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ONSOz

Sekanslama yodntemlerinde ve yuksek hacimli verilerin analizinde elde edilen
gelismeler, tim genom transkriptomiks c¢alismalarini hizlandirmis ve fenotipe &6zgin
RNA’larin tanimlanmasina olanak saglamistir. Boyle bir tarama sonrasi (113Z371 No.lu
TUBITAK projesi) HelLa hiicrelerinde yiizlerce uzun kodlamayan RNA'nin farkli ifade edildigi
belirlenmistir. TUBITAK tarafindan desteklenen (2162137 No.lu) ve bir yiritiici ve bir
bursiyer olmak Uzere toplam iki kisilik bir ekip tarafindan yurGtilen bu projede ise, HelLa
hicreleri model olarak kullanilarak GTF2A1-AS uzun kodlamayan RNA’nin apoptozun
dizenlenmesindeki etkisi incelenmigtir. Bu baglamda, 6ncelikle GTF2A1-AS transkriptinin 5°
ve 3’ sekanslari ile hicre ici lokasyonu belirlenmistir. GTF2A1’in susturulmasi sonrasi mRNA
ifadelerinde meydana gelen transkriptomik degisimler PANTHER ve Pathway Studio
programlariyla irdelenerek etkilenen sinyal ileti yolaklari belirlenmigtir. Bu yolaklarda gorevli
genlerin protein seviyesinde ifadeleri incelenerek, biyoinformatik olarak elde edilen veriler
deneysel olarak dogrulanmistir. Ayrica, GTF2A1-AS transkripti ile etksilesme potansiyeli
bulunan bazi proteinler tanimlanmistir. Bu vesile ile projeye finansal katkida bulunan

TUBITAKa ve projenin yiiriitildigi izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii'ne tesekkiir ederiz.
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OZET

Apoptoz gerek normal gelisim esnasinda, gerekse patolojik olgularda hucresel
dengenin saglanmasinda oldukga ©6nemlidir. Nitekim, apoptozun yavaglamasl veya
engellenmesi kanser ve otoimmun hastaliklara yok acar iken, apoptoz oraninda meydana
gelen hizlanmalar akut ve kronik dejeneratif hastaliklara ve immun sistemde yetersizliklere
yol agmaktadir. Bu nedenlerden 6tarld, apoptozun dizenlenmesinde ¢ok degisik
makromolekuller gorev yapmaktadir. Bu duzenlemeden sorumlu proteinlerin varligi uzun
suredir bilinmekte olup son yapilan calismalar kodlamayan RNA’larin da bu dizenlemede
aktif rol oynadiklarini isaret etmektedir. Daha énce tamamlanan 113Z317 No.lu proje
kapsaminda yaptigimiz transkriptomik bir tarama, GTF2A1 kodlayan genine antisense olan
bir RNA transkriptinin (GTF2A1-AS olarak adlandiriimistir) apoptozun diizenlenmesinde rol
oynayabilecegine isaret etmistir.

GTF2A1-AS protein kodlamayan transkriptinin apoptozun dizenlenmesinde oynadigi
rolin molekiiler mekanizmasini aydinlatmak igin yapilan 2162137 No.lu bu TUBITAK
projesinde HelLa hicreleri model olarak kullaniimistir. Bu transkriptin koordinatlari tam olarak
raporlanmadigi icin, Oncelikle RACE (rapid amplification of cDNA ends) yaklasimi
kullanilarak transkriptin  u¢ sekanslarn elde ediimis ve RNA sekans verileriyle
karsilastiriimistir. Sisplatin ile miktarinda artis belirledigimiz transkript ¢ekirdekte lokalize
olmaktadir. GapmeR ile susturma sonrasi miktari degisen mRNA transkriptleri PANTHER
yazihmi ile incelendiginde apoptotik islevierde degisim oldugu goézlenmistir. ilave
biyoinformatik analizler, etkilenen yolaklarin BCL2-p53 aksi Uzerinde olabilecegini isaret
etmistir. Western blot sonuglari da bu verileri dogrulamaktadir. GTF2A1-AS transkriptinin
etkilestigi proteinleri belirlemek icin yapilan immumgéktirme calismalarinda, GTF2A1-AS'’in
HIST2H4A, HNRNP-K ve HNRNPA2B1 proteinleriyle birlikte ¢oktigu tespit edilmistir. Sonug
olarak, HelLa hiicrelerinde apoptozu diizenleme potansiyeline sahip GTF2A1-AS kodlamayan
transkriptinin tam sekansi elde edilmis, hicre ici lokalizasyonu ve etkilestigi proteinlerin bir

kismi tanimlanmustir.



ABSTRACT

Apoptosis is highly important both for the normal development as well as the
maintenance of the cellular homeostasis in pathological situation. Thus, a slow-down or shut-
down in apoptosis leads to cancer or autoimmunity while accelerated cell death leads to
acute and chronic degenerative diseases and immunodeficiency. For these reasons, a
various types of macromolecules are involved in the regulation of apoptosis. The involve ment
of proteins in this regulation is long appreciated and recent studies point the the involvement
of noncoding RNAs as well. A transcriptomic profiling completed as part of a previous
TUBITAK project (113Z371) showed a potential role for GTF2A1-AS, a transcript antisense
to the GTF2A1 protein coding gene, in regulating apoptosis.

In this project (216Z137) where it is intended to unravel the potential role of GTF2A1-
AS in the regulation of apoptosis, HelLa cells are used as the model organism. Because the
coordinates of this transcript was not previously reported, the end sequences of the transcript
were determined by RACE (rapid amplication of cDNA ends) and the results were compared
with RNA-seq data. Cisplatin-induced transcript is localized in the nucleus. The analysis by
PANTHER of mRNAs that are differentially expressed upon GapmeR-mediated silencing of
GTF2A1-AS revealed changes in the apoptotic processes. Additional bioinformatics analyses
showed that the affected pathways are on the axis of BLC2-p53. Immunoprecipitations
assays showed that GTF2A1-AS precipitate with HIST2H4A, HNRNP-K and HNRNPA2B1.
As a result, we determined the full-length cDNA sequence, intracellular localization and
interacting protein partners of GTF2A1-AS, which has a potential to regulate apoptosis in

Hela cells.



1. GIRIS

insan sagliginin korunmasinda ¢ok temel bir géreve sahip apoptozu kontrol eden bir
dizi protein kodlayan gen tanimlanmistir (Gerner ve ark., 2000; Thiede ve Rudel, 2004;
Hotchkiss ve ark., 2009). Son zamanlarda elde edilen veriler, proteinler yaninda
mikroRNA’larin apoptozu transkripsiyon sonrasi asamada dizenledigini goéstermektedir
(Subramanian ve Ster, 2010). Genom anotasyonlarinin tamamlanmasina muteakip, “¢cop
DNA” diye adlandirilan bdlgelerden protein kodlamayan transkriptlerin Uretildigi bulunmus ve
uzun kodlamayan RNA’lar (ukmRNA) olarak adlandiriimiglardir. Ozellikle DNA hasarina bagl
tetiklenen intrinsik yolagin dizenlenmesinde rol oynayan bazi ukmRNA’lar raporlanmistir
(Huarte ve ark., 2010; Hung ve ark., 2011). 113Z371 No.lu proje kapsaminda ise, kendi
grubumuz tarafindan sistemik bir yaklasim kullanilarak intriksik ve ekstrinsik yolaktaki
ukmRNA’lar taranmig ve apoptozu dizenleme potansiyeline sahip bazi aday ukmRNA’lar
(6rnegin GTF2A1-AS) belirlenmigtir. Bu adaylarin molekuler seviyede irdelenmesi, apoptotik

yolaklarin ukmRNA’lar tarafindan nasil duzenlendigini anlayabilmek agisindan énemlidir.

2. LITERATUR OZETi

2.1 Apoptoz (Programh Hiicre Oliimii)

Hiicre Olimi Tanimlama Komitesi'nin almis oldugu kararlar, dkaryotlarda iki tiir hiicre
olimu belirlemigtir: (1) fiziksel, mekanik ve kimyasal ajanlara maruziyet sonrasi kaza eseri
(accidental cell death) 6lim ve (2) genetiksel tanimlanmis molekiiler mekanizmalara bagh
olarak kontrol edilebilir olum (Galluzzi vd. 2015). Kontrol edilebilir 6lim o6karyotik
organizmalarin gelisiminde c¢ok 6nemli rol oynadigi gibi (Arya ve White, 2015), bu
mekanizmalarin hizlanmasi veya yavaslamasi bir dizi hastaliklarin patolojisine 6nemli
katkida bulunmaktadir (Chao vd. 2011; Hotchkiss vd. 2009; Ouyang vd. 2012; Singh vd.
2012). Ornegin kanser ve otoimmun hastalik olusumunda kontrol edilebilir hiicre 6lim
hizindaki yavaglamalar o6nemli rol oynarken, hlcre Olimunin Kkontrolsiiz artmasi
nérodejenaratif hastaliklar ve AIDS gibi hastaliklarin olugsumuna yol agcabilmektedir.
Dolayisiyla kontrol edilebilir hicre 6lim mekanizmalarinin ve bu mekanizmalarin nasil
kontrol edildiklerinin anlagiimasi insan saghiginin kalitesinin arttinimasi bakimindan oldukca

onemlidir.



Literatirde ilk programli hucre 6lim o6rneginin 1965 yilinda Richard A Lockshin
tarafindan gelisime bagl kas ara segmentlerinin olusumuyla baglantili olarak rapor edildigi
gorilmektedir (Lockshin ve Wiliams, 1965). Olen bir hicrenin fenotipik 6zellikleri
incelendiginde bu hucrelerin sitoplazmik blzisme, kromatin kondenzasyonu, nikleer
fragmentasyon, kaynama-benzeri yapilar (blebbing) ve 6élum cisimciklerine sahip oldugu
gérilmis ve bu olgular tanimlamak icin “dismek” anlamina gelen apoptozis kelimesi
turetilmistir (Kerr vd. 1972). Apoptozis gelisim ve hastaliklarin patolojisinde etkin bir rol
oynamasina karsin, molekller seviyede apoptozu dizenleyen bir protein Lockshin’in
apoptozu tanimlamasindan 27 yil sonra tanimlanabilmistir (Thornberry vd. 1992). Daha
sonra yapilan ¢alismalarda bazen sinirlarini tam olarak ¢izmek zor olmakla birlikte kategorik
olarak Ug¢ tip hlcre 6limu belirlenmigtir: apoptosis, otofaji ve nekrosis (Berghe vd. 2014;
Eisenberg-Lerner vd. 2009; Hotchkiss vd. 2009; Maghsoudi vd. 2012; Teng ve Harwick,
2015).

Evrimsel olarak korunmus olan apoptotik hiicre 6lim mekanizmalarinda, hicre iginden ve
disindan tetiklenen bir dizi biyokimyasal olaylar sonucu hlicrenin programli bir sekilde dImesi
saglanmaktadir (Elmore, 2007). Su ana kadar yapilan genetik ve biyokimyasal ¢alismalarla,

intrinsik ve ekstrinsik olmak Uzere iki ana apoptotik sinyal ileti yolagi belirlenmistir (Sekil 1).

intrinsik yolak normal gelisim ve ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre sayisinin homeostazinde
onemli rol oynar ve ayrica endoplasmik retikulum stresi, oksidatif stres, DNA hasari ve
blyime hormonu yoklugu gibi stres sartlarinda aktive edilmektedir (Lalaoui vd. 2015).
immun sistem hiicrelerinde yaygin olarak bulunan ektrinsik faktérler TNF (tumor necrosis
factor), Fas ve TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) reseptorleri vasitasiyla gérev
yaparlar ve bu yolaktaki genlerde meydana gelen delesyon veya mutasyonlar ciddi otoimmun
hastaliklarina yol agmaktadir (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Watanabe vd. 1992). Normalde her
iki yolagin aktivasyon mekanizmalari oldukga farklidir. Ancak, her iki yolakta da gbrev yapan
ortak yasam (BAD) ve o6lum sinyalleri (BID, BIM, NOXA/PUMA) bulunmaktadir. Yasam ve
olum sinyallerinin hicre ici konsanstrasyonlari nihayetinde apoptozun seyrini belirlemektedir.
Ornegin, BAD (Zha vd. 1996), BID (Wang vd. 1996), BIM (Puthalakath vd. 1999) ve
NOXA/PUMA (Nakano ve Vousden, 2001) gibi apoptotik proteinlerin intrinsik ve/veya
ektrinsik faktorler tarafindan aktive edilmesi, normalde BCL-2 (Bakshi vd. 1985), BCL-X.
(Boise vd. 1993) ve MCL-1 (Kozopas vd. 1993) tarafindan inaktif halde tutulan BAK ve BAX
proteinlerinin aktivasyonuna neden olur. BAX/BAK proteinleri endoplazmik retikuluma girerek
kalsiyum salinmasina ve mitokondriye girerek 6lum sinyallerinin amplifikasyonuna neden
olurlar. BAX ve BAK proteinleri mitokondriye girdiklerinde mitokondri membraninda delik

olustururlar ve bu deliklerden apoptotik suregte anahtar role sahip cytochrome (Cyt) ¢ salinir.
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cyt ¢ (APAF-2), APAF-1 ve caspase-9 (APAF-3) ile birlesmesi apoptozom adi verilen bir
kompleksin olusumuna yol agar (Li vd. 1997). Apoptozom kompleksinin olusmasi caspase-9
baslatici (initiator) kaspazinin aktive olmasi anlamina gelirki bu sureci izleyen olaylarda diger
bazi efektér kaspaz enzimleri aktive edilir. Baglatici kaspazlar tarafindan aktive olan efektér
kaspazlar hicre igerisinde bulunan proteinleri pargalayarak hicre o6limine katkida

bulunmaktadirlar. Apoptozun tetiklendigi hiicrelerde ¢ekirdek koyulasmasi ve DNA
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Sekil 1. Apoptotik mekanizmada rol oynayan ekstrinsik ve intrinsik faktorler. Ekstrinsik yolakta, spesifik
reseptorlere ligand baglanmasi sonrasi DISC kompleksi olugur ve kaspaz 8 aktif hale getirilir. Instrinsik yolakta ise
mitokondriden sitokrom ¢ salinimi apoptozom olugsumunu tetikler ve kaspaz 9 aktivasyonuyla sonuglanir. Kaspaz
8 ve 9 akabinde efektér kaspazlar (6rnegin, kaspaz 3) aktive eder. Her iki yolak BID protein vasitasiyla birbiriyle
etkilesim halindedir (Favaloro vd. 2012).

DNA fragmentasyonu (DNAse IlI, endonuclease G ve AIF gibi proteinlerce) gibi bir dizi
belirgin morfolojik degisiklikler olmaktadir (Enari vd. 1998; Li vd. 2001). Butliin bu olaylar
zincirinden sonra, apoptotik hiicre izerinde bulunan fosfatidilserin reseptorleri sayesinde bu

hicreler “yenilmek” tzere taninirlar ve fagositoz ile berteraf edilirler.

Bir hiucrenin varlidi ve yoklugu arasinda onemli bir molekuler mekanizma olan
apoptotik sureclerin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir. Nitekim, bu surecteki
hizlanma veya yavaglamalar insan sagligini direkt olarak etkilemektedir. Yapilan
biyokimyasal ve genetik ¢alismalar apoptozun dizenlenmesinde bir dizi regulator proteinin
gorev aldigini goéstermistir (Budhidarmo ve Day, 2015; Hotchkiss vd. 2009; Opforman vd.
2003). Proteomik analizler, apoptozun tetiklendigi bir hicrede ylUzden fazla proteinin
miktarinda degisiklik oldugunu goéstermistir (Thiede ve Rudel, 2004). Genom projelerinin
tamamlanmasina paralel olarak elde edilen transkriptom bilgileri ise genlerin (6rnegin,
apoptozu dizenleyen genler) sadece proteinler degil kodlamayan RNA'lar tarafindan da

dizenlenecegini gostermistir (Guttman ve Rinn, 2012, Mattick ve Rinn, 2015).
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2.2 Kodlamayan RNA’lar

Uzun yillar boyunca hicre igerisinde fonksiyonel makromolekilin proteinler oldugu
varsayildigindan genetik ve biyokimyasal galismalar primer olarak protein kodlayan genler
Uzerine yogunlagsmistir. Maya genomunun sekanslanmasiyla ortaya ¢ikan “¢cop DNA”
tanimlamasi insan genomunun sekanslanmasiyla farkli bir boyut kazanmistir. insan
genomunun %96-97’sinin protein kodlamayan dizilerden olugsmasi bu sekanslarin fonksiyonel
olabilecegi tezini ortaya cikarmistir. Ozellikle tiim transkriptom verilerinin incelenmesi
sonucu, genomda bulunan sekanslarin tamaminin en azindan bir hilicre tipinde ve yasamin
en az bir asamasinda kullanildigi tezi kabul gérmeye baslamistir (Birney vd. 2007; Gloss ve
Dinger, 2015; Mattick ve Rinn, 2015).

Costa (2007) kodlamayan RNA’lari (kmRNA) biyolojik dneme sahip ancak proteine
cevriimeyen RNA molekilleri olarak tanimlamaktadir. Bu tanimlamada aranan en &nemli
kriter, aday kmRNA'da 100 aminoasitten uzun acik okuma bdlgesi icermemesidir.
Biyoinformatik olarak bu kriteri uygulayarak siniflandirma yapmam muimkin olmakla birlikte,
en saglikl yontem deneysel olarak proteine ¢evrimin olmadiginin gdsteriimesidir. Kategorik
olarak kmRNA'lar kiiglik kmRNA’lar (20-300 nt) ve uzun kmRNA’lar (300-10000 nt) olarak iki
grup altinda toplanmaktadir. 18-30 nt uzunlugundaki kiigik kmRNA’lar (miRNA’lar, siRNA’lar
ve piRNA'lar) iyi karakterize edilmis olup 6zellikle miRNA’larin transkripsiyon sonrasi gen
regulasyonunda énemli rol oynadiklari rapor edilmistir (Ghildiyal vd. 2008; Aravin vd. 2006;
Jonas ve izaurralde, 2015). Sekans analizlerinde kaydedilen ilerlemeler ve buna paralel
geligtirilen biyoinformatik programlar, tim transkriptom calismalarinin énidnid agmis ve
Okaryotik bir hiicrede ifade edilen RNA’larin ayni anda sekanslanmasina imkan tanimistir.
Okuma derinliginde kaydedilen ilerlemeler ise, olduk¢a disuk konsantrasyonda ifade edilen

ukmRNA'larin guivenilir bir sekilde kantifiye edilmesine olanak saglamistir.

Uzun kmRNA siniflandirmalarinda c¢ok degisik kriterler kullaniimistir. Ornegin,
transkript uzunluguna goére kuguk-uzun, protein kodlayan genlerle baglanti durumuna gore
sense-antisense veya cakisan, gen igerisindeki konumuna goére intronik gibi ¢cok degisik
kriterler kullanilmistir (Sekil 2, Laurent vd. 2015; Ma vd. 2013). Bitun bu siniflandirmalar
icerisinde basit olmasi nedeniyle en yaygin siniflandirma tipi genomda fiziksel konumlarina
gore yapilan siniflandirmadir. Genomdaki fiziksel konumlarina gére en yaygin ukmRNA tipi
intergenik kmRNA’lar (Sekil 2A) olup bu RNA’lar protein kodlayan genlerden oldukga uzak
bolgelerde lokalize olmaktadir. Protein kodlayan genlerin ehnancer bolgeleriyle etkilesme
potansiyelleri olmakla birlikte, konumlari dolayisiyla fonksiyonlarini tahmin etmesi en zor

ukmRNA grubunu olusturmaktadirlar. Bu RNA'’lar diger protein kodlayan genlerden bagimsiz
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olarak sentezlenmektedirler glinkii bu genlerin kendi promotdrleri vardir. intronik ukmRNA’lar
ise tamamen protein kodlayan bir genin intronundan sentezlenir ve orjin aldigi protein
kodlayan genin transkripsiyon veya kirpilmasini diizenleme potansiyeline sahiptir (Sekil 2B).
Ters (NATs, natural antisense transcripts) ve diz (sense) yonde olan kmRNA'lar protein
kodlarla ya kismen yada tamamen oértlsurler ve drtismenin bulundugu noktaya bagl olarak
farkh mekanizmalarla orttstikleri genlerin ifadesini dizenleyebilirler (Sekil 2C,D). Kodlayan
transkriptlerle karsilastirildiklarinda, bazi kmRNA'larda sapka (cap) ve ¢oklu A kuyrugu
(polyA tail) bulunurken bazilari daha farkli mekanizmalarla stabil halde korunmaktadirlar
(Wiluzs, 2015).

Gen ifadesi perspektifinde RNA makromolekillerinin en ilging yoénleri, sadece
spesifik sekanslari nedeniyle degil 6zgul katlanma topolojileri nedeniyle de iyi bir hiicresel
aptamer olma potansiyellerinin bulunmasidir. Bilinen tipik RNA:protein etkilesimlerinin
yaninda, RNA:RNA ve RNA:DNA etkilesimleriyle hucreici molekiler mekanizmalari
dizenleyebilmektedirler (Dethoff vd. 2012). Bu mekanizmalar arasinda cis ve trans formda
gen regulasyonu, kromatin yapisini degistiren proteinlerin yénlendiriimesi, X kromozom
inaktivasyonu, genomik imprinting, nikleer kompartman olusumu, ¢ekirdekten sitoplazmaya
molekil tasinmasi, 6ncil mMRNA kirpilmasi ve translasyonal kontrol gibi olduk¢a degisik
hicresel islevler bulunmaktadir (Geisler ve Coller, 2013; Yoon vd. 2012; Gardini ve
Shiekhattar, 2015). Gen regulasyonu agisindan kmRNA’larin transkripsiyonel reglilasyondaki
rolleri kismen iyi tanimlanmistir (Bonasio ve Shikhattar, 2015). Eger uzun kmRNA yakinda
bulunan kodlayan bir gene antisense ise veya kismen ortisme (overlap) var ise,
transkripsiyonu fiziksel olarak engelleyebilecegi gibi (RNA polimerazi mesgul ederek veya
direkt DNA dizilerine esleserek), sentezlenen kmRNA’'ya bazi proteinler baglanarak
yakinlarda bulunan RNA polimerazlarin aktivitesini dizenleyebilir (Martianov vd. 2007;
Tripathi vd. 2010). mRNA’ya veya proteinlere baglanan kmRNA’lar, mRNA’larin ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinma verimliligini, sitoplazmada konumlanma bdlgelerini veya translasyona
ugrama oranlarini dizenleyerek gen ifadesini transkripsiyon sonrasi asamada da
dizenyelebilirler (Geisler ve Coller, 2013; Franco-Zorrilla vd. 2007). Belki de kmRNA’larin
genlerin ifadesini dizenlemekte kullandiklari en ilging ydntemlerden bir tanesi kiigik kmRNA
uretiminde template gérevi gérmeleridir. Ornegin, aslinda uzun bir transkript olan ve X
kromozom inaktivasyonunda rol oynayan Xist ve Tsix kmRNA’larindan uretilen kiglk
RNA’lar gen promotdr bolgelerine vel/veya proteinlere baglanarak transkripsiyonu

duzenleyebilmektedirler (Ogawa vd. 2008).
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Sekil 2. Protein kodlamayan RNA'larin siniflandirmasi. (A) intergenik uzun kmRNA'lar (IncRNA) protein kodlayan
genler (Gene A ve Gene B) arasinda her iki iplikcikten sentezlenebilirler. (B) Intronik protein kodlayan genlerin
intronlarindan sentezlenirler. (C) Diz (sense) kmRNA'lar protein kodlayan genlerle ayni oryantasyonda
sentezlenir ve protein kodlayan genlerle kismen yada tamamen o6rtisme olmaktadir. (D) Ters (antisense)
kmRNA'lar ise kodlayan genlere aksi istikamette sentezlenirler ve protein kodlayan genlerin intron veya ekzon
sekanslariyla kismen veya tamamen o6rtusebilirler (Ma vd. 2013).

2.3 Uzun Kodlamayan RNA’lar ve Apoptoz

Uzun kmRNA’larin gen regulasyonundaki rolleri dikkate alindiginda, aktivitesini
dizenledigi gen/genlere bagli olarak hem gelisimde hem de bir dizi hastaliklarin patolojisinde
rol oynama potansiyelleri bulunmaktadir. Literatirde mevcut bilgiler ukmRNA’larin normal
gelisim yaninda kanser, metabolizm, obezite, ndérodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklar gibi
bircok hastaligin olusumuna katkida bulunabilecedini géstermistir (Gloss ve Dinger, 2015;
Harries, 2012; Pauli vd. 2011).

Literatirde ukmRNA’larin apoptozu dizenledigine dair sinirl bilgiler mevcut olup
daha ziyade kanser olusumu c¢ercevesinde 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 hlicre invazyonu ve apoptozunda rol oynayabilecegi
gosterilmistir (Khaitan vd. 2011). Achga bagh stres sartlarinda Uretilen ukmRNA’larin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir galismada Gas5 (growth-arrest-specific 5) ukmRNA’sInin
miktarinin arttigi ve glukokortikoid reseptori vasitasiyla strese baglh apoptozda rol
oynayabilecegi rapor edilmistir (Kino vd. 2010). Hucre siklisinde rol oynayan CDKN1A
promotorinden sentezlenen ukmRNA’larin belirlenmesi icin yapilan bir arastirmada, bu
spesifik lokustan sentezlenen PANDA ukmRNA’sinin NF-YA transkripsiyon faktoriyle
etkileserek apoptoz ve hucre siklisuni duzenledigi gosterilmistir (Hung vd. 2011). P53
yolaginda rol oynayan ukmRNA’larin belirlenmesi igin farede yapilan bir galismada ise, Linc-
p21 ukmRNA’sinin DNA hasarina bagl p53 aktivasyonu ve apoptozun tetiklenmesinde rol

oynadigi gosterilmistir (Huarte vd. 2010). Ozgur vd. (2012) tarafindan yapilan galismada ise,
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genotoksik ajanlarla muamele sonrasi 10 aday ukmRNA’'sindan 7 adetinin miktarinda

degisimler oldugu gézlenmis ancak fonksiyonel testler yapiimamistir.

Henuz sistemik bir yaklagsimla apoptotik hicrelerin ukmRNA’larinda meydana gelen
degisimler rapor edilimemis olmakla birlikte bireysel bazi ukmRNA’larin apoptotik yolaklara
olan etkileri rapor edilmistir. Ornegin, cekirdege lokalize olan Saf (antisense of Fas)
ukmRNA’sI Fas reseptér 6ncil mRNA’sinin kirpilmasini diizenleyerek ekzon atlanmasina ve
akabinde Fas ile tetiklenen apoptoza dirence yol agmaktadir (Villamizar vd. 2016). Bobrek
timor hatlarinda yapilan bir calismada ise, INXS ukmRNA’sinin apoptotik hicrelerde
miktarinin arttigr ve ilgili ukmRNA’nIn susturulmasi sonrasi kaspaz 3, 7 ve 9 aktivitelerinde
azalma oldugu goriulmuistir (DeOcesano-Pereira vd. 2014). Bu ukmRNA’nin apoptotik yolagi
BCL-XS yoluyla diizenledigi belirlenmigtir.

Literatirde mevcut bilgiler apoptozun duzenlenmesinde ukmRNA’larin  rol
oynayacagini isaret etse de, mevcut veriler daha ziyade kanser ve DNA hasarina bagh
calismalardan elde edilmigstir. Buttinsel bir yaklasim kullanilarak, sistemik olarak intrinsik ve
ekstrinsik apoptotik yolaklarin tetiklenmesinde rol oynanan ukmRNA’larin  tamami
belilenmemistir. Ozellikle ektrinsik yolagin dizenlenmesinde rol oynayan ukmRNA’lar
bilinmemektedir. Kendi laboratuvarimizda yurittigimiz ve 2016'da tamamlanan 1132371
No.lu TUBITAK projesi kapsaminda Hela hiicreleri dért farkl ajanla (sisplatin, doksorubisin,
TNF-alfa ve anti-Fas antikoru) muamele edilerek apoptoz tetiklenmis ve farkli ifade edilen
ukmRNA'lar RNA-seq yoéntemiyle belirlenmistir. Bulunduklari genomik lokasyon (6rnegin
apoptozu dizenleyen kodlayan genlere yakinlik) ve 4 ajanla ortak dizenlenme profilleri
dikkate alinarak 4 aday ukmRNA belirlenmistir. Bu adaylarin GapMer (Exigon) teknolojisiyle
susturulmasi sonrasi HelLa hucrelerinde 6limun kontrole gore anlamli bir sekilde arttigi
gorulmustir. Ancak, 113Z371 No.lu proje kapsaminda bu adaylar ile ilgili daha detayli

calismalar yapiimamistir.

2.4 GTF2A1-AS ve Apoptoz

GTF2A1-AS (Ensemble Gen ID: ENSG0000027378) 113Z371 No.lu TUBITAK
arastirma projesi kapsaminda belirledigimiz 4 aday genden birisidir. Sekil 3’'te goéruldugu
uzere bu gen, 6nemli bir transkripsiyon faktéri olan GTF2A1 ile antisense ydnunde
cakismaktadir. GTF2A1-AS ile ilgili literatirde yayin bulunmamakla birlikte, GTF2A ¢ok iyi
bilinen bir bazal trankripsiyon faktorii olup TFIID ile promotér etkilesimlerini pozitif yonde
etkilemekte ve Ozellikle INR'ye bagh transkripsiyon baslangiglarinda 6nemli gorevler

ustlenmektedir (Malecova vd. 2015).
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Sekil 3. GTF2A1-AS’in genomik lokalizasyonu. ENSEMBLE veri tabaninda GTF2A1-AS (CTD-
2506P8.6-001) annotasyon g¢alismasi yapilmigtir. Bu genin antisense olarak ¢akistigi GTF2A1 gen
bélgesi kirmizi dikdortgen ile isaretlenmistir.

1137371 No.lu TUBITAK projesi kapsaminda elde ettigimiz iki Snemli veri, GTF2A1-
AS’in apoptozu diizenleme potansiyeli olduguna isaret etmektedir. ik veriye gore, GTF2A1-
AS susturulmasi HelLa hiicrelerini 6lime striklemesidir. GTF2A1-AS’in apoptozu dlizenleme
potansiyeli olduguna isaret eden ikinci énemli gézlem, GTF2A1-AS geninin susturuldugu
hicrelerle yapilan RNA-seq calismasindan elde edilmistir. GTF2A1-AS geni Gapmer ile
susturulduktan sonra elde edilen RNA’lar sekanslamaya tabi tutulmustur. Negatif gapmer ile
transfekte edilen hticrelerle karsilastirildiginda, GTF2A1-AS’in susturuldugu hicrelerde 3737
genin (kodlayan ve kodlamayan) ifadesinde farkhliklar belirlenmistir. Farkli ifade edilen
genlerin hangi fenotiplerde rol oynadigini belirlemek icin, PANTHER programi ile Gen
Ontoloji calismasi yapilmistir. ilging bir sekilde, bu genlerden yaklasik 150 adeti apoptotik

yolaklarda rol oynadigi bilinen kodlayan genlerden olusmaktadir.

Literatirde GTF2A1-AS’in fiziksel yapisi, hicre igi lokasyonu ve olusturdugu
kompleksler ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Ayni sekilde GTF2A1-AS’in
apoptozu dizenledigini direkt gosteren herhangi bir ¢alismada bulunmamaktadir. 1132371
No.lu proje kapsaminda toplanan verilerin bu gen ile ilgili kisminin etki degeri daha yuksek
dergilerde yayimlanabilmesi i¢in, GTF2A1-AS RNA’sinin hicrei¢i konumunun, olusturdugu

komplekslerin ve bu kompleks komponentlerinin apoptotik sinyal ileti yolaklariyla



baglantisinin ortaya cikartiimasi buyuk onem arz etmektedir. Dolayisiyla, mevcut proje
kapsaminda HelLa hicreleri model olarak kullanilarak GTF2A1-AS ukmRNA’sinin fiziksel

yapisl, hicre i¢i konumu ve etkilesim gdsterdigi kompleksler arastiriimistir.

3. GEREG VE YONTEM

3.1 Memeli Hiicrelerinin Bakimi ve Apoptoza Ugratiimasi

Bakim, propagasyon ve genetik manipulasyonlarinin ¢ok ucuz, kolay ve hizli olmasi
nedeniyle model sistem olarak HelLa hicreleri hullaniimistir (Rahbari ve ark., 2009). HelLa
hicreleri DSMZ GmbH’dan temin edilmis ve RPMI 1640 (L-Glutamin ilaveli, Gibco)
besiyerinde nemli ortamda 5% CO2 ve 37°C inkubatorde buyutllmustir. Besiyerine 10%
inaktif fetal bovin serum (FBS) (Gibco) ve 1% penisilin-streptomisin (Gibco) takviye edilmigtir.
HelLa hicreleri her iki glinde 1/3 veya 1/4 (2.0 — 2.5 x 10° hiicre) oraninda ekilmis ve
kullanim gerektirdigi durumlar Trypsin-EDTA (Gibco, 0.25%) ile kaldiriimistir.

Kendi laboratuvar tecribelerimize goére 80 uM sisplatin (16 saat) uygulamasi HelLa
hiicrelerinde LD50’ye ulasmak icin yeterli olmaktadir (1132371 No.lu TUBITAK projesi
bitirme raporu; Literatlir énerisi; 5 uM sisplatin, WesierskGadek vd. 2008). Bu nedenle, doz
ve zaman kinetigi yapmaya gerek kalmaksizin yukarida ifade edilen dozlarda apoptotik

yolaklar tetiklenmistir.

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

Belirlenmesi

HelLa hicrelerinde tetiklenen apoptotik degisimler primer olarak akis sitometresinde
incelenmistir (Applied Biosystems Attune veya BD FACS). Erken apoptotik evredeki hiicreler
Aneksin V (BD), gec¢ apoptotik evredeki hiicreler ve oli hiicreler 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 ¢ézulip 50 pl boyama igin
eppendorfa aktarilmistir. Hucreleri iceren eppendorflara her bir boyadan uygun dilisyonda ki
boyadan 5 pl eklenip 15 dk karanlikta oda sicakhginda inkibe edilmistir. inkiibasyonu
takiben numunelere 200 yl PBS daha eklenip analiz akis sitometresinde okuma islemine

gecilmistir. Analiz sonucunda sadece Aneksin V pozitif hiicreler erken apoptoz evresinde; her



iki boyanin pozitif oldugu hicreler ge¢ apoptoz evresinde; sadece 7AAD pozitif olan hicreler
olt/6lmekte olan hicreler; her iki boyanin negatif oldugu populasyon ise canli hicreler olarak

kabul edilmigtir.

Apoptozun ve floresan boyamanin dogrulanmasi icin Floresan Mikroskopu
kullaniimigtir. Akis Sitometresi analizinde kullanilan boyama prosediriyle hazirlanan
Oeneklerden 10 ul hiicre-boya karigimi lamele yayilip lamel ile kapatildiktan sonra Olympus
IX70 (Filtre 2 7AAD icin ve Filtre 4 Aneksin V igin) Floresan Mikroskopu ile analiz edilmigtir.
Gerekli oldugu durumlarda sadece tripan mavisi ile ge¢ apoptotik evredeki hicreleri
belirlemek icin hicre sayim cihazi kullaniimistir. Tripsinle kaldiriimis htcreler 5 dk satrif(j
(800 RPM) sonrasinda 1 ml PBS ile yikanip tekrar satrifiij yapilmistir. Ust fazi atilip hiicreler
yeteri miktarda PBS ile seyreltilip 10 pl numune esit miktarda tripan mavisi (1:1 dilusyon,
Invitrogen) ile karnistiimistir. Karisimdan 10 pl Countess Slide Chamber’lara yerlestirildikten
sonra Countess (Invitrogen) hicre sayimi cihazi ile 6la-diri hicrelerin orani (ylzde olarak)
belirlenmistir. Tripan mavisine igine almis hlcreler 6l0 veya 6lmekte olan hicreler kabul

edilmistir.

3.3 513’ RACE ile GTF2A1-AS Geninin Tam Sekansinin Belirlenmesi

RACE deneyi GeneRacer™ Kkiti (Invitrogen) kullanilarak, birebir Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda yapilmistir. Transkiptin 3’ sekanslarina ulasmak icin oligod(T) ile
cDNA hazirlanmis (Sekil 4A), gen spesifik primerler ile amplifikasyon yapilmistir. Transkriptin
5 ucunu cogaltmak icin, bes mikrogram RNA’dan sirasiyla 5 fosfat ve sapka yapilari
uzaklastinimistir (Sekil 4B). Elde edilen drinlere RNA oligolari eklendikten sonra, bu
oligolara antisense primerler ve gene 6zgu primerler kullanilarak cDNA’nin ikinci iplikcigi
sentezlenmistir. PCR ile ¢ogaltilan trtinler TOPO klonlama vektériine klonlandiktan sonra
IYTE BIYOMER merkezinde sekans analizine tabi tutulmustur. FinchTV programiyla analiz

edilen sekans verileri insan genom veri tabanlarina eslestirilmistir.
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Sekil 4. RNA oligolar1 ekleyerek 5 u¢larmn gogaltilmasi. cDNA ya oligodT (Panel A) ya da gene
Ozgii primerler (Tablo 1) kullanilarak hazirlanmustir. Defosforilasyon ve dekapping (B)
sonrasi eklenen RNA oligo sekansi Panel C’de gosterilmistir. 5° uglarin amplifikasyonu
esnasinda ¢cDNA’nin ikinci iplikciginin sentezinde kullanilan primer sekanslari (Nested)
belirtilmistir (Panel C). Kullanilan tiim primerlerin sekanslar1 Tablo 1’de verilmistir.

Table 1: cDNA sentezi, PCR amplifikasyon ve sekanslama da kullanilan primerler

Primer Adi

Primer Sekansi

Boyut CG%

3'GTF.AS GSP forward primer

3'GTF.AS Nested A GSP forward primer
3'GTF.AS Nested B GSP forward primer
5'GTF.AS GSP reverse primer

5'GTF.AS Nested A GSP reverse primer
5'GTF.AS Nested B GSP reverse primer
GeneRacer 3' end reverse primer
GeneRacer 3' end Nested A reverse primer
GeneRacer 3' end Nested B reverse primer
GeneRacer 5' end forward primer
GeneRacer 5' end Nested A forward primer
GeneRacer 5' end Nested B forward primer
Human B-actin Control A forward primer
Human B-actin Control B.1 reverse primer
M13 Forward primer (-20)

M13 Reverse primer

T3 Reverse primer

T7 Forward primer

5'CCCACCAGCCTTTGGATTGTAACAGCACSI'
5'CCCACCAACTCGCATGGCCTCTCGCTATS
5'CGACCTTGCAAGCAGAACAGAGAATGCT'
5'GGCAGGATTTGCTTGGGCAGAACAAGTC3

5'GAGAGGCCATGCGAGTTGGTGGGTCAAGT

5'GCCTAGTAGAGGACTAACCTCTGGGTAACS'

5'GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG3'

5'CGCTACGTAACGGCATGACAGTG3
5'GTAACGGCATGACAGTGTT3'

5'CGACTGGAGCACGAGGACACTGA3'

5'GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAZ

5'CTGACATGGACTGAAGGAGTAZ

5'GCTCACCATGGATGATGATATCGC3'
5'GACCTGGCCGTCAGGCAGCTCG3'
5'GTAAAACGACGGCCAG3
5'CAGGAAACAGCTATGAC3
5'ATTAACCCTCACTAAAGGGAS3
5TAATACGACTCACTATAGGG3'

28 bp
28 bp
27 bp
28 bp
28 bp
29 bp
25 bp
23 bp
19 bp
23 bp
26 bp
21 bp
24 bp
22 bp
16 bp
17 bp
20 bp
20 bp

54%
61%
52%
54%
61%
52%
52%
57%
47%
61%
50%
48%
50%
73%
56%
47%
40%
40%




3.4 RNA izolasyonu ve Kalite Kontrol Analizleri

Hucreler tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra soguk PBS ile iki defa yikanmigtir. PBS
ortamdan tamamen uzaklagtirildiktan sonra hacrelerin Gzerine 1 mL TRIzol (Life
Technologies) eklenmistir. Hemen izolasyon yapilamayan durumlarda hiicre lisatlari -80 ‘C’de
saklanmis ve ekstraksiyon éncesi oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek nikleoproteinlerin
tamamen ayrismalari saglanmistir. Akabinde lisata her bir mL TRIzol i¢in 0,2 mL RNAz
icermeyen kloroform (Sigma) ekledikten sonra numuneler 15 saniye elde ¢alkalanmis ve 2-3
dk oda sicakliginda inkiine edilmistir. 12.000 xg’de 15 dk santfifigasyon sonrasi Ust sivi faz
yeni bir tipe aktariimis ve RNA’lar 0,5 mL izopropanol ile ¢oktirtilmastir. Etanol ile yikanan
pelet hava ile 5-10 dk kurutulduktan sonra DNAz ve RNAz icermeyen suda ¢dzlindikten

sonra daha sonraki kullanima kadar -80 ‘C’'de saklanmistir.

Sitoplazmik ve nukleer RNA’lar kit yardimiyla purifiye edilmigtir (Cytoplasmic and
Nuclear RNA Purification Kit, Norgen Biotek, Kanada). Kit kullanim kilavuzuna goére 2,8 - 3 x
10° hiicre lizis tamponu ile ¢ozullip, 10 dakika buz lzerinde inkiibasyon sonrasinda 4°C’de
18.000 RPM’de 10 dakika santriflij edilmistir. Santriflij sonrasi sitoplazmik RNA’yI iceren
stipernatan kismi ve nikleer RNA'yi iceren ¢okelti kismi birbirine karigtirlmadan ayrildi.
Uygun lizis tampon eklenerek kolon yardimiyla purifikasyon gerceklestiriimistir. 50 pl elisyon
tamponunda ¢ozilen RNA &rneklerinin  konsantrasyonlari ve safliklari Nanodrop ile
dlclilmistir. RNA kalitesi ise agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. izole edilen nikleer
RNA’larin agaroz jelde analizi ciddi genomik DNA kontaminasyonu oldugunu gésterdiginden,
Nukleer RNA o6rnekleri, RNAz icermeyen DNaz enzimiyle muamele edilmistir (Turbo DNA-
free kit, Invitrogen, ABD). Kullanim kilavuzuna gére yapilan uygulamada DNaz | enzimi
eklenen O6mekler 37°C'de 30 dakika inkiube edildikten sonra +4°C’de 11.000 RPM'de 2
dakika santriflij edilmis ve supernatant ayrilimistir. DNaz | enzimi uygulanan niikleer RNA'nin

kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.

RNA kalite kontrol analizleri igcin O6ncelikle NadoDrop (Thermo Scientific) ile
spektrofotometrik analiz yapilmistir. Azesoso Ve Aszesozzo degerleri sirasiyla protein ve alkol
kontaminasyonlarini degerlendirmek i¢in kullaniimistir. Bu oranlarin sirasiyla yaklasik 2 ve
2,0-2,2 arasinda olmasina 6zen gosterilmistir. Gerekmesi durumunda RNA’lar %1’lik agaroz
jelde yurutulerek gorsel kalite kontroliine tabi tutulmustur (smear olmamasi ve 18/28S rRNA

bantlarinin keskinligi).
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3.5 GTF2A1-AS Asiri ifade Yapilarinin Olusturulmasi ve GapmeR ile Susturulmasi

RACE sonugclarimiz ve var olan veri tabanlan bilgileri kullanilarak GTF2A1-AS cDNA
sekansi sentetik olarak sentezlettiriimis (Epoch Life Science, USA) ve pcDNA3.1 vektorine
klonlanmigtir. Elde edilen klonun sekansi dogrulanmistir. Transfeksiyon deneyleri daha dnce
1132371 No.lu projede belirtilen sartlarda 40 nM GapmeR veya 1500 ng plasmid kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kisaca, transfeksiyonun gergeklestirilecegi bir 6nceki geceden Hela
hicreleri (20.000 hicre/kuyucuk) 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Transfeksiyon zamaninda
besi yeri degistirilerek serum ilaveli besi yeri ile hlcreler transfeksiyona hazir hale
getirilmistir. Transfeksiyon reaktifi (FUGENE HD) ile GapmeR’lerin (Exigon) (veya plasmid
DNA’larin) hibridizasyonu serum ilavesiz besiyerde gerceklestiriimistir. Reaksiyon hacmi
toplam olarak 100 ul'ye (her kuyucuk icin) ayarlanmistir. ilk énce oda sicakligindaki 98 pl
besiyeri bir eppendorf tlipe eklendikten sonra zerine 0,5 ul Gapmer (0,01 mM) eklenip ¢cok
kisa vortekslenmistir. Besiyeri-GapmeR karigiminin Uzerine oda sicakligina getirilip
vortekslenmis 1,5 ul transfeksiyon reaktifi eklenip kisa bir slire vortekslenmis ve 15 dk oda
sicakliginda inkube edilmistir. Besiyeri-GapmeR-Transfeksiyon reaktifi karisimi inkubasyon
sonunda kuyucuga damlatma yontemiyle eklenip her tarafa esit dagilimini saglamak i¢in gcok
kisa sekiz yazar gibi kanistirilmistir. Transfeksiyon isleminin tamamlanmasina muteakip
plakalar inkubatdre (37 C, %5 COz, nemli) konulup 48-72 saat inkiibe edilmistir. insert

icermeyen vektorler veya negatif GapmeR’ler negatif kontrol olarak kullaniimistir.

3.6 Real Time PCR Analizleri

RT-PCR o6ncesinde, gerekli olmasi durumunda, 1ug total RNA DNA eliminasyonu
(RT2 First Strand Kit, QIAGEN) islemine maruz birakilmistir. Bu amagla 8 pl (1 pg) RNA
orneklerine 2 yl gDNA Elimination Mix eklenip 5 dk 42 C inkube edilmistir. Daha sonra buzda
2 dk bekletildikten sonra 10 yl cDNA miks (dH20, primer, Revers Transkriptaz) eklenip 1 saat
37 C’de inkibe edilmistir. Enzimatik reaksiyonlari, drneklerin 95°C’de 5 dk inkibe edimesiyle
durdurulmus ve drnekler buzda 5 dk bekletilmistir. Her bir reaksiyona 91 ul dH,O eklenmistir.
Olusan karigimdan 2 ul cDNA, 0,5 pl uygun primer, 3,75 pl dH20 ve 6,25 yl gPCR Master
Mix (QIAGEN) kanistirihp uygun plakalarina aktariimistir. Kisa santrifij sonrasinda plaka
LightCycler 480 (Roche) ekipmanina yerlestirilip analiz edilmigtir. Cihaz programi: 1 cycle 10
dk 957C, 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 6rnekler negatif
kontrol olarak kullaniimistir. Veriler GAPDH’e gore normalize edildikten sonra student’s T test

ile istatistiki analize tabi tutulmustur.
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3.7 Biyoinformatik Analizler

1132371 No.lu proje kapsaminda, negatif ve test GapmeR ile GTF2A1-AS’in
susturuldugu hdcreler ile transkriptomiks analiz yapilmis ancak veriler detayll olarak
incelenememistir. Susturma sonrasi RNA sekans verisinde log? kat deg@isimi pozitif ve negatif
yonde 0,6 olan genler taranmustir. Gene Ontology veritabani

(http://geneontology.org/page/go-enrichment-analysis) kullanilarak ifadesi degisen genlerin

islevlerine goére siniflandirmasi yapilimistir.Bu analiz sonrasi hicre olumu ile ilgili oldugu
belirlenen 195 gen Pathway Studio programiyla analiz edilerek hlcre dlimdyle ilgili etkilenen

yolaklar irdelenmistir.

3.8 Western Blotlama

Toplam protein izolasyonu i¢in RIPA tamponu (Cell Signalling) kullanilmistir. Tripsin
ile kaldinlmis hiicreler 2 defa soguk PBS ile yikandiktans onra lzerlerine RIPA (50 ul /10°
hicre) ve 100X ptoteaz kokteyl (SantaCruz) (1X olacak sekilde) eklenip 20 dk buz tzerinde
bekletilere parcalanmistir. Olusam slspansiyon 10 dk 4 °C’de 14.000 rpm’de santrif{j
edildikten sonra supernatan 2 veya Uge bolinlip kullanima kadar -80 °C dolabinda muhafaza
edilmistir. Protein konsantrasyonu Bradford Assay ile belirlenmistir.

Hucre lizatlari 4X protein yukleme 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 kaynatilmigtir. Sonrasinda drekler %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 yurutict tamponla [25 mM Tris, 192 mM Gilisin, 1% SDS (a/h)] yuratalmuistar.
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
bantlar 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 gegisi 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% yagsiz kuru sit) ile 1 saat boyunca oda sicaklijinda calkalayicida
bloklanmigtir. Uygun primer antikor 1:5000 oraninda %0,5 sut/%0,05 Tween20/1X TBS
icerisinde dilue edilerek membran ile 1 saat oda sicakhginda inkiibe edilmistir. inkubasyon
sirasinda solusyon calkalanmigtir. Ardindan 45 dk boyunca en az 5 defa 1x TBS-Tween20

ile  membranlar ylkanmigtir. Sekonder primerle bir sonraki saat oda sicakliinda
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calkalandiktan sonra ylkama islemi tekrar edilmistir. Son olarak gdérintlileme igin
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 gorantu alinmigtir.

3.9 GTF2A1-AS ile Etkilesen Komplekslerin Belirlenmesi

GTF2A1-AS:protein komplekslerini ¢oktlirmek igin transkriptin yiksek miktarda ifade
edildigi sisplatin ile muamele edilmis HelLa hicreleri kullaniimistir. Coktirme islemleri igin
GTF2A1-AS transkriptine antisense 20-nt uzunlugundaki problar 3’ uglarindan biyotin isaretli
olup 60-80 nt aralklarla tim ukmRNA’yli kapsayacak gsekilde dizayn edilmistir

(www.singlemoleculefish.com, Raj vd. 2008). Negatif prob seti ise negatif kontrol olarak

kullaniimistir. Transkriptin ¢ekirdekte lokalize olmasi nedeniyle, nikleer hiicre lizati ve EZ
Magna ChIRP RNA Interactome Kit kullanilarak ¢oktlirme islemi yapilmistir. Kisaca, 40
milyon HelLa hicresi %1 glutaraldehit ile fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi 1/10 hacimde
1.25 M glisin ile karistirilan érnekler 2000 RCF’de 5dk déndurilip sivi azotta hizh bir sekilde
dondurulmustur. Daha sonra hicreler proteaz inhibitéri, PMSF ve RNAz inhibitdéri iceren
lizis tamponunda (pelet agirhginin 10 kati hacim) slispansiyon haline getiriimis ve sonike
edilerek kromatinin pargalanmasi saglanmistir. Hlcre fiksasyonu, lizisi ve sonikasyonu
sonrasi elde edilen ve ukmRNA:protein (veya kromatin) komplekslerini iceren ekstratlar bir
sonrasi asamada biyotinle isaretli ve ukmRNA'’ya antisense primerlerle hibridize edilmistir (1
mL ekstrat icin 100 pmol prob, 37°C'de 4 saat). 4 saatlik inkiibasyon sonrasi 100 uL C-1
manyetik boncuklari eklenerek 30 dk daha inkibasyon yapilmistir. 5 tur yikama sonrasi
DynaMag-2 manyetik stripler kullanilarak RNA:protein kompleksleri ¢oktiriimustir. Elde
edilen pelletden protein izolasyonu yapilarak IYTE Kitle Merkezi’nde kiitle spektrofotometri

analizine tabi tutulmustur.

4. BULGULAR

4.1 HeLa Hiicrelerinde Apoptozun Tetiklenmesi ve RNA izolasyonu

Proje Onerisinde belirtildigi Gzere, insan hucrelerinde apoptozu tetiklemek igin HelLa
hicreleri model olarak segilmisti. GTF2A1-AS transkripti apoptotik sartlarda
induklendiginden, RACE ve hicre ici lokalizasyon deneylerinde sisplatin ile apoptozun

tetiklendigi hicreler kullanilmistir. Bu baglamda HelLa htcreleri 80 uM sisplatin ile 16 saat
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Sekil 5. Sisplatin uygulamasi sonrasi akim sitometre analizi ve RNA izolasyonu. 80 yuM sisplatin ile
veya DMSO (kontrol) ile 16 saat uygulama sonrasi hiicreler MUSE akim sitometresi ile analiz
edilmistir. (A) DMSO negatif kontrol grubu, (B) 80 uM sisplatin ile 16 saat uygulama yapilan hiicre
grubu, (C) Hucrelerin apoptoz yizdeleri, (D) Hucrelerden izole edilen RNA’larin %1’lik agaroz jelde
analizi. llag muamelesi (iger replika halinde yapilmis olup bir replikaya ait akim sitometre verileri
sunulmustur.
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Sekil 6. GTF2A1 sense ve GTF2A1-AS antisens genlerinin yapisi ve ilaglar ile muamele sonrasi ifade
miktarlari. Ensemble verilerine gore GTF2A1-AS’in ekzon yapisi (A) ve GTF2A1 kodlayan gen ile
fiziksel iligkisi (B). 1137371 No.lu TUBITAK projesi kapsaminda yapilan transkriptomiks ¢alismasinda
4 ilag ile [TNF, CP (sisplatin), A-FAS (anti-FAS) ve DOX (doksorubisin)] muamele sonrasi GTF2A1 ve
GTF2A1-AS ifade miktarlari (C). Panel D, Panel C’nin blyutilmus halidir.
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Sekil 7. GTF2A1-AS sekansinin RACE yaklasimiyla eldesi. 5 (A) ve 3’ (A) RACE deneyi icin kullanilan
strateji ve gen spesifik primerler gosterilmistir. Defosforilasyon, decapping, cDNA sentezi ve PCR ile
amplifikasyon asamalari igin B-aktin (Panel C ve E) pozitif kontrol olarak kullaniimistir. 5° RACE
sonrasi elde edilen cDNA drinleri (C) kullanilarak iki tur nested PCR yapilmistir (D). 3’ RACE ile elde

edilen cDNA (E) ile de nested PCR yapilmistir (F). En son asamada elde edilen PCR Urinleri TOPO
plasmidine klonlanmis ve sekans analizine tabi tutulmustur.
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inkiibe edildikten sonra Annexin V/7AAD ile boyama yapilarak apoptoz tetiklenmis ve U¢
replika halinde hazirlanan o6rneklerden RNA izole edilmistir (Sekil 5). Akim sitometre
verilerine gore % 39 apoptoz oranina ulasiimistir (Anexin V pozitif ve AnexinV/7AAD duble

pozitif htcre toplulugu).

4.2 GTF2A1-AS Transkriptinin Tam Sekansi

GTF2A1-AS transkriptinin tam sekansi henlz bilinmemektedir. cDNA sekansina
ulasabilmek i¢in oncelikle RNA-seq verilerinden istifade edilmigtir. 1132371 No.lu proje
kapsaminda sisplatin ilaci ile muamele sonrasi yapilan RNA-seq verisi kullanilarak, insan
genomunun hangi koordinatlarindan GTF2A1-AS transkriptinin Gretildigi belirlenmistir. RNA-
seq verilerimize gore 1243 nlkleotitlik bir transkripte sahip olan GTF2A1-AS, iki ekzon
arasinda 113 nt intron bdlgesi icermektedir (Sekil 6A-B). RNA-seq verilerinde, 6zellikle
sisplatin ile muamele sonrasi sekans piklerinde meydana gelen artislar rahatca
gorilebilmektedir (Sekil 6D, GTF2A1-AS (R) pik yiksekliginin Control ile CP karsilastirmasi).

Bu veriler 1s1ginda, sisplatin ile muamele edilen hicrelerden izole edilen RNA'lar
kullanilarak, defosforilasyon ve decapping sonrasi RNA’larin 5’ ve 3’ uglarina bir oligo RNA
eklendikten sonra uygun primerler kullanilarak cDNA sentezlenmistir (Sekil 7A). Akabinde
gene 6zgun primerler kullanilarak 5’ ve 3’ ucglar amplifiye edilmistir (Sekil 7C ve E). Pozitif
kontrol olarak kullanilan B-aktin keskin ve tek bir bant verirken, muhtemelen ifade miktarinin
cok dusiik olmasi nedeniyle, GTF2A1-AS birden fazla bant vermistir. Bir dizi nested PCR
sonrasi dogru bantlar beklendigi boyutta ¢cogaltiimis (Sekil 7D ve F) ve jelden izole edilerek
TOPO plasmidine klonlanarak sekanslanmistir. Elde edilen sekans verisi RNA-seq ile
uyumlu olup c¢oklu transkripsiyon baslama olgulari tespit edilmemistir. Transkripsiyon
baslama bdlgesinden yukari sekanslar incelendiginde Okaryotlarlarda yogun olarak kullanilan

TATA kutusu da tespit edilememistir (Sekil 8). Ancak, GC-zengin sekanslar belirlenmistir.

4.3 GTF2A1-AS Transkriptinin Hiicre igi Lokalizasyonu

Uzun kodlamayan RNA’larin hiicre igi lokasyonlari ile potansiyel gérevleri arasinda bir
baglanti bulunmaktadir. Ornegin, transkripsiyonel diizenlemede gorevli ukmRNA'lar
cekirdekte yer alir iken, transkripsiyon sonrasi gen regulasyonunda gorevli ukmRNA’lar
sitoplazmada yer almaktadirlar. Bu baglamda, GTF2A1-AS transkriptinin hicre igi
lokalizasyonunu belirlemek igcin DMSO kontrol ve sisplatin ile muamele sonrasi apoptozun

tetiklendigi HeLa huicrelerinden niikleer ve sitoplazmik RNA izole edilmigtir (Sekil 9A).
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Sekil 8. GTF2A1-AS

CGTGCGCAGGCGCGCCGGGGCGGAGGCCGCCGGCGAGCCGCGTTGTCACGCGCCGTGGCG
GGTACTGGACTGGCGGAGCCCGGGGAGTGAAGTAGTGAAATCGGACCTACGCCTCTCCAA
CGCTCGCGTGATCACGTGGTTGGCACCCAGGCGGAAGTCTGCGGCAGTTCTTTGCGGTGA
AGGTGGGACCGCCTCCTGTCGCACGTTTCCGCCTGGTCCCGCGCTTTAGGAGCTAGGAAA
TGTGACAGAGGCGGTGCCTACTGCCTCGCTAGGAATGGCCGCGGAGGAGGACTGGTCACG
TGGCGTGGCTTCCGGCCTCTGGCGCGTTCCTATTCGGGAAGGTTTTAAATGCGGAGTCAT
CTCTTGATTTGTCAGCGAGGCTTTGACTGTGAGCTTCGCGGCGTTCGCGCCTCACCGCCT
CACCGAGGGTGGGTCTTTCGCGCGCAGAATTGTGTAGGATTTTCCAAAGGGAGTAAAAGC
CGATCGGGGCCTACTTTTAACATTCCACAATTAGTAACGTCTGATTCGTTTGTTTCCACA
GTGGGTACGCTGCGAAGACTAGGCTTATGTTACCCAGAGGTTAGTCCTCTACTAGGCCAC
GTACTTTAAATAATTTATCACGCTAGTGGAAATGCGGGGTGGAAGAAAACCCCACCAGCC
GTACTTTAAATAATTTATCACGCTAGTGGAAATGCGGGGTGGAAGAAAACCCCACCAGCC
TTTGGATTGTAACAGCACAGTAACTTTCCCTGGTTTTTAAAAATATTGCCAAAATACTGC
GACTCCATGTGGCCAACGTATAGTGACTGATCACTTTGAAATGCATGCCCTTGACCCACC
AACTCGCATGGCCTCTCGCTATAAGAGAGCAAGCCGGCTGTGTTCCATGTTCAATTCAAT
AAGTGCAATTCAATAAGCTTTTGACTTGTTCTGCCCAAGCAAATCCTGCCTTTATATCGA
CCTTGCAAGCAGAACAGAGAATGCTGTTTGGAAGGCAGAATTCATAGTACCTAGTTTTCT
TGTCCCTGGGAATTTTGAGGGACTTGAAATGTCGCGTGGATGAGTGAGGGAGTTTGTCTT
CCAGAGACAAAGCAAAACGAAACGTCAAAGTTCTGTGCTGGTGAAACCAGATTTGAAGAA
TATCAAAGGCGTCTTACCAAAGAGGAAAAAAAATGCATCTTGCCAAGACTTGAAGAAAGG
GATTAGAGAAACCAGAGGCCTTGAATACTCAGAAAATGGGAGATTGTGAATGGGTGTAGA
GGATATCTATGAACCTTGACATTTCTTTTCACGCCAAGTCCATTCCCCTGTTAACAGTTG
CTTCCCAGTTTCCTGCACAGCTGCATGGTCTGGGACACTTAAAGAAAAAAATCACAGGAA
ATCAGTGTTCTTGGTATATTATATAAAGTTATGATTCTATCAA

CATTTGTAATTCATTTAATATTCAGGTGACAGCCCGAAAATTTACACTAAACAATACCAT
TCCTGTTAAGTTTTACTACATATTGAGAGGACTTCTTGTTACCTCCCTATTACATACTCC
CAAACGCTTTGCACATGGAATCCCTCACCTTCCACCTAGTTTTCCCCCCTACTATTGATA

cDNA sekansi. Transkripsiyon baglama yeri 6ncesi ve transkripsiyon bitimi

sonrasi 121 bp’lik kisim sari ile isaretlenmistir.

Nukleer RNA'da genomik DNA kontamisyonu olmasi nedeniyle bu érnekler RNAz
icermeyen DNAz ile muamele edilmistir. Ayni zamanda, herhangi bir ayrimin olmadigi toplam
RNA o6rnekleri de karsilastirma icin kullaniimistir. MALAT-1 ve GAPDH transkriptleri sirasiyla
nikleer ve sitoplazmik konumlanma igin belirte¢ olarak kullanilimigstir.
analizlerimize gore, literatlr ile uyumlu bir sekilde, MALAT-1 nlkleer fraksiyonda ve GAPDH
ise sitoplazmik fraksiyonda lokalize olmaktadir (Sekil 9B). Her iki transkripte gore yapilan

normalizasyon sonrasi, GTF2A1-AS transkriptinin agirlikh olarak ¢ekirdekte lokalize oldugu

belirlenmistir (Sekil 9C ve D).

4.4 GTF2A1-AS’in Asin ifadesi ve Susturulmasi Sonrasi Gen ifadesinde Degisimler

4.4.1 GTF2A1-AS’in GapmeR ile Susturulmasi

Daha 6nce tamamlanan 113Z371 No.lu proje verilerine gore, HelLa hucrelerinde
sisplatin ile apoptozun tetiklenmesi GTF2A1-AS transkriptinin miktarinda artisa neden
olmaktadir (Sekil 6C-D). Transkript miktarinda meydana gelen degisimin biyolojik bir

fonksiyonu olup olmadigini arastirmak igin bu genin GapmeR ile susturulmasi saglanmistir.

Bir dnceki proje verilerin paralel olarak HelLa hicrelerinde apoptoz oranlarinda artis
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Sekil 9. GTF2A1-AS transkriptinin hucreici lokasyonu. DMSO kontrol ve sisplatin ile muamele edilen
HelLa hucrelerinden nukleer toplam (T), nukleer (N) ve sitoplazmik (C) RNA izo edilmis ve %71’lik
agarozda kalitatif incelenmistir (Panel A). Her bir grup RNA’dan cDNA sentezledikten sonra qPCR ile
GTF2A1-AS, MALAT-1 ve GAPDH mRNA miktarlari belilenmistir. Herbir deney U¢ defa
tekrarlanmistir. MALAT-1 ve GAPDH icin ayri ayri normalizasyon yapilmistir.

belirlenmistir (Sekil 10). 48, 72 ve 96 saat susturma yapildidinda, 6zellikle 72 saatlik
muamele sonrasi negatif gapmer ile karsilastirildidinda, istatistiki olarak anlamli bir fark
belirlenmistir (Sekil 10A, Negatif gapmer %33 iken Test gapmer %47, P < 0,05). Bu nedenle
tim susturma islemleri Gger biyolojik replika halinde bu sartlarda yapilmis ve protein ve RNA

izolasyonlari bu hucrelerden gergeklestirilmistir (Sekil 10B).

4.4.2 GTF2A1-AS’in Asini ifadesi

Sisplatin ile apoptozun tetiklendigi durumda GTF2A1-AS transkriptinde artis oldugu
icin, bu genin susturulmasinin apoptoza dirence yol agmasi beklenmektedir. Ancak, 4.4.1
kisminda sundugumuz veriler, beklenmedik bir sekilde, GTF2A1-AS’in susturulmasinin
apoptoza yol agtigini géstermektedir. Bu duruma farkh bir agidan yaklagmak igin, proje
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Sekil 10. GTF2A1.AS geninin GapmeR ile susturulmasina bagh apoptoz. (A) 40 nM negatif ve test
GapmeR ile transfekte edilen HelLa hicreleri, transfeksiyondan 48, 72 ve 96 saat sonra MUSE akim
sitometresi ile incelenerek apoptoz (AnexinV+ ve Anexin/7TAAD duble pozitif hicreler) oranlari
Olculmastir. (B) Zaman kinetigine gore 72 saatin anlaml fark olusturmasi nedeniyle bu sartlarda
transfekte edilen HelLa hicreler sonraki asamalarda (QPCR ve western blotlama) kullaniimistir.
Sadece hicreler (Negatif kontrol) ve sadece transfeksiyon ajani ile transfekte edilen hicreler
(Transfeksiyon ajani), negatif GapmeR ile transfekte edilen hicreler ile birlikte kontrol olarak
kullaniimistir. Ornekler 3 replika halinde hazirlanmistir.
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Onerisinde olmamakla birlikte, GTF2A1-AS asir ifadesi olmasi durumunda hucre canhhidinin
izlenmesi planlanmistir. Bu baglamda, oncelikle GTF2A1-AS geninin cDNA’si pcDNA3.1
plasmidine klonlandiktan sonra fragman varligi restriksiyon enzim ile kesim yapilarak
dogrulanmigtir (Sekil 11). Daha sonra Sanger sekanslama ile nikleotit seviyesinde
dogrulama vyapilmistir. GFP ifadesi referans olarak alindiginda vyaklasik %40’k bir
transfeksiyon oraninin gergeklestigi belirlenmistir. Fragman icermeyen bos vektér ve GFP
ekspresyon vektérl kontrol olarak kullanildiginda, GTF2A1-AS asin ifadesinin HelLa

hicrelerinin apoptoz oranlarinda bir degisim yapmadigi belirlenmigtir (Sekil 12).

A-180131

GTF GTFcut

10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
5000 30 6

41000 30 6

3500 30 6
-— 3000 70 14
—2500 25 5
—2000 25 5
— 1500 25 ]
-—1000 60 12
— 750 25 5
— 500 25 ]
— 250 eh) 5

Sekil 11. GTF2A1-AS asiri ifade yapisinin olusturulmasi. 1243 nt cDNA sekansi sentetik Uretildikten
sonra pcDNA3.1’'in Nhel-Xhol boélgesine klonlanmis ve sekanslama ile dogrulanmistir. Transfeksiyon
icin tek kolonilerden blyuk Olgekli kultirler yapilarak endotoksin icermeyen kit ile plasmid izolasyonu
yapiimis (MN NucleoBond Xtra EF, Almanya) (GTF) ve Nhel-Xhol kesimiyle (GTFcut) insert varlig
dogrulanmistir.
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Sekil 12. GTF2A1-AS asiri ifadesinin HelLa hicrelerinde apoptoza etkisi. 1500 ng bos vektér, GFP
plasmidi ve GTF2A1-AS asir ifade plasmidi (GTF2A1) ile transfeksiyondan 48 saat sonra MUSE akim
sitometre ile Anexin V/7TAAD boyamasi yapilarak apoptoz oranlari belirlenmistir. Negatif kontrol,
plazmid icermeyen hiicreler. Ornekler liger replika halinde hazirlanmigtir.

4.4.3 GTF2A1-AS’in GapmeR ile Susturulmasi Sonrasi Gen ifadesinde Degisimler

GTF2AL1-AS ifadesi ile apoptoz fenotipi arasinda baglanti kurabilmek adina su ana
kadar elde ettigimiz veriler (1) sisplatin uygulamasi HeLa hicrelerinde GTF2A1-AS transkript
miktarini arttirmaktadir (Sekil 6C-D); (2) GTF2A1-AS geninin HelLa hicrelerinde asiri ifadesi
apoptozu etkilememektedir (Sekil 12) ve (3) GTF2A1-AS geninin GapmeR ile susturulmasi
HelLa hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir (Sekil 10).

GTF2A1-AS susturulmasi sonrasi flow sitometresi ile tespit edilen apoptotik
degisimlerin molekuler mekanizmasini anlayabilmek icin, 1132371 No.lu proje kapsaminda
ikinci bir RNA-seq calismasi yapilmis ancak veriler tam irdelenmemis ve dogrulanmamistir.
Negatif ve test GapmeR ile GTF2A1-AS’in susturuldugu 6rnekler RNA-seq analizine tabi
tutularak apoptotik fenotip ile gen ifadesinde olusam degisimler arasinda baglanti kurulmasi
hedeflenmistir. Negatif gapmere gore log. kat degisimi 0,6 olarak alindiginda, 1547 genin
miktarinda artis ve 1464 genin miktarinda azalis belirlenmistir. Bu veriye biyolojik anlam
kazandirabilmek igin 6ncelikle PANTHER programi ile Gene Ontoloji ¢calismasi yapilmistir.
Bu analiz sonrasi, hicre proliferasyonu, hicre 6limu, hicre dénglsu ve hucre farklilagsmasi
gibi islevlerin etkilendigi belirlenmistir. ilging bir sekilde, hiicre 6élimi ile ilgili 195 genin
ifadesinde degisim belirlenmistir. Apoptoz ile assosiye 195 gen Pathway Studio programiyla
analiz edildiginde, p53-BCL2 aksi Uzerinde ki yolaklarin etkilenmig olabilecegdi belirlenmigtir
(Sekil 13).
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Sekil 13. GTF2A1-AS geninin susturulmasi sonrasi farkli ifade edilen genlerin iligkileri. Susturma
sonrasi apoptoz ile baglantili 195 adet gen Pathway Studio programiyla analiz edilmistir. 1 ve 3
numarali baglantilarin oldugu genler hicre 6limUni pozitif yonde etkilerken, 2 ve 4 numarali
baglantilar negatif yonde etkilemektedir. 1 ve 2 numarali genler, GTF2A1 geni susturuldugunda RNA
sekansi verilerine goére miktari artan, 3 ve 4 numarali genler miktari azalan genleri gostermektedir.

1 2 3 4

- a» === s — Kaspaz 9 (47 kDa)

— Aktif kaspaz 9 (37/35 kDa)

— —— — Bcl2 (26 kDa)

— ——— =P Beatg aktin (45 kDa)

Sekil 14. GTF2A1-AS'in susturulmasi sonrasi aday proteinlerin western blotlamasi. 1. Sadece
hicreler, 2. Transfeksiyon ajani ile transfeksiyon, 3. Negatif GapmeR ile transfeksiyon ve 4.
GTF2A1.AS GapmeR ile transfeksiyon. GapmeR konsantrasyonu 40 nM, transfeksiyon suresi 72
saattir. Transfeksiyon ajani grubu GapmeR igcermemektedir. Beta aktin ylUkleme kontroli olarak

kullaniimistir.
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RNA-seq verilerini ve biyoinformatik analizlerle elde edilen verileri dogrulamak igin
bazi proteinlerin miktarlarinda/aktivitelerinde meydana gelen degisimler western blotlama ile
incelenmistir. Kaspaz 8 ve 3 aktivasyonunda bir degisim belirlenmemistir. Ancak, negatif
gapmer ile transfekte edilen hicreler ile karsilastirildiginda, test gapmer ile transfekte edilen
HelLa hicrelerinde aktif kaspaz 9 miktarinda artis belirlenmigtir (Sekil 14, Sira 4).
Biyoinformatik analizlerle uyumlu bir sekilde BCL2 miktarinda da azalis belirlenmistir (Sekil
14, Sira 4).

4.5 GTF2A1-AS ile Etkilesen Proteinlerin Belirlenmesi

GTF2A1-AS transkriptinin etkilestigi proteinleri belirlemek igin, ifade miktarinin daha
fazla olmasi nedeniyle, sisplatin ile apoptozun tetiklendigi HelLa hucreler kullaniimistir.
Oncelikle Stellaris firmasindan, GTF2A1-AS transkriptine hibridize olan biyotin isaretli primer
seti siparis edilmistir. Merck firmasi tarafindan Uretilen ve biyotin isaretli primerler ile uyumlu
olarak calisan RIP kiti kullanilarak, GTF2A1-AS ile etkilesen proteinler ¢dktirilmis ve SDS
jelde yurutilerek SYPRO Ruby (Thermo Scientific) ile boyamasi yapilmistir (Sekil 15). Ne
yazik ki her hangi bir antisense prob ile inkiibe edilmemis hicreler kullanildiginda, yilkama
sayisi arttirilsa dahi, manyetik boncuklara spesifik olmayan bazi baglanmalar oldugu
goérulmustir. Ancak, bu spesifik olmayan baglanma, negatif veya test antisense problarla
inkiibe edilen lizatlarda daha az gortlmustir. Negatif kontrole gore farkli ¢dken bazi bantlar
jelden ayrn ayrn kesilerek ve ayrica tim c¢oken proteinler karisim halinde kitle
spektrofotometrik analize tabi tutulmustur. Muhtemelen bizden kaynakli keratin
kontaminasyonu disinda, U¢ adet proteinin kimlikleri elde edilebilmistir. Bu proteinler,
HIST2H4A (103 aa), HNRNP-K (463 aa) and HNRNPA2B1 (353 aa) olarak belirlenmistir.

5. TARTISMA/SONUGC

Apoptoz hem ihtiya¢ fazlasi hiicreleri hemde saghgdi tehdit eden ajanlarin vicuttan
uzaklastinimasini saglayarak homeostazin saglanmasinda énemli fonksiyonu olan hicresel
bir islevdir (Elmore, 2007). Klasik molekuler biyoloji tanimlamasinda gen fonksiyonlari
proteinler ve kiicik kodlamayan RNA'lar tarafindan dizenlenmektedir. Nitekim apoptozun
dizenlenmesinde rol oynadigi bilinen bir dizi regllator protein ve miRNA vardir (Hotchkiss ve
ark., 2009; Subramanian ve Ster, 2010). Genom annotasyonlarina paralel olarak genlerin
ukmRNA'lar tarafindan da dizenlenebilecedi anlasiimasina paralel olarak apoptozu kontrol
eden ukmRNA taramalar baslamistir. Grubumuz tarafindan tamamlanan 1132371 No.lu

proje kapsaminda, apoptotik HeLa hicrelerinde farkli ifade edilen ylzlerce ukmRNA
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Sekil 15. Apoptotik HeLa hiicrelerinde GTF2A1-AS ile etkilesen proteinlerin SDS-PAGE analizi. HelLa
hicrelerinde sisplatin ile apoptozun tetiklenmesi sonrasi elde edilen nikleer lizat ile negatif ve test
biyotin isaretli antisense problar hibridize edilmis ve streptavidin konjuge manyetik boncuklar ile
¢cOkturtlmustur. Elde edilen pelet SDS-PAGE’de yuritiuldikten sonra SYPRO Ruby ile boyanmistir. M,
markor; 1. Antisense prob kullaniimayan negatif kontrol; 2. Negatif antisense prob ile ¢oktlirme; 3. Test
antisense prob ile ¢oktlirme.

tanimlanmistir. Bu RNA’lardan en ilging olanlarindan birisi ise, GTF2A1 genel transkripsiyon
faktoru ile kismi cakisma gosteren GTF2A1-AS ukmRNA'sidIr.

GTF2A1-AS ukmRNA’si hakkinda literatiirde henliz bir yayin bulunmamaktadir.
Mevcut verilerimizi yayina donustirebilmek igin, Oncelikle ilgili genin fiziksel olarak
tanimlanmasi gerekmektedir. Bu baglamda RNA-seq verileri baz alinarak, kontrol ve
apoptotik hicrelerde transkripte ait okuma elde edilen genomik koordinatlar tespit edilmigtir.
Sekil 6'da goruldugu Uzere, yaklasik 1240 nukleotitlik bir alandan sekans verisi elde
edilmektedir. GTF2A1-AS transkriptinin tam cDNA sekansini elde etmek igin, 5/3' RACE
yaklagimi kullaniimis ve apoptotik sartlar altinda Gretilen transkriptin nUkleotit seviyesinde
sekanslanmistir. RNA-seq ve RACE ydntemleriyle elde edilen cDNA sekansinda bir uyum
tespit edilmigtir (Sekil 6 ve 8).
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UkmRNA’lar gen ifadesini tam tranksripsiyon seviyesinde, hemde transkripsiyon
sonras| asamada duzenleyebilmektedirler (Geisler ve Coller, 2013; Yoon vd. 2012; Gardini
ve Shiekhattar, 2015). Transkripsiyonel regulasyonda rol oynayam ukmRNA’lar ¢ekirdekte
lokalize olur iken, transkripsiyon sonrasi regulasyonda gorev yapan ukmRNA'lar sitozolik
konuma sahiptirler. Bir ukmRNA’nin hlcre i¢i konumu ile molekiler fonksiyonu arasinda
bdyle bir bag olmasi nedeniyle, GTF2A1-AS transkriptinin hicre i¢ci konumu belirlenmigtir.
Sisplatin ile gen ifadesi tetiklendikten sonra, toplam, nukleer ve sitoplazmik RNA ayri ayri
izole edilmis ve her bir fraksiyondaki GTF2A1-AS ifade miktari belirlenmigtir. Elde edilen
veriler bu transkriptin c¢ekirdekte lokalize oldugunu gostermistir (Sekil 9). Kontrol olarak
kullanilan MALAT-1 ve GAPDH ise literatir ile uyumlu bir sekilde sirasiyla ¢ekirdek ve
sitozolde bulunmaktadir (Tripathi vd., 2010; Jagannathan vd., 2011). Mevcut proje Onerisi
kapsaminda olmayan bazi diger ukmRNA’lar incelendiginde ise, bazi adaylarin sitoplazmada
konumlandigi gérulmektedir. Bu verilerde, potansiyel fonksiyona bagli olarak ukmRNA’nin

konumunun degistigini dogrulamaktadir.

Proje kapsaminda kullanilan RIP kiti (Merk) tarafimiza ne yazik ki 6 ay gibi ¢ok uzun
bir siire sonunda ulastinimistir. Bu kitin alternatifinin olmamasi nedeniyle, bu bekleme
esnasinda sireyi degerlendirebilmek adina, proje dnerisi kapsaminda olmamakla birlikte,
GTF2A1-AS'’in susturulmasi ve asin ifadesi sonrasi hicre fenotipinde ve gen ifadesinde
olusan degisimler irdelenmistir. GapmeR teknolojisi kullanilarak GTF2A1-AS transkripti
suturuldugunda, HelLa hicrelerinin apoptoz oraninda, negatif GapmeR’e kiyasla bir artis
gorulmustur (Sekil 10B, P< 0,05). HeLa hicrelerinin sisplatin ile muamelesi sonrasi GTF2A1-
AS transkript miktarinda artis goéruldigiinden, bu genin susturulmasinin apoptoza yol agmasi
beklenmemektedir. GTF2A1-AS-apoptoz iligkisini degisik bir agidan irdelemek igin, asiri ifade
yapilarl hazirlanmis ve Hela hicrelerinde bu genin asiri ifadesi saglanmistir. iiging bir
sekilde, GTF2A1-AS asiri ifadesinin HeLa hlcrelerinin apoptozunda bir farka yol agcmadigi
belirlenmigstir (Sekil 12). Literatirde her hangi bir fenotipik sartta miktari sadece artan yada
azalan bir genin, hem susturma hemde asin ifade yapildiginda ayni fenotipi
olusturabilecegine dair yayinlar mevcuttur. Ornegin, SRPK1 geninin hem susturulmasi
hemde asin ifade edilmesi Akt defosforilasyonuna yol acarak kanser olusumuna yol
acmaktadir (Wang ve ark.,, 2014). Ancak, GTF2A1-AS asir ifadesi apoptoza yol

acmadigindan, daha degisik bir regulasyon oldugu seklinde degerlendiriimektedir.

GTF2A1-AS geninin susturulmasi sonrasi gen ifadesinde meydana gelen degisimler
1132371 No.lu proje kapsaminda RNA-seq yontemiyle belilenmis ancak yolak analizleri
yapilmamigtir. Genin susturulmasi sonrasi gen ifadesinde meydana gelen degisimlere

biyolojik anlam kazandirabilmek icin PANTHER ve Pathway Studio analizleri yapiimistir. Bu
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analizler, p53-BCL2 aksinda ki yolaklarin etkilenmis olabilecegine isaret etmektedir (Sekil
13). P53 ve BCL2 genlerinin apoptozun dizenlenmesinde oynadiklari rol dikkate alindiginda,
sonuglarin anlamli oldugu dugunulmektedir. Biyoinformatik yollarla elde edilen bu verileri
dogrulamak igin, kaspazlar, p53, BCL2 ve FLIP gibi bazi proteinlerin ifade miktarlari western
blotlama ile incelenmigtir. Sekil 14’te goruldigu Uzere, GTF2A1-AS geninin susturulmasi
sonras! olusan apoptotik sartlarda kaspaz 9 aktivasyonu ve BCL2 miktarinda azalma

belirlenmigtir. P53 ve FLIP ile ile ¢galismalarimiz devam etmektedir.

Tarafimizca cekirdekte lokalize oldugu ve p53-BCL2 aksinda yolaklari etkiledigini
distindugumiz GTF2A1-AS’in etki mekanizmasi hakkinda ilave bilgi toplamak igin, bu
transkript ile etkilesen proteinler tanimlanmistir. Bu baglamda ilgili transkripte hibridize olan
biyotin isaretli primerler kullanilarak GTF2A1-AS:protein kompleksleri ¢gokturaimuagtir. Negatif
primer setleri kontrol olarak kullanilarak, ¢cokme verimlililiginde fark olan proteinlerin kimlikleri
kitle spektrometresi ile belirlenmistir. Coken proteinler arasinda en ilging protein adayi
HNRNP-K proteinidir. Nitekim, bu protein, p53 ile indiklenen baska bir ukmRNA ile de
etkilesmektedir (Huarte ve ark., 2010). GTF2A1-AS geninin susuturulmasi sonrasi gen
ifadesinde olusan degisimlerin de p53-BCL2 aksi Uzerinde etkili oldugu dikkate alindiginda,
HNRNP-K proteini ile GTF2A1l-AS transkriptinin etkilesimi apoptozun dizenlenmesi
perspektifinde anlamli gérinmektedir. Ancak, bu etkilesimin floresan isaretli prob setleri
kullanilarak immunositokimya ile gdsteriimesi faydal olacaktir. Ayrica, proje dnerisinde de
ifade edildigi sekilde, HNRNP-K susturulmasi sonrasi GTF2A1-AS tranksriptinin
lokalizasyonu ve apoptoz fenotipinde olan degisimlerin irdelenmesi gerekmektedir. Ancak,
RIP kitinin tahmin edilen slireden ¢ok ge¢ gelmesi (1002 proje stresi de uzatilamamaktadir)
ve dolar kurunda olan ciddi degisimler nedeniyle proje ©6nerisinin bu kismi

tamamlanamamistir.

Sonug olarak, literatiirde mevcut bilgilere gore, daha 6nce herhangi bir hicresel
fenotiple iligkilendiriimemis GTF2A1-AS ukmRNA’sinin HelLa hicrelerinde apoptoz ile
iliskilendiriimesine ydnelik yaptigimiz bu proje kapsaminda (1) ilgili transkriptin tam cDNA
sekansi belirlenmis, (2) ilgili transkriptin hicre ici lokalizasyonu belirlenmis, (3) susturma ve
asirl ifade sonucu apoptoza olan etkileri irdelenmis ve 6zellikle susturulmasi sonrasi HelLa
hicrelerinde gorulen apoptotik yolaklara ilgili bilgiler toplanmis ve (4) ilgili transkript ile

etkilesme potansiyeline sahip bazi proteinler tanimlanmigtir.
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Apoptoz gerek normal gelisim esnasinda, gerekse patolojik olgularda hiicresel dengenin
saglanmasinda olduk¢a énemlidir. Nitekim, apoptozun yavaslamasi veya engellenmesi
kanser ve otoimmun hastaliklara yok agar iken, apoptoz oraninda meydana gelen hizlanmalar
akut ve kronik dejeneratif hastaliklara ve immun sistemde yetersizliklere yol agmaktadir. Bu
nedenlerden 6turu, apoptozun dizenlenmesinde ¢ok degisik makromolekiller gérev
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etmektedir. Daha 6nce tamamlanan 1132317 No.lu proje kapsaminda yaptigimiz
transkriptomik bir tarama, GTF2A1 kodlayan genine antisense olan bir RNA transkriptinin
(GTF2A1-AS olarak adlandiriimistir) apoptozun diizenlenmesinde rol oynayabilecegdine isaret
etmistir.

GTF2A1-AS protein kodlamayan transkriptinin apoptozun dizenlenmesinde oynadigi rolin
molekiiler mekanizmasini aydinlatmak igin yapilan 2162137 No.lu bu TUBITAK projesinde
HelLa hicreleri model olarak kullanilmistir. Bu transkriptin koordinatlari tam olarak
raporlanmadigi i¢in, dncelikle RACE (rapid amplification of cDNA ends) yaklasimi kullanilarak
transkriptin u¢ sekanslar elde edilmis ve RNA sekans verileriyle karsilastirilmistir. Sisplatin ile
miktarinda artis belirledigimiz transkript cekirdekte lokalize olmaktadir. GapmeR ile susturma
sonrasi miktari degisen mRNA transkriptleri PANTHER yazilimi ile incelendiginde apoptotik
islevlerde degisim oldugu gézlenmistir. llave biyoinformatik analizler, etkilenen yolaklarin
BCL2-p53 aksi uzerinde olabilecegini isaret etmistir. Western blot sonuglari da bu verileri
dogrulamaktadir. GTF2A1-AS transkriptinin etkilestigi proteinleri belirlemek igin yapilan
immungoktirme galismalarinda, GTF2A1-AS?in HIST2H4A, HNRNP-K ve HNRNPA2B1
proteinleriyle birlikte coktigu tespit edilmistir. Sonug olarak, HelLa huicrelerinde apoptozu
dlizenleme potansiyeline sahip GTF2A1-AS kodlamayan transkriptinin tam sekansi elde
edilmis, hiicre ici lokalizasyonu ve etkilestidi proteinlerin bir kismi tanimlanmistir.
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