan, apoptozu 6lgmek igin ayrica tripan mavisi ile boyama,

Countess hucre sayim cihazi ile dlgim ve floresan mikroskopide kullaniimigtir (Sekil 4C).
4.1.2 Doksorubisin lle instrinsik Yolagin Tetiklenmesi

On calismalar kisa sireli doksorubisin uygulamalarinin apoptozu tetiklemek igin
yeterli oldugunu gdOstermistir (2-8 saat). Bu bulgular ve literatur bilgileri 1s13inda, 0.5-32 uM
doksorubisin kullanilarak 4 saatlik kdltirler dizayn edilmis ve hilcrelerin apoptoz oranlari
akim sitometresi ile dlgulmuUstir. Sisplatinle muamele de oldugu Uzere, kalitatif olarak tripan
mavisi ile boyama, Countess cihazi ile hlicre sayimlari ve floresan mikroskop ile gérintileme
de yapiimistir. Kantitatif flow sitometrik analizler baz alindiginda, Sekil 5'te goérildugu Uzere,

Hela hcrelerinin apoptoz oranlarinda doza bagl bir artis gériinmektedir.
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Sekil 4. HeLa hiicrelerinde sisplatin doz tespiti. (A) 1 milyon HelLa hicresi 16 saat boyunca degisik
konsantrasyonlardaki sisplatin ile apoptoza ugratildi ve Akis Sitometri yardimiyla fenotipe dayal analiz edildi.
Annexin V ve 7AAD floreasn boyalariyla saglikli, apoptotik, ve 6li hilcreler ayirt edildi. Her muamele U¢ defa
tekrar edildikten sonra student t test analizi uygulanmistir. ilag eklenmeyen hiicreler kontrol olarak kullanilmistir.

(B) Akis sitometresi dot blot analizi. Apoptoz oranlarinin hesaplanmasinda, Annexin V single pozitif ve Annexin-

7AAD cift pozitif hiicrelerin toplami kullaniimigtir (kontrolde %6.7 iken ajanla muamele sonrasi %50). (C) Floresan
mikroskopik analiz.
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Sekil 5. HeLa hiicrelerinde doksorubisin doz tespiti. (A) 1 milyon HelLa hicresi 4 saat boyunca degisik
konsantrasyonlardaki doksorubisin ile muamele edilerek apoptoza ugratiimis ve Akis Sitometri yardimiyla Sekil

4’'te aciklandigi sekikde fenotipe dayali analiz edilmigtir. (B) Akis sitometresi dot blot analizi. (C) Elektron
mikroskopik goruntdler.
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Sekil 6. HeLa hiicrelerinde anti-fas zaman tespiti. (A) 1 milyon HelLa hiicresi degisik zaman araliginda 0.5
ug/mL anti-fas antikoruyla (milipor) muamele edilerek apoptoza ugratiimis ve Akis Sitometri yardimiyla fenotipe
dayali analiz edilmigtir. Annexin V ve 7AAD boyamalarinin yardimiyla saglikli, apoptotik ve 6lu hicreler ayirt
edilmistir. Her muamele ii¢ defa tekrar ediltikten sonra ortalama ve standart sapma hesaplanmistir. llag
eklenmeyen hucreler kontrol olarak kullaniimigtir. (B) 72 saat sureyle 0.5 ug/mL anti-fas antikoruyla muamele
edilen HelLa hicrelerinin Akis sitometreside dot blot analizi.
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Doksorubisin ile muamele edilen hicreler sisplatin ile muamele edilen hiicrelerden farkl
davranmakta ve sadece Annexin V pozitif olmadan direkt Annexin-7AAD cift pozitif
olmaktadirlar. Bu nedenlede 2 uM doz sonrasi hucrelerin buayuk bir kismi (%90 uzeri)
Annexin-7AAD cift pozitif olarak kalmaktadirlar. $ekil 5A’da sunulan veri dikkate alindiginda,
HelLa hlcrelerinde apoptozu tetiklemek icin 4 uM doz ve 4 saatlik muamelenin uygun oldugu
kararina varilmistir. Bu verinin flow sitometrik analizi Sekil 5B’de, floresan mikroskopik

analizin ise Sekil 5C’de sunulmustur.

4.1.3 Anti-Fas ile Ekstrinsik Yolagin Tetiklenmesi

Literatlr verileri ve ticari firmanin énerileri dikkate alinarak 0.5 ug/mL doz kullanimi i¢in dogru
zamanin belirlenmesi amaglanmigstir. Kullanilan antikorun oldukga pahali olmasi nedeniyle
kismen sinirli saat araligi secgilmis ve 24-72 zaman araliginda kultlrler konulmustur. 0.5
ug/mL doz kullanimi 72 saat sonunda %19,7 (%7,8 AnnexinV + %11,9 Annexin-7AAD
pozitif) apoptoza yol agmistir (kontrolde % 5,8) (Sekil 6). 72 saatlik anti-fas muamelesine tabi
tutulan htcrelerdeki apoptoz oraninin flow sitometrik analiz verisi Sekil 6B’de sunulmustur.
Bu kadar uzun sireli muamele sonucu dahi apoptoz oraninin %20 civarinda kalmasi literatr
verileriyle olduk¢a uyumludur (Hippe ve ark., 2008). HelLa hcreleri az FAS reseptori
icerdiginden Jurkat hucreleri gibi duyarli olmamaktadirlar. Bu nedenle kultlr kosulu olarak

0,5 ug/mL ajan ve 72 saatlik sure segilmistir.

4.1.4 TNF-alfa ile Ekstrinsik Yolagin Tetiklenmesi

TNF-alfa proje dnerisinde ekstrinsik yolagi tetiklemek igin ikinci ajan olarak secilmigtir.
Bu amagla 1-1000 ng/ml dozlarinda 4 ve 24 saatlik kiltir kosullarinda ajan ile muameleler
yapilmigtir. Ancak higbir doz ve zaman araliginda, kontrol hiicrelerine goére artis goésteren bir
apoptoz orani belirlenememigtir (Sekil 6A). Yapilan literatir arastirmasinda Hela
hicrelerinde TNF-alfa ile eksternal yolagin tek basina tetiklenemedigi, bunun igin ikincil
ajanlarin (6rnegin protein sentezini bloklayan emetin (Fraisse ve ark., 1998) kullaniimasi
Onerilmektedir. Bu baglamda sikloheksimid ile kombine edilerek 8 saatlik kultarler
konulmustur. Bu ligandin ¢ok pahali olmasi nedeniyle kontrolde goérulen %5’lik olumle
karsilastirildiginda TNF-alfa/sikloheksimik ile uyarilan %35’lik 6lumun yeterli olacagi seklinde
degerlendirilmigtir.
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Sekil 7. HeLa hiicrelerinde TNF-alfa/sikloheksimid ile apoptozun tetiklenmesi. 0,5X10% HelLa hiicresi ilag
muamelesinden 24 saat 6nce alti kuyucuklu flasklara ekilmigtir. Ertesi giin dort (A) veya sekiz (B) saat sireyle
TNF-alfa ile muamele edilmistir. Akim sitometresi kullanilarak fenotipe dayali apoptotik, canli ve 6&li hucre

yuzdeleri belirlenmistir. CHX, sikloheksimid. (C) 125 ng/mL TNF-alfa (10 ug/mL sikloheksimid ile birlikte)
muamelesinin akim sitometrisi dot blot analizi.
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4.1.5 Apoptotik Yolaklarin Tetiklenmesinin Western Blotlamayla Analizi

Her bir ajanla muamele sonrasi gerekli yolaklarin tetiklendiginin anlagiimasi igin
apoptozun tetiklendiginin dnemli gostergelerinden olan kaspaz-8, -9, ve 3 aktivasyonuna
bakilmistir. Oncelikle dogru birincil ve ikincil antikor konsantrasyonlarinin tespiti icin bir dizi
on calismalar yapiimistir. Deneysel optimizasyon saglandiktan sonra yapilan calismalarda
(Sekil 8) ektrinsik yolagin TNF veya Fas ile aktivasyonu kaspaz 8 aktivasyonuna neden
olmustur. Buna karsin doksorubisin ve CP kismen daha az aktivasyona yol agmistir. Kaspaz
9 normalde intrinsik yolagin tetiklenmesinde aktive olmaktadir. Sisplatin ile muamele sonrasi
beklendigi Uzere prokaspaz 9'un azaldigi gorulmektedir. Ancak TNF ve Fas muamelesi de
muhtemelen ¢apraz konusma ile kaspaz 9 aktivasyonuna neden olmaktadir. TNF akabinde
dramatik bir sekilde kaspaz 3 aktivasyonu goértlmekle birlikte bu aktivasyon deneyin yapildigi

kosullarda sisplatin i¢in sinirli gértlmektedir.

Dox CP TNF Fas
- + - + - + - +
Casp-8 WD S——— S -— e S— . @m Procaspase
i - e - 4 (Cleaved caspase
Casp-0 e W — —_— ~ .. @m Procaspase

4= (Cleaved caspase

casps NN === I ™ %= . rrocaspase
e &= Cleaved caspase

FAC S gl @ ——ee eeor W S

Sekil 8. HeLa hiicrelerinde apoptos sonrasi kaspaz aktivasyonu. 1 milyon HelLa hiicresi Sekil 2'de belirtilen
kosullarda apoptoza ugratiimis ve RIPA soliisyonuyla protein ekstrakti elde edilmistir. 50 ug ekstrakt %10’luk
SDS-PAGE jelde yurituldikten sonra kaspaz 8 (Casp-8), kaspaz 9 (Casp-9) ve kaspaz 3 (Casp-3) antikoruyla
inklibe edilmistir. Beta aktin (b-Actin) normalizasyon igin kullaniimistir. Dox, doksorubisin; CP, sisplatin.
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4.1.6 Jurkat Hiicrelerinde Apoptotik Yolaklarin Tetiklenmesi

Farkl ifade edilen uzun kodlamayan RNA’larin hlcre-spesifik bir ifadeye tabi olup
olmadiklarini aragtirmak igin adaylarin ifadeleri HeLa hucreleri yaninda Jurkat ve MCF-7
hicre hatlarinda da bakilmistir. Bu hicre hatlaridna da HelLa hiicrelerine benzer bir doz
kinetigi gozlenmistir. Ornegin, Jurkat hiicrelerinde 100 uM sisplatin 16 saat sonunda %44,9
apoptoza yol agmistir (Sekil 9A). Dort saatlik doksorubisin muamelesi 4 uM konsantrasyonda
%57 oraninda apoptoza yol acarken (Sekil 9B) anti-Fas uygulamasi 1 uM konsantrasyonda

%19,6 oraninda apoptoza neden olmustur (Sekil 9C).
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Sekil 9. Jurkat hiicrelerinde sisplatin, doksorubisin ve anti-Fas ile apoptozun tetiklenmesi. 0,5X10°8 Jurkat
hiicresi ilag muamelesinden 24 saat dnce alti kuyucuklu flasklara ekilmistir. Ertesi giin degisik konsantrasyonlarda
sisplatin (Panel A, 16 saat), doksorubisin (Panel B, 4 saat) ve anti-Fas antikoruyla (Panel C, 16 saat) muamele
edilmiglerdir. Akim sitometresi kullanilarak fenotipe dayali apoptotik, canli ve 6li hicre yizdeleri beliflenmistir.
Her bir deney en az 3 kez tekrarlanmis ve Student’s t test analizine tabi tutulmustur.
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4.2 Derin Sekanslama ile Farkli ifade Edilen ukmRNA’larin Belirlenmesi

Apoptozun regllasyonunda rol oynayan ukmRNA’lar1 belirlemek i¢cin daha kapsamli
olmasi bakimindan derin sekans analizi kullaniimigtir. Bu baglamda 6ncelikle HeLa hucreleri
4.1’de ifade edilen doz ve zaman araliginda 4 farkli ligand ile muamele edilmigtir. Boylece
apoptozun duzenlenmesinde rol oynayan ukmRNA'larin farkli ifadeleri saglanmistir. Buna
mateakip ilgili hticrelerden RNA izole edilip derin sekans analizi yapiimistir. Hicbir ligand ile
muamele edilmeyen hiicrelerde tespit edilen ukmRNA ifade miktari baz alinarak ifadelerinde

farkhlik olan aday ukmRNA’lar dokiimante edilmistir.

4.2.1 RNA izolasyonu ve Kalite Kontol Analizleri

Kontrol ve ligandlarla muamele sonrasi TRIzol yontemi kullanilarak 15 numuneden
toplam RNA izolasyonu yapilmistir. Her bir muameleden Uger replika hazirlanmistir. izole
edilen RNA'lar G¢ tur RNA kalite kontrol analizine tabi tutulmustur. Birinci asamada
NanoDrop ile spektrofotometrik olarak konsantrasyon, Azsozso V€ Azeozzo  oranlari
belirlenmigtir. Bu oranlan 1,8-2,1 arasinda olan 6rnekler ikinci asamada %1 agaroz jelde
yuritllerek gorsel kalite kontrollne tabi tutulmustur. Sekil 10°da goérildigu tzere 18S ve 28S
rRNA bantlarinin keskinligi ve bir “smear” olmamasi dikkate alinarak RNA’larin yeterli gbrsel
kalite kontroline sahip olduguna karar verilmistir. Uglinci asamada ise, ilgili érnekler
Bioanalyzer ile kalite kontrollne tabi tutulmuslar ve RIN (RNA Integrity Numer) numarasi 8

ve Uzerinde olan 6érnekler derin sekanslamada kullaniimiglardir.

4.2.2 Derin Sekans Analiziyle Farkh ifade Edilen ukmRNA’larin Belirlenmesi

Toplam 15 6rnek lllumina platformu kullanilarak RNA-seq ¢alismasina tabi
tutulmustur. Bu calisma igin Fasteris (isvigre) firmasindan hizmet alimi yapiimistir. . Elde
edilen ham data verilerine goére, bir drnekten en az 663 en fazla 1582 Mb veri elde edilmis,
bu verilen ortalama %93’ filtrelemeyi %94’G minimal kalite kontrol 30'u geg¢mistir. Bu
verilerin yeterli olmasi nedeniyle detayli biyoinformatik analizlere gegilmistir. Biyoinformatik
analizler hem bu firmaya hemde Bolimiumuiz 6gretim Uyesi Dog. Dr. Jens Allmer grubu
olmak Uzere iki bagimsiz gruba yaptirilmistir. Verilerin insan genomuna eslestiriimesi sonrasi
%95-97 oraninda eslesme elde edilmistir (Tablo 1). Farkl ifade edilen adaylar, RNA
biyotipide dikkate alinarak kantifiye edilmis ve kontrol grubuna gére apoptosizin tetiklendigi

hicrelerdeki ukmRNA miktarindaki degisimler belirlenmigtir.
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Sekil 10. Toplam RNA o6rneklerinin kalite kontrol analizi. Beser milyon HelLa hiicresi 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 oranlari belirlenmistir. Hi¢ bir ajanla muamele edilmeyen
hicreler kontrol olarak kullaniimigtir. Kiltlr sonrasi trizol reajani kullanilarak toplam RNA izolasyonu yapilmistir.
RNA konsantrasyonu Nanodrop ile élgiilmiistiir. (A) RNA’larin agaroz jelde analizi. Ornekler her bir kuyucukta 1
ug toplam RNA olacak sekilde %1 agaroz jelde yuritilmustur. Siralar 1-3, biyolojik replilakar 1-3. (B) RNA’larin
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 eslesme oranlari

Library RNA Quality Reads Primary % of Primary Alternate
Score Mappings Mappings 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 hiicrelerde farkli ifade edilen bazi ukmRNA’larin sayisi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ifadelerinde farklilik olan ukmRNA’lar belirlenmistir. Fonksiyon tanimlamakta kolaylik olacagi
dikkate alinarak kodlayan genlere yakin (sense-intronic ve sense-overlapping) ukmRNA’lara 6ncelik verilmistir.
Dort muamelede ortak adaylar “total (common)” olarak isaretlenmistir.

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 1644 506 807 584 242

(drug-specific)
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Oncelikli olarak farkli ifade edilen RNA’lar biyotiplerine gdre (6rnegin, kodlayan RNA,
miRNA, pseudogen, tRNA, kodlamayan RNA..vb) siniflandiriimistir. Bu siniflandirma sonrasi
kodlamayan RNA’lara oncelik verilmistir. Farkli ifade edilen ukmRNA’lar kimelendiklerinde
(Sekil 11), gen ifade ortilerinin TNF-alfa ve anti-Fas muamelelerinde benzer, doksorubisinde
ise oldukga farkli oldugu tespit edilmistir. Genomdaki lokasyonlarina goére, genler arasi
bolgelerden ifade edilen lincRNA’lar ukmRNA’larin buyidk ¢odunlugunu olustururken,
kodlayan genlerin 5’ ve 3’ uglarina diz ve terz oryantasyonde eslesen ukmRNA’lar ikinci
onemli grubu olusturmaktadir. Ayrica intronik ukmRNA’larda mevcuttur. Apoptotik hiicrelerde
farkli ifade edilen ve en bilinen RNA biyotipine sahip aday ukmRNA’larin sayisi Tablo 2’de
sunulmustur. Bu adaylarin sayisini azaltmak icin, dncelikle 4 ligandla muameleden en
azindan uglunde farkh ifade edilen ve kodlayan genlerin intronlarindan kéken alan yada bu
genler kismi olarak eslesen ukmRNA’lardan 20 adet en ¢ok azalan ve 20 adet en ¢ok artan
ukmRNA’lar belirlenmigtir (Tablo 3). Bu adaylar apoptotik hiicrelerde en az 2 kat farkli ifade
edilmekte olup istatistiki analizlere goére bu farkh anlatim istatistiksel olarak anlamhdir. Bu
adaylar tek tek incelenerek apoptotik yolakta rol oynadigi rapor edilen kodlayan genlere
sense veya antisense pozisyonda eslesen ve dolayisiyla bu genleri dizenleme ihtimali olan
ukmRNA’lara éncelik verilmigtir. Bu kriterler dikkate alinarak 4 aday qPCR ile validasyon ve
fonksiyonel testler igin secilmistir (Tablo 3). Bu adaylar GTF2A1, TNFRSF10B, CAMTAL ve
FAF1 kodlayan genleriyle kismi eslesen ukmRNA’lardir.
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Sekil 11. Apoptotik hiicrelerde farkli ifade edilen ukmRNA’larin kiimelenmesi
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Tablo 3. Apoptotik hiicrelerde farkli ifade edilen ve kodlayan genlere kismi olarak eslesen veya
intronlarindan kéken alan ukmRNA’lar. (A) miktarlari artan ukmRNA’lar. (B) miktarlari azalan ukmRNA'lar.
Antisense, kodlayan genin 5’ veya 3”na ters oryantasyonda transkribe edilen ve kismi gakisma olan ukmRNA'lar;
sense-intronic, ilgili kodlayan genin bir intronundan kodlayan genle ayni oryantasyonda olan ukmRNA'lar; sense-
overlapping, yapisal olarak “antisense”e benzer ancak kodlayan genle ayni yonde transkribe edilen ukmRNA'lar.
Bu adaylardan GTF2A1, TNFRSF10b, CAMTA1 ve FAF1 kodlayan genlerine yakin olan ukmRNA’lar fonksiyonel
testler icin aday olarak secilmistir.
A

EnsemblID Type Coding Genes in Antisense/Sense Position

ENSG00000273783 antisense GTF2A1 (general transcription factor IIA, 1, 19/37kDa (TFIIA))
ENSG00000261335 antisense MXRA7 (matrix-remodelling associated 7)

ENSG00000246130 antisense TNFRSF10B (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b)
ENSG00000261360 antisense OTULIN (OTU deubiquitinase with linear linkage specificity)
ENSG00000227527 sense-overlapping FOXJ3 (forkhead box J3)

ENSG00000260898 antisense ADPGK (ADP-dependent glucokinase)

ENSG00000233230 antisense FBXO011 (F-box protein 11)

ENSG00000260708 antisense TBC1D22A (TBC1 domain family, member 22A)
ENSG00000266680 antisense PTP4A1 (protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1)
ENSG00000260929 antisense CYLD (cylindromatosis (turban tumor syndrome))
ENSG00000272969 antisense CLOCK clock circadian regulator

ENSG00000274270 sense-intronic DLEU1 (deleted in lymphocytic leukemia 1 (non-protein coding))
ENSG00000273010 antisense LRIF1 (ligand dependent nuclear receptor interacting factor 1)
ENSG00000270068 antisense COPS7A (COP9 signalosome subunit 7A)

ENSG00000237436 antisense CAMTAL1 (calmodulin binding transcription activator 1)
ENSG00000259818 antisense Clorf123 (chromosome 1 open reading frame 123)
ENSG00000275457 antisense XRN2 (5'-3' exoribonuclease 2)

ENSG00000224349 antisense FAM135A (family with sequence similarity 135, member A)
ENSG00000261485 antisense PAN3 (PAN3 poly(A) specific ribonuclease subunit)
ENSG00000232536 sense-intronic TUFT1 (tuftelin 1)

EnsemblID Type Coding Genes in Antisense/Sense Position

ENSG00000228237 antisense EFCAB14 (EF-hand calcium binding domain 14)

ENSG00000264491 antisense CACNGH4 (calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4)

R RET anfisense ( nﬁg{fm l(::]ll;ﬁ:;:],ﬂt)ff:; jl\;, alpha 3 (Goodpasture antigen)) and MFF

ENSG00000233848 antisense CDKAL1 (CDKS regulatory subunit associated protein 1-like 1)

ENSG00000244161 antisense FLNB (filamin B, beta)

ENSG00000272627 sense-intronic MCU (mitochondrial calcium uniporter

ENSG00000250354 antisense NR3C2 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2)

ENSG00000255176 antisense PHLDBI1 (pleckstrin homology-like domain, family B, member 1)

ENSG00000254453 antisense NAV2 (neuron navigator 2)

ENSG00000231628 antisense PREP (prolyl endopeptidase)

ENSG00000180139 antisense ACTA2 (actin, alpha 2, smooth muscle, aorta)

ENSG00000273035 sense-intronic MAP4K3 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3)

ENSG00000246859 R STARD4 (StAR-related lipifi transfer (STARlT) domain containing 4) and
NREP (neuronal regeneration related protein)

ENSG00000230433 antisense EXOC2 (exocyst complex component 2)

ENSG00000235984 antisense GPCS (glypican 5)

ENSG00000227230 antisense CEP170 (centrosomal protein 170kDa)

ENSG00000225767 antisense FAF1 (Fas (INFRSF6) associated factor 1)

ENSG00000250740 antisense NPNT (nephronectin)

ENSG00000267690 antisense LDLRAD4 (low density lipoprotein receptor class A domain containing 4)

ENSG00000257671 antisense KRT7 (keratin 7, type II)
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4.2.3 Aday ukmRNA’larin gPCR ile Validasyonu

Secilen dort adayin fonksiyonel olarak karakterize edilmesinden dnce derin sekans
verilerinin ikinci bir yéntem ile valide edilmesi gerekmektedir. Bu amagla qPCR ydntemi
kullaniimistir. Oncelikler HeLa hiicreleri sisplatin ile muamele edilerek hiicrelerde apoptoz
tetiklenmigtir. Kontrol hlcrelerine gore kargilastirma yaparak rolatif aday ukmRNA miktarlar
belirlenmigtir. Elde ettigimiz veriler 4 adaydan Ugunin derin sekans verisiyle ayni oldugunu
gostermektedir (Sekil 12A). UkmRNA'lar sayet kodlayan genlerle kismi gakisma yapiyorsa
yada kodlayan genlerin intronlarindan koken aliyorsa, bu kodlayan genleri duzenleme
potansiyellerine sahiptirler. Apoptotik yolaklarin tetiklenmesi sonrasi, aday ukmRNA’ya yakin
kodlayan genlerin ifadeleri de derin sekans verileri dikkate alinarak belirlenmistir. Nitekim,
tam guvenilir olmamakla birlikte, bu derin sekans yaklasimi, ukmRNA’lar yaninda bazi
kodlayan genlerin ifadelerinide 6lgcmektedir. Yapilan qPCR calismalari, sisplatin ile HelLa
hicrelerinde apoptozun tetiklenmesi sonucu, aday ukmRNA’larin yakinindaki kodlayan

genlerin miktarlarinda azalma oldugunu gostermistir (Sekil 12B).
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Sekil 12. qPCR ile derin sekans verilerinin validasyonu. Bes milyon HelLa hiicresi 80 uM sisplatin ile 16 saat
muamele edildikten sonra flow sitometri ile apoptoz oranlar belirlenmistir. Hi¢ bir ajanla muamele edilmeyen
hicreler kontrol olarak kullaniimistir. Kiltir sonrasi trizol reajani kullanilarak toplam RNA izolasyonu yapilmigtir.
Qiagen cDNA kiti ile hazirlanan cDNA’lerden IncRNA gPCR mastir miksi kullanilarak uygun primerlerle gqPCR
analizi gergeklestirilmistir. GAPDH normalizasyon igin kullaniimistir. Her bir reaksiyon Uger tekrarli olarak
gerceklestiriimigtir. Kontrol RNA'lara gore ifade farkhliklari log2 kat olarak sunulmustur. (A) ukmRNA’lar igin
gPCR; (B) Aday ukmRNA’larin gakistigi kodlayan genler igin gPCR.
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4.3 Aday ukmRNA’larin Fonksiyonel Karakterizasyonu

Derin sekanslama verileri apoptotik hucrelerde yizlerce ukmRNA'nin farkli ifade
edildigini gostermektedir. Bu ukmRNA'lardan 4 adeti gPCR ile valide edilmesine karsin, farkli
ifade edilen adaylarin apoptotik yolaklari direkt olarak dizenlediklerini sdyleyebilmek igin,
ilgili adaylarin susturma veya asiri ifade ile maniplle edilerek apoptoz ile direkt iligkisinin
ortaya konmasi gerekmektedir. Su anda ticari olarak var olan imkanlar ve proje slresi
dikkate alinarak, kismen yapilabilirliginin kolay olmasi nedeniyle, aday ukmRNA’larin

susturulmasi yontemine karar verilmistir.
4.3.1 Transfeksiyon Verimliliginin Optimizasyonu

Aday ukmRNA’larin susturulmasi ile apoptoz arasinda gulvenilir bir iliski kurabilmek
icin hucreye aktarilan nukleik asitlerin hicre igerine girdiginden emin olmak gerekmektedir.
Bu baglamda genellikle igsaretli molekdller (floresan ve biyotin gibi) kullanilmaktadir. Ancak,
floresan isaretli Gapmer’lerin oldukca pahali olmasi ve daha dnemlisi bu floresanin hiicrenin
O0limune etkisi bilinmediginden, susturmada floresansiz Gapmerler kullaniimigtir.
Transfeksiyon sirasinda olabilecek potansiyel sorunlari énceden berteraf edebilmek igin,
transfeksiyon verimliligi olctlmustir. Transfeksiyon sirasinda kullanilan Gapmer’lerin kisa
nukleik asit olmalari dikkate alinarak, daha 6nce bir baska projede kullandigimiz floresan
isaretli tRNA pargalari kontrol olarak kullaniimistir. HelLa hucreleri bu nukleik asitlerle

tranfekte edildiginde %80 Uzerinde bir transfeksiyon verimliligi elde edilmigtir (Sekil 13).
Kontrol 1pl

Sekil 13. Transfeksiyon verimliliginin belirlenmesi. 24-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta kirkbin hicre
olacak sekilde HelLa hucresi ekilmistir. 50 nM floresan isaretli tRNA pargasi ve farkli konsantrasyonlarda (1, 2 ve
3 ul) FuGene HD reaktifi kullanilarak tranfeksiyon gerceklestirilmistir. 24 saat sonunda isik (light) ve floresan
mikrobu (F2) kullanilarak transfeksiyon verimliligi belirlenmistir.

3ul

Light

F2
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4.3.2 Gapmer’lerin HeLa Hiicrelerine Etkisinin Belirlenmesi

ukmRNA alaninin yeni olmasi ve bu genlerin susturulmasinda kullanilan yéntemlerin
henldz net olarak dogrulanmamis olmasi nedeniyle su anda literatirde en sik kullanilan
Gapmer yontemine karar verilmigtir. Ancak, ticari olarak sunulan bu molekiller teker teker

fonksiyonel test edilmedigi igin, hiicreye olan toksik etkileri bilinmemektedir. Daha énemlisi,
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Sekil 14. Gapmer konsantrasyonunun optimizasyonu. 24-kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta kirkbin hiicre
olacak sekilde HelLa hicresi ekilmistir. 10,20 ve 40 nM Gapmer 1,5 ul FuGene HD transfeksiyon reaktifiyle
kanistirilarak hicrelere aktarildiktan sonra 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerde apoptoz akis sitometresi
ile AnnexinV/7AAD boyamasi yapilarak belilenmistir. Degerler sadece AnnexinV veya Annexin/7AAD cift pozitif
hiicrelerin toplamini goéstermektedir. Kontrol, sadece hiicreler; TR, sadece transfeksiyon reaktifi eklenen hiicreler;
NK, Negatif kontrol Gapmer;ukmRNA_1 ve ukmRNA_2, 2 farkli Gapmer; 6rnedin GTF_2 40 nM, GTF genine
antisense ukKmRNA'nin 2 numarali Gapmer adayindan 40 mM transfeksiyon.
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ilgili firmanin hazirladigi yazilimlar kullanilarak dizayn edilen Gapmer’lerin hedef ukmRNA'yi
susturup susturmayacag! bilinmemektedir. Bu sorunlarin tstesinden gelebilmek igin, bir adet
negatif kontrol Gapmer, bir adet hedefini susturdugu bilinen pozitif kontrol Gapmer (Hotair)
ve her bir aday icin 2 adet test Gapmer analize dahil edilmistir. Literatlr bilgileri dikkate
alinarak, Gapmer’lerin kullanimini optimize etmek igin ¢ degdisik konsantrasyon (10, 20 ve
40 nM) ve her bir ukmRNA igin 2 adet Gapmer test edilmistir. Sekil 14’te sunulan veriler
dikkate alindiginda, sadece transfeksiyon reaktifinin (TR) hucrelere sitotoksik olmadigi
belirlenmigtir. 10 ve 20 nM negatif Gapmerin apoptozu tetiklememesi olumlu olmasina
karsin, bu dozlarda test Gapmer'lerin yeterli etkinlige sahip olmadigi kaydedilmistir. ilgili
firmaninda bildirdigi Uzere, ayni gen icin dizayn edilen farkli Gapmer’lerin (1 ve 2) farkl
yanita neden oldugu goézlemlenmistir. Negatif kontrol Gapmer'de tespit edilen 6lim oranlari
dikkate alindiginda, TNF_1, FAF 2, GTF2A 1 ve CAMTA1_1 numarali Gapmerlerin
istatistiki olarak anlamli bir oranda olume yol actiklari gérilmusttr. Bu bilgiler dogrultusunda

negatif ve test Gapmer’lerin 40 nM dozda kullaniimasina karar verilmistir.

4.3.3 Gapmer’lerle aday ukmRNA’larin Susturulmasi

Transfeksiyon reaktiflerinin tek basina HelLa hicrelerinde 6lime neden olmamasi ve
negatif kontrol Gapmer’lerin minimal etkileri dikkate alinarak, 40 nM test Gapmer ile 4 aday
ukmRNA birer birer susturulmustur. Fonksiyonel testlere gegmeden dnce, olasi fenotipik
degisimlerin ilgili aday ukmRNA’nin susturulmasindan kaynaklandidini ileri sirebilmek igin
susturma sonrasi aday ukmRNA’'nin miktari gPCR ile belirlenmigtir. Boylece test Gapmer ile
susturma verimlilikleri belirlenmistir. Yazilim programlariyla belirlenen test Gapmer’lerin
gercekte susturmaya neden olup olmadidi bilinmediginden, teknik hatalari berteraf etmek
icin, éncelikli olarak hedef ukmRNA’sini susturdugu fonksiyonel olarak gdsterdigi bilinen
HOTAIR Gapmer’i pozitif kontrol olarak kullaniimistir (Sekil 15, referans). Pozitif kontrol
HOTAIR ukmRNA’sinin %90 civarinda basariyla susturuldugu goértulmektedir. Adaylardan
GTF2A1 (Sekil 15A, Aday 1) yaklasik yari yariya susturulabilirken, CAMTA1, TNFRSF10B ve
FAFl’e antisense ukmRNA'lar %99 oraninda susturulmustur. Bu susturmanin apoptoz
fenotipine katkisini belirlemek igin susturmanin yapildid1 hicrelerdeki tripan mavisi pozitif
hicrelerin (ge¢ apoptotik/6lt) oranlari belirlenmistir. Sekil 15B’de sunulan verilere goére
negatif kontrol Gapmer sadece %6 6lime neden olmustur. Buna karsin, GTF2A1, CAMTA1,
TNFRSF10B ve FAF1’e antisense ukmRNA’larin susturulmasi sirasiyla %12, 9, 12 ve 14

oraninda 6lime neden olmustur.

31



120
100
g 80
‘n
% 60
=
=
) 40
20
; - -
Neg. Kont. Aday 1 Aday 2 Aday 3 Aday 4 Referans
W Ekpresyon (%)
B
18 o
16 - * *
14 - *ok
S 12 -
< 10
£ 8-
He] 6 -
a4 -
2 -
0 T T T T 1
NK Aday 1 Aday 2 Aday 3 Aday 4
* Iy
p<0.001 Ol
** p<0.01

Sekil 15. Aday ukmRNA’larin susturulmasi ve fonksiyonel karakterizasyonu. 6-kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 500 bin hicre olacak sekilde HelLa hicresi ekilmistir. 40 nM Gapmer 1,5 ul FuGene HD transfeksiyon
reaktifiyle karistirilarak hucreler 48 saat inkibasyona birakilmistir. Hicrelerin yarisindan TRIzol ydntemiyle
toplam RNA izole edilmistir. Diger yarisi fenotipik karakterizasyon igin kullaniimigtir. Hicrelerde apoptoz
Countness hiicre sayim cihazi kullanarak tripan mavisi boyama metoduna goére yapiimisgtir. (A) gPCR ile aday
ukmRNA miktarinin belirlenmesi. Susturma sonrasi elde edilen toplam RNA cDNA'ya gevrildikten sonra giagen
IncRNA master miks kullanilarak gPCR analizine tabi tutulmustur. GAPDH normalizasyon igin kullaniimigtir. Her
bir reaksiyon Uger tekrarli yapilmistir. Neg.kont. negatif gapmer; aday 1 GTF2Al; aday 2 CAMTA; aday 3
TNFRSF10B ve aday 4 FAF genlerine antisense ukmRNA’lar. Referans, H gapmer. (B) Susturmanin yapildigi
HelLa hicrelerinde tripan mavisi pozitif hiicre oranlari. Kodlandirma A panelinde oldugu gibidir.
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4.4 Aday ukmRNA’larin Susturulmasinin Gen ifadesine Etkisinin Derin Sekanslama ile

Belirlenmesi

ukmRNA’lar hicre icerisinde ¢ok dedisik mekanizma ve yolaklarla c¢alismaktadir.
Aday ukmRNA’larin susturulmasi ile apoptotik fenotip arasinda iligski kurulmasina muteakip,
ukmRNA susturmasinin hicre transkriptomuna etkisini arastirmak igin aday ukmRNA’larin
susturuldugu Hela hucrelerinde kodlayan genlerin seviyelerini belirlemek icin ikinci bir RNA-
seq calismasi yapimistir. Bu baglamda Hela hicrelerinde dncelikle 80 uM sisplatin ile
apoptoz tetiklenmis ve bu hucrelerdeki kodlayan gen ifadeleri referans olarak kullaniimistir.
Daha sonra HelLa hucreleri negatif kontrol Gapmer ve GTF2A1l, TNFRSF10B ve FAFl'e
antisense ukKmRNA Gapmerleriyle transfekte edilmis ve elde edilen toplam RNA’lar lllimuna
platformu kullanilarak tim genom transkriptomiks calismasinda kullaniimistir. Poly(A)-pozitif
RNA'larin sekanslamasi kodlayan genlerin yaninda poly(A)-pozitif kodlamayan RNA’larin

sekanslanmasina da imkan tanimistir.

Negatif kontrol gapmer ile transfekte edilen HeLa hicreleri kontrol olarak kullaniimis
ve diger orneklerdeki bireysel RNA ifadesi kontrol ile karsilastirilarak ifade farklari Cuffdiff
programiyla belirlenmistir. Tim farkh ifade edilen genler kiimelendiginde, potent apoptoz
indUkleyici sisplatin ile muamele edilen HelLa hicrelerinin transkriptomunun Gapmerlerle
muamele edilen hlicrelerin transkriptomundan en farkli olan grup oldugu goérdimustar (Sekil
15A). Ug¢ aday ukmRNA’sinin susturulmasi kendi aralarinda degerlendirildiginde, FAF1-AS
susturulmasi negatif kontrole en yakin ifade ortusu sergilerken (Sekil 15A, GDU-31-33 ile
GDU-40-42), GTF2A1-AS ve TNFRSF10B-AS ukmRNA’larinin susturulmasi kismen daha
benzer gen ifade o6rtist sergilemistir. Farkl ifade edilen genlerin sayisina bakildiginda,
beklendigi Uzere binlerce genin ifadesinde farkliliklar gortlmektedir. Log2 baz alinarak
yapilan siralamaya gore, ifadesinde en fazla artis ve azalma gorilen genlerin listesi Tablo
4’'te sunulmustur. Bu 20 gen dikkate alindiginda, cok farkli bir patern oldugu, ukmRNA
susturulmasinin apoptotik/antiapoptotik genleri etkilemedigi kanisi uyanmaktadir. Ancak,
farkli ifade edilen tim genler incelendiginde aday ukmRNA’larin susturulmasi sonrasi olusan
apoptotik transkriptom ile pozitif kontrol sisplatin tarafindan indiiklenen apoptotik transkriptom
arasinda benzerlikler de bulundugu gérilmektedir. Ornegin, tipki sisplatinle tetiklenen
apoptozda oldugu gibi, aday ukmRNA'larinin (6zellikle GTF2A1-AS) susturulmasi sonrasi
elde edilen apoptozda da, apoptotik SERTAD1, HBEGR, PHLDA2 ve CLIC3 genlerinin
miktarlarinda degisen oranlarda artis olurken, TSPAN18, CCDC146, GREM2, DDR2 ve
LAMP3 gibi antiapoptotik genlerin miktarlarinda azalmalar tespit edilmigtir. Tim bu verilerde,

aday ukmRNA’larin susturulmasi sonrasi akim sitometresi ve hiicre sayim cihazinda goérulen
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apoptotik fenotipin gen ifadesinde meydana gelen uygun degisimlerle desteklendigini

gOstermektedir.
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Sekil 16. Aday ukmRNA’larin Susturulmasi Sonrasi Transkriptomlarin Benzerligi. Gapmerlerle aday
ukmRNA’larin HelLa hiicrelerinde susturulmasi sonrasi elde edilen toplam RNA’lar RNA-seq analizine tabi
tutulmustur (Fasteris, Isvigre). Kontrole gére farkli ifade edilen transkriptlerin ifade paternlerine gore (cuffdiff) tim
genler kiimelenmigtir. GDU-31-33, 3 replika negatif gapmer; GDU-34-36, U¢ replika GTF2A1-AS gapmer; GDU-
37-39; Ug replika TNFRSF10B-AS gapmer; GDU-40-42, (¢ replika FAF1-AS gapmer; GDU-43-45 pozitif kontrol
Uc replika sisplatin. (A) Dendogram; (B) Sigma matriksi (alpha=0.01).

34



Tablo 4. Aday ukmRNA’larin Susturulmasinin Protein Kodlayan Transkriptoma Etkisi. Sisplatin ile muamele
veya 3 aday ukmRNA susturulmasi sonrasi elde edilen apoptotik hiicrelerde farkli ifade edilen protein kodlayan
genler belirlenmistir. Log2 fark baz alinarak, Ifade farki en fazla azalan (st 10 gen) ve artan (alt 10 gen)

listelenmisgtir.
Sisplatin GTF2A1-AS TNFRSF10B-AS FAF1-AS
Gen Adi |Log2 Fark |Gen Adi |Log2 Fark |Gen Adi |Log2Fark |Gen Adi |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 DOCKS8 -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 NOXA1l 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
RAETI1L 6,48 KRT15 3,49 CTSS 4,91 HIST1H3D 3,36
TCTE1 6,87 BDKRB1 3,71 ITGBL1 4,93 HIST1H3H 3,38
C13o0rf40 6,95 C5o0rf46 3,76 IL24 6,05 LIME1 4,21
CLDNG6 8,80 JPH3 4,55 SIGLEC11 8,55 UPK3B 4,86
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5. TARTISMA/SONUGC

Apoptoz hem ihtiyag fazlasi hucreleri hemde sagligi tehdit eden ajanlarin vicuttan
uzaklastiriimasini saglayarak homeostazin saglanmasinda énemli fonksiyonu olan hicresel
bir iglevdir (Elmore, 2007). Klasik molekuler biyoloji tanimlamasinda gen fonksiyonlari
proteinler ve kucuk kodlamayan RNA’lar tarafindan duzenlenmektedir. Nitekim apoptozun
dizenlenmesinde rol oynadigi bilinen bir dizi regulatér protein ve miRNA vardir (Hotchkiss ve
ark., 2009; Subramanian ve Ster, 2010). Genom annotasyonlarina paralel olarak genlerin
ukmRNA’lar tarafindan da dizenlenebilecegi anlasilmasina karsin, apoptozun
dizenlenmesinde rol oynayan ukmRNA'lar tam olarak rapor edilmemistir. HelLa hicrelerinin
model olarak kullanildigi bu projede hucreler degisik ajanlarla apoptoza suruklenerek genom
kapsaml sekanslama yaklasimiyla HeLa hicrelerinin ukmRNA transkriptomunda meydana
gelen degisimler belirlenmistir. Secilen adaylar alternatif yontemlerle dogrulandiktan sonra
susturularak apoptotik yolaklara olan etkileri RNA sekanslama calismalariyla ortaya

cikartiimistir.

Hicre icinden ve/veya disindan gelen sinyallerle baslatilan biyokimyasal olaylar
zinciri olan apoptoz, hicrelerde membran butinliginde bozulma ile baslar ve DNA ve
organellerin parcalanmasi sonrasi hdcrenin tamamen ortadan kaldirilmasiyla son bulur.
Apoptozun meydana geldigi hicre tipine ve fizyolojik/patolojik olguya baglh olarak apoptotik
hicrelerden degisik molekiiller salgilanayabilecegdi gibi apoptotik hiicreler etrafdaki hicrelerin
degisik sinyal molekdlleri salgilamasina da vesile olabilir. Dolayisiyla, hicre 6lumu gibi
dramatik bir fenotipte meydana gelen gen ifadesi degdisimlerini anlamak oldukc¢a zor olup,
elde edilen verilen hdcrenin o anki resmini yansitmakta olup tim sure¢ hakkinda bilgi
vermekte yetersiz kalmaktadir. Tamamlanan bu proje kapsaminda calismalar Annexin V+
hicreler Gzerine yogunlastirilarak erken dénemdeki apoptotik hlcrelerin  ukmRNA
profillerinde meydana gelen degisimler incelenmigtir. Bu baglamda &ncelikle doz-zaman
kinetik calismalari yapilarak, hucrelerin Annexin V veya Annexin V/7AAD duble pozitif
hicrede yakalanmasina 6zen goésterilmistir. Optimizasyon galigmalari 80 uM sisplatin (16
saat), 4 uM doksorubisin (8 saat) ve 0,5 ug/mL anti-Fas antikoru (16 saat) uygulamasinin bu
sartlari sagladigini gostermistir (Sekil 1-3). TNF-alfanin tek basina HelLa hucrelerinde
apoptozu tetiklemekte yetersiz kalmasi nedeniyle hicreler 10 ug/mL sikloheksimid kombine

uygulamasiyla (8h) apoptoza duyarli hale getirilmigtir (Fraisse ve ark., 1998).

Bir fenotipe bagli olarak hucrelerin transkriptomunda meydana gelen degisimleri

Olcmek icin qPCR, SAGE (serial analysis of gene expression), mikroarray ve derin
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sekanslama gibi degisik metotlar kullaniimaktadir. TUm genomu kapsamasi ve daha gtivenilir
olmasi nedeniyle bu ¢alismada lllumina platformu kullanilarak derin sekanslama yapilmistir.
Hazirlanan toplam ornekte elde edilen verilerin ortalama %96’sI insan genomuna eslesmis
olmasi énemlidir (Tablo 1). Her bir muameleden Gger replika hazirlanmis olmasi nedeniyle
istatistiki hesaplamalar yapilmis ve istatistiki olarak anlamli farka sahip ukmRNA’larIn listesi
elde edilmigtir. Veritabanlarindaki bilgiler dikkate alindiginda altmigtan fazla RNA biyotipi
bulunmaktadir. RNA’nin protein kodlama kapasitesi, boyutu, islenmis olup olmamasi,
deneysel dogrulanmasi ve gen tipleri dikkate alinarak biyotipler belirlenmektedir.
UkmRNA’lar igin en tipik &rnekler 5/ 3 c¢akisanlar (overlaping), antisense/sense,
intronik/ekzonik, ¢ok buyuk ukmRNA ve genler arasi ukmRNA’lar icermektedir (VEGA ve
ENSEMBLE biyotipleri). Kendi verilerimizdeki antisense, sense-intronik, sense-¢akisan ve
genler arasi ukmRNA'lar dikkate alindiginda sirasiyla farkh ifade edilen ukmRNA’larin sayisi
sisplatin uygulamasinda sirasiyla 851, 121, 26 ve 646 (toplamda 1644) olmustur. Her bir ila¢

uygulamasi sonrasi toplam 500°den fazla ukmRNA farkli ifade edilmistir (Tablo 2).

Literatirde bulunan bilgiler dikkate alindiginda, apoptozun sistematik olarak
tetiklendigi ve farkl ifade edilen ukmRNA'larin dokimente edildigi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak, mevcut proje onerisinin onaylandigl andan itibaren gecen sire
zarfinda bazi ukmRNA’larin apoptozda rol oynadigi gosterilmistir. INXS ukmRNA’sindaki
artislar BCL-XS genini dizenleyerek apoptozu tetiklemektedir (DeOcesano-Pereira ve ark.,
2014). Bizim verilerimize gore, sisplatin ve TNF-alfa ile muamele bu ukmRNA’nin artigina,
doksorubisin ve anti-FAS muamelesi ise azalmaya neden olmaktadir. qPCR ile validasyon
yapiimamig olmakla birlikte, derin sekans verilerine go6re ajanlar arasi farkhliklar
gorinmektedir. Prostat kanser hicre hatlarinda yapilan bir c¢alismada SOCS2-AS1
ukmRNA’sInin apoptozu inhibe ettigi belirtimesine karsin (Misawa ve ark., 2016), kendi data
setimizde bu ukmRNA’nin miktarinda bir degisim tespit edilmemistir. Hep2G hiicre hattinda
yapilan bir ¢alismada ise MEG3 ukmRNA’sinin asiri ifadesinin bu hicrelerde apoptozun
tetiklenmesine yol actigi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2016). Ancak, mevcut projede
kullanilan 4 ajandan higbirisi bu ukmRNA'nin HelLa hucrelerinde ifadesinde bir farka yol
acmamistir. GAS5 ukmRNA’sinin prostat ve meme kanseri gibi bir dizi hicre hattinda
apoptozu tetikleyici rolu iyi bilinmektedir (Pickard ve ark., 2013). Bu verilerle uyumlu olarak,
sisplatin ve anti-FAS antikoru ile apoptozun tetiklendigi hicrelerde bu ukmRNA miktarinin

sirasityla 1,9 ve 2,9 kat artmistir.

UKkmRNA alanindaki en buyuk zorluk, her bir ukmRNA’nin ¢ok iyi annote edilmemesi
ve spesifik fonksiyonun bilinmemesi nedeniyle transkriptomik bir tarama sonrasi belirnenen

yuzlerce aday arasinda hangisine oncelik verileceginin bilinmemesidir. Ayrica, molekuler
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tanimlamada kullanilacak gPCR ve susturma primerlerinin hepsinin ticari olarak satiimamasi
da énemli kisiylayici bir faktérdir. Mevcut proje 6nerisinde bu sorunlarin dnine gegebilmek
icin oncelikle kontrol hicrelerine gore apoptotik hiicrelerde en yiksek oranda farkh ifade
edilen ukmRNA'lar listelenmis ve genomik lokalizasyonlari belirlenmistir. Yakininda
bulunduklari duzenleme potansiyelleri olmasi nedeniyle, dncelikle protein kodlayan genlere
antisense, 5 veya 3’ c¢akisan yada bu genlerin intronlarindan koéken alan ukmRNA'lar
calisilmistir. Nitekim, bu ukmRNA’larin yakininda bulunduklari veya orijin aldiklari protein
kodlayan genleri duzenleme potansiyelleri bulunmaktadir. Elde edilen listede, apoptozda rol
oynadiklari bilinen protein kodlayan genlere yakin ukmRNA’lar en oOncelikli olarak
belirlenmigtir. Bu kriterler 1g1ginda oncelikli olarak 4 aday belirlenmistir. Bu adaylar GTF2A1,
CAMTA, TNFRSF10B ve FAF1 protein kodlayan genlerine yakin ukmRNA’lardir.

Mikroarray gibi hibridizasyon tabanli taramalara goére derin sekans verilerinin
guvenilirligi daha yuksek olmasina karsin, bu tip genom kapsamli taramalarda ikinci ve
mumkinse uglncu farkli bir yontemler verilerin validasyonu biyik énem arz etmektedir. Bu
baglamda, aday olarak secilen 4 ukmRNA'nin ifadesi sisplatin ile apoptozun tetiklendigi
hicrelerde gqPCR ile belirlendiginde, genel olarak derin sekans verileriyle bir uyum oldugu
g6zlenmistir (Sekil 12). Bir kodlayan gen ile cakismasi olan yada kodlayan genlerin
intronlarindan koéken alan ukmRNA’larin bu genleri kontrol etme ihtimalleri ylksek
oldugundan (Geisler ve Coller, 2013), ligandlarla muamele sonrasi bu kodlayan genlerin
miktarlarina da bakilmigtir. Ongorildiglu Uzere, apoptotik hilcrelerde  kodlayan ve
kodlamayan genler arasinda ters bir korelasyon belirlenmistir (Sekil 12A-B). Literatirde bu
kodlamayan genlerle ilgili bulunmadigindan bu verinin olduk¢ga anlamh oldugu

dusinitlmektedir.

Kontrol ve apoptotik hiicrelerin ukmRNA igerigini karsilastirarak ifadesinde fark tespit
edilen ukmRNA’larin apoptotik yolaklari dizenleme potansiyelleri bulunmaktadir. Ancak, bu
iliskinin direkt mi yoksa indirekt mi oldugunu sdyleyebilmek icin adi gecen ukmRNA’larin
bireysel olarak susturulmasi ve ilgili fenotip ile direkt iligkilendiriimesi gerekmektedir.
ukmRNA alaninin kismen guincel olmasi nedeniyle henluz ticari olarak tim ukmRNA’lari
susturulabilmek icin siRNA veya kisa sacg-toka yapilari bulunmamaktadir. Bu nedenle
oncelikle ticari olarak hedef ukmRNA'’sInI susturdugu deneysel olarak dogrulanmis HOTAIR
pozitif kontrol ukmRNA’sI kullanilarak transfeksiyon verimliligi ve susturma etkinligi test
edilmistir. Elde ettigimiz gqPCR sonuglari bu ukmRNA’nin %90’ 1 gegen oranda basariyla
susturuldugunu gostermektedir (Sekil 15A, Referans). llgili firmanin onerisi (izerine aday
ukmRNA’lar susturmak amaciyla, herbir gen icin iki adet GapMer dizayn edilmis ve dncelikle

bu adaylarin apoptoz fenotipine direkt katki yapip yapmadigi test edilmistir. Sekil 14’de
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sunulan veriler, apoptotik hiicrelerde miktari artan bu kodlamayan RNA’larin susturulmasi
sonrasi apoptoz oraninda yine artig oldugunu gostermigtir (Sekil 14 ve 15B). Negatif kontrol
GapMerin ve gPCR igin test amacgh kullanilan HOTAIR ukmRNA’sinin apoptozu
tetiklememesi, apoptozda ki bu artigin teknik veya metotsal bir sorundan degil direkt olarak

ilgili ukmRNA’nIn fonksiyonundan kaynaklanabilecegine igaret etmektedir.

Susturulmalari sonrasi hicre olumunde artiga neden olan 4 adaydan 3 tanesi
(GTF2A1, TNFRSFB10 ve FAF1'e antisense ukmRNA’lar) daha detayli incelemeye
alinmistir. Nitekim, susturma sonrasi elde edilen 8lim teknik nedenlerden kaynaklaniyorsa,
her U¢ susturma sonrasi HelLa huicrelerinde benzer kodlayan gen ifade profili elde edilmedilir.
Sayet, her bir ukmRNA spesifik olarak apoptotik yolaklari tetikleyip hiicre 6limiine neden
oluyorsa, ilgili ukmRNA'larin etkiledikleri yolaklara bagli olarak farkli apoptotik sinyal ileti
mekanizmalarinda degisimler olmaldir. Bu amagla, aday ukmRNA’larin susturuldugu
ornekler derin sekans analizine tabi tutulmustur (1 adet negatif kontrol, 1 adet sisplatin pozitif
kontrol ve 3 adet test ukmRNA’sI). Apoptotik bir hiicrede sinyal ileti yolaklarinda meydana
gelen dedisimleri paralel olarak izleyebilmek icin, sadece sisplatin ile muamele edilmis
hicrelerden elde edilen RNA'lar potizif kontrol olarak kullaniimistir. Dendogram analizi,
sisplatin ile muamelenin hucrelerde dramatik transkriptomik degisimine neden olmustur
(Sekil 16A). Aday ukmRNA'lardan TNFRSF10B ve FAF1-AS susturulmasi birbirine daha
yakin gen ifade profili sergilemigtir. GTF2A1-AS susturulmasi ise oldukga farkli bir profil
sergilemisti. U¢ aday ukmRNA'nin Gapmer ile susturulmasi, teknik problemden
kaynanlanan bir hicre 6liumunu degilde, gen susturmaya 6zgun bir hicre dlUmin0 isaret
etmigtir. PANTHER programi kullanilarak yapilan “Gene Ontology” analizleri, sisplatin ile
muamelenin biz dizi hlcre i¢i “biyolojik islev’ yaninda apoptotik yolaklari etkiledigini
g6stermistir. Ug aday benzer analize tabi tutuldugunda, GTF2A1-AS susturulmasi, apoptotik
yolaklarda rol oynayan ylzden fazla genin ifadesinde degisiklige neden olmustur. Bu veri, en
azindan bu ukmRNA’sinin apoptozun diizenlenmesinde rol oynadigini géstermektedir. ilging
bir sekilde diger iki adayin susturulmasi sonrasi apoptotik yolak olarak siniflandirilan biyolojik
islevlerde bir etki gdstermemistir. Daha ziyade hucredisi komponentlerini, eksozomal salinim
ve adezyonu etkileyen genlerin ifadesinde farkliliga neden olmustur. TNF yolaginin hicre

adezyonunda bilinen etkisi dikkate alindiginda, bu veride uyumlu gérinmektedir.

Ozetle, bu calisma ile HeLa hiicreleri model olarak kullanilarak yapilan transkriptomik
taramada apoptotik yolaklarda rol oynama potansiyeline sahip yuzlerce potansiyel ukmRNA
belirlenmigtir. Bu adaylardan doért adeti daha detayli olarak c¢aligilmistir. Susturma ve
fonksiyonel karakterizasyon cgalismasi en azindan GTF2A1-AS ukmRNA’sinin apoptotik

yolakta rol oynayan genlerin ifadesini dizenledigini gostermistir
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