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ONSOz

Canli organizmalarin transkriptomik seviyede genomlarinin daha iyi algilanmasina
paralel olarak okaryotik bir hiicrede var olan RNA cesitliligine bakis acimiz oldukca
degismistir. 15-26 nlkleotit uzunlugunda kicik RNA’lari sekanslamaya imkan veren
teknolojilerdeki ilerlemeler sayesinde daha dnce “¢coép DNA” olarak ileri strilen genomik
bolgelerden, miRNA ve piRNA’larin yaninda, endojen siRNA’larin Uretildigi tespit edilmistir.
Detayli analizler, dkaryotik hicrelerde yapisal olarak bilinen mRNA, rRNA, snoRNA ve
tRNA’lardan da kiclik RNA’larin Gretildigini gostermistir. TUBITAK tarafindan desteklenen
(210T006 No.lu) ve bir yuratlcu, bir danisman ve bir bursiyer olmak Uzere toplam Ug¢ kisilik
bir ekip tarafindan ydruttlen bu projede Drozofila embriyo gelisimi model olarak alinmistir.
Embriyonik gelisim sirasinda tRNA fragmanlarinin ifadesi incelenmistir. Ayrica Drozofila S2
hicreleri kullanilarak, tRNA fragmanlarinin etkilestigi muhtemel proteinler tanimlanmis,
translasyon Uzerine etkiler arastirimistir. Bu vesile ile projeye finansal katkida bulunan

TUBITAK a ve projenin yiiritiildigi izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi'ne tesekkiir ederiz.
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OZET

Bir dizi genom projesinin tamamlanmasi ve sekanslama teknolojisinin gelismesine
paralel olarak dkaryotik bir hiicrede bulunan transkriptomu algilayisimiz oldukca degismistir.
15-26 nlkleotit uzunlugunda kicgik RNA’lari sekanslamaya imkan veren bu teknoloji
sayesinde daha o6nce “cop DNA” olarak ileri surilen genomik bolgelerden endojen
siRNA’larin Uretildigi tespit edilmistir. Detayl analizler, dkaryotik hlicrelerde yapisal olarak
bilinen mMRNA, rRNA, snoRNA ve tRNA'lardan da kii¢gtiik RNA’larin dretildigini gostermistir.

Drozofila embriyonik gelisiminin model olarak kullanildiyi bu projede drozofila
embriyo ve S2 hilcre hatti sitozolik ekstraktlari translasyonal statlilerine goére fraksiyonlara
ayrilarak tRNA’lardan kokenlenen fragmanlarin etkilestikleri komplekslerin tanimlanmasi
amaclanmigtir. Asiri ifade ve in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak ilgili tRNA
fragmanlarinin hicre i¢i konumlari belirlenmistir. Ayrica, embriyolara mikroenjeksiyon ve
mutant sineklerde fragman analizleri yapilarak tRNA fragmanlarinin gelisim Uzerine etkileri

incelenmistir.

Elde ettigimiz veriler, tRNA’lardan kékenlenen fragmanlarin blyuk bir cogunlugunun
tRNA’larin spesifik olarak 5 uclarindan Uretildigini gdstermektedir. Segici olarak bazi
tRNA’lardan kdkenlenen bu fragmanlar hicre igerisinde translasyonal aktivitenin olmadigi ve
mRNP adi verilen fraksiyonlarda bulunmaktadirlar. tRNA fragmanlarinin ifadelerinde gelisime
bagh farkhhk bulunmasi, bir pargalanma yan arinu degil, muhtemelen hicresel duruma gore
Ozel Uretilen biyolojik molekuller olabilecegine isaret etmektedir. S2 hilicrelerinde asiri ifade
edilen sentetik tRNA fragmanlari sitoplazmada non-polizomal fraksiyonlarda lokalize olmakta
ve hucre proliferasyonunu dizenlemektedirler. In situ lokalizasyon g¢alismalarinda, bu
fragmanlar P cisimciklerinin markori olan GW182 ile etkilesmekle birlikte, GW182'nin
bulunmadidi sitoplazmik konumlara da yerlesmektedir. LA, GW182 ve ROX8 mutant
embriyolarinda yapilan derin sekans analizi, P2 (OR) kontrol sineklerine gére tRNA kaynakh

fragmanlarda en fazla farklihgin LA ve ROX8 mutantlarinda oldugunu gostermektedir.



ABSTRACT

Our understanding of transcriptome present in a eukaryotic cell has changed
dramatically in parallel to the completion of a series of genome projects and advances in
sequencing technologies. Owing to this technology, which enables the sequencing of RNAs
15-26 bp in size, it has been discovered that endogenous siRNAs are biosynthesized from
the genomic loci once referred to as junk DNA. Further analyses have shown that small
RNAs are generated from mRNAs, rRNAs, snoRNAs and tRNAs, which were once known to
be structural RNAs in eukaryotes.

The aim of this project, in which the Drosophila embryonic development was used as
a model system, was to identify the complexes by which tRNA fragments are associated, by
fractionating the cytosolic extracts of Drosophila embryos and S2 cells based on their
translational status. Exploiting over-expression and in situ hybridization methods, the
intracellular location of these tRNA fragments has been determined. In addition, by injecting
into embryos and deep-sequencing tRNA fragments in mutant flies, the effects of tRNA

fragments on development have been investigated.

The current data suggest that the majorify of tRNA-derived fragments is generated
specifically from the 5’ ends of tRNAs. The fragments, which are produced from a selective
set of tRNAs, are found in the non-polysomal fractions named mRNP. The developmental
differential expression suggests that these fragments are not by products of tRNA
degradation but probably biological molecules that are synthesized based on the state of
mind of cells. The tRNA fragments over-expressed in S2 cells are also associated with non-
polysomal fractions and modulate cell proliferation. In situ localization data have shown that
these fragments co-localize with GW182, a marker for P bodies but also localize to sites
devoid of GW182. Deep-sequencing analyses in LA, GW182 and ROX8 mutant embryos
showed that the changes in the expression levels of tRNA-derived fragments are more

prominent in LA and ROX8 embryos.

vi



1. GIRIS

Son yillarda yapilan calismalarla, yapisal olarak kabul edildigi igin miktarlarinin
degismedigi dustnilen tRNA’lardan ¢ok klicik RNA fragmanlarinin dretildigi gosterilmistir
(Kawaji vd., 2008). miRNA ve siRNA gibi kiigcik RNA’larin biyogenezi esnasinda olusan
kompleksler ve dizenledikleri hedef genlerle ilgili 6nemli mesafe katedilirken tRNA'lardan
kokenlenen kuigik RNA'lar ile ilgili bilgi birikimi olduk¢a sinirlidir. tRNA’lardan kékenlenen
fragmanlarin miRNA’lara benzer sekilde gen ifadesini dizenleyebilecegi ileri surilmekle
birlikte literatiirde bu hipotezi destekleyecek hicbir veri bulunmamaktadir. Nedeni henliz
bilinmemekle birlikte, tRNA fragmanlari tim tRNA’lardan kdkenlenmeyip segici bir sekilde
bazi tRNA’lardan kokenlenmektedir. Bu segiciligin fonksiyonla baglantisi olabilecegi
disunuldiginde, tRNA’lardan kdkenlenen fragmanlarin arastirilmasi, gen aktivitesini kontrol

edebilen potansiyel yeni kiigik RNA grubunun tanimlanmasi agisindan oldulga énemlidir.

2. LITERATUR OZETi

2.1 Kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA’lar, genomik bodlgelerin transksripsiyonu sonrasi RNA'ya cevrilen,
biyolojik olarak dneme sahip ancak proteine donustiriimeyen RNA molekdlleridir (Costa,
2007). Bir hucre igerisinde bulunan kodlamayan RNA’larin boyutu 17-10,000 nukleotit
arasinda deg@ismektedir. Bilinen tipik kodlamayan RNA’lar arasinda tRNA (tasiyici RNA),
snRNA (kuguk ¢ekirdek RNA’lar1), snoRNA (kti¢lk ¢ekirdekcik RNA’lari) ve rRNA (ribozomal
RNA)lar yer almaktadir. Derin sekanslama, tilling mikroarray ve Chip-seq (chromatin
immunoprecipitation sekanslama) calismalari “¢cop DNA” olarak tanimlanan bdlgelerden,
genler arasi bolgelerden ve bazen protein kodlayan genlerin icerisinden sense veya
antisense yonde ve degisik boyutlarda kodlamayan RNA sentezlendigini gostermistir. Gen
ifadesinin  kontrolinde rol oynayabilecegi ifade edilen bu RNA’larin c¢alisma
mekanizmalarinin ortaya gikartiimasi, 6karyotik genomda mevcut bilgilerin ve gen ifadesinin

anlasiimasi agisindan buyuk bir 6neme sabhiptir.
2.2 Gok Kigilik Kodlamayan RNA’lar

RNA stabilitesinin dizenlenmesi, translasyon, kromatin modifikasyonu ve transpozon

dizenlenmesi gibi bir dizi iglevlere sahip olan ¢ok kuguk kodlamayan RNA'lar kategorik



olarak siRNA (silencing RNA) (Fire vd., 1998), miRNA (mikroRNA) (Lee vd., 2001) ve piRNA
(PIWI-interacting RNA) (Aravin vd., 2001) olarak U¢ ana grup altinda toplanmaktadir. Ayrica,
casiRNA (cis-acting siRNA) (Hamilton vd., 2002), tasiRNA (trans-acting siRNA) (Vazques
vd., 2004), natsiRNA (natural antisense transcript-derived siRNA) (Borsani vd., 2005), exo-
siRNA (exogenous siRNA), endo-siRNA (endogenous siRNA) (Yang ve Kazazian, 2007),
21U ve 21G RNA (Ruby vd., 2006) gibi alt gruplarda bulunmaktadir. Cok kuguk kodlamayan
RNA grubuna en son eklenen grup ise tRF (tRNA-derived RNA fragments) adi verilen ve
tRNA’lardan kdkenlenen fragmanlardir (Kawaji vd., 2008).

Gen ifadesini 6zellikle transkripsiyon sonrasi dizenleyen miRNA’lar drozofila'da
oncelikle RNA polimeraz |l tarafindan birincil transkript olarak sentezlenirler (Lee vd., 2002).
Cekirdekte Drosha ve Pasha tarafindan kirpilan birincil trakskriptler sitoplazmada Dicer ve
LOQS tarafindan 17-25 nukleotitlik ¢ift sarmalli RNA molekiline dénusturalir (Hutvagner
vd., 2001; Yi vd., 2003). AGO1 proteiniyle RISC kompleksine (RNA-induced silencing
complex) katilan miRNA’lar translasyonunu baskilayarak veya mRNA stabilitesini azaltarak
gen ifadesini duzenlerler (Carthew ve Sontheimer, 2009). Translasyonu baslama
asamasinda baskilayan miRNA’lar hlicrenin aktif protein sentezleme Unitesi olan polizomlarla
assosiye olmazken (Humpthreys vd., 2005), translasyonu uzama asamasinda baskilayan
miRNA’lar polizomlarda bulunmaktadirlar (Maroney vd., 2006).

mRNA’larin endoniikleolitik olarak parcalanmasina yol agan siRNA’larin biyogenezi
DCR-2, AGO2 ve Loquacious proteinlerini gerektirmektedir (Hammond vd., 2000; Kawamura
vd ., 2008; Okamura vd., 2008). Eksojen siRNA’lar viral enfeksiyonlara kargl savasta rol
oynarken, endojen siRNA’lar genellikle transkripsiyonel regulasyonda rol oynamaktadir
(Borsani., 2005).

2.3 tRNA’lar ve tRNA’lardan Kokenlenen Kiicilk RNA’lar
2.3.1 tRNA’larin Fonksiyonlari: tRNA’lar c¢ekirdekte gerceklesen transkripsiyon ile
sitoplazmada gerceklesen translasyon arasinda koépri goérevi goéren kodlamayan RNA’lardir
(Hopper ve Shaheen, 2008). Gen duplikasyonlari nedeniyle, genomda ayni antikodonu
tasiyan tRNA'nin birden fazla kopyasi bulundugu gibi, ayni aminoasiti tagiyan ancak farkli
sekanslara sahip tRNA genleride bulunmaktadir. Nitekim mayada yapilan bir ¢alismada
genomun %1’den fazlasinin éncul tRNA sentezinde kullanildigi rapor edilmistir (Hopeer ve
Phisicky, 2003).

tRNA’larin en temel fonksiyonu translasyon sirasinda aktive edilen aminoasitleri
ribozomlara tasimaktir. Protein sentezindeki anahtar fonksiyonlarinin yaninda revers
transkripsiyon ve porfirin sentezi gibi islevlerde rol oynayan tRNA’larda bilinmektedir (Giege,
2008). tRNA’larin ayni zamanda apoptoz, hucre proliferasyonu ve hicresel

transformasyonunda rol oyanayabilecekleri ifade edilmektedir (Marshall vd., 2008; Mei vd.,



2010). Bunlara ilaveten, aminoasit acligi sirasinda bos tRNA’lar GCN2 kinazi aktive
etmektedirler (Wek vd., 1995). Dolayisiyla, translasyonun temel bir komponenti olmalarinin

yaninda, tRNA’lar hiicrede sinyal molekdli olarakta gérev yapabilmektedirler.

2.3.2 tRNA Biyogenezi: Oncil tRNA’lar cekirdekte RNA polimeraz |l tarafindan
sentezlenmektedir. Onciil tRNA’larin 5’ ve 3’ uglarinda bulunan sekanslar sirasiyla RNAz P
ve Z enzimleriyle uzaklastiriimaktadir (Dubrovsky vd., 2004; Spath vd., 2007). Kimi tRNA’lar
intron icerdiginden endonukleazlarca kirpiimaktadirlar. (Hopper ve Shaheen, 2008). Ayrica,
her tRNA transkripsiyon sonrasi 2-O metilasyon ve yalanci uridinilasyon gibi elliden fazla
degisik modifikasyondan bir veya birkagina tabi olmaktadir (Phizicky ve Alfonzo, 2009). Her
bir tRNA’'da ortalama olarak 8 modifikasyon oldugu ve bu modifikasyonlarin tRNA stabilitesi,
fonksiyonu ve lokalizasyonunda belirleyici oldugu bildiriimekle birlikte modifikasyonlarin
spesifik etkisi tam olarak bilinmemektedir (Sprinzl ve Vassilenko, 2005). Ran’e baglanan
GTPase Ran ve importin- ailesine ait proteinler tarafindan sitoplazmaya tasinan tRNA'lar
aminoasilasyon sonrasi translasyona katilmaktadirlar.

Son yillarda yapilan c¢alismalar c¢ekirdek ve sitoplazma arasinda tRNA dinamiginin
sanildiyi kadar basit olmadigini gostermistir. Ornegin, tRNA intronlari memelilerde
cekirdekte, mayalarda ise sitoplazmada kirpilmaktadir (Yoshihisa vd., 2003; Paushkin vd.,
2004). Hipertemofilik bir parazit olan Nanoarchaeum equitans’ta degisik tRNA bédlgelerinin
sitoplazmada birlestiriimesiyle (trans-kirpiima) sitoplazmada yeni tRNA’larin olusturuldugu
rapor edilmistir (Randau vd., 2005). Konvansiyonal dusuniste cekirdekte sentezlenen
tRNA’lar sitoplazmaya tasinirken, kimi tRNA’larin sitoplazmadan ¢ekirdege geri tasindidi ve
cekirdekte translasyona katilabilecegi gosterilmistir (Iborra vd., 2001; Dahlberg vd., 2003;
Takano vd., 2005; Shaheen vd., 2007).

2.3.3 tRNA’lardan Kokenlenen Fragmanlar ve Biyogenezleri: E. colide bakteriyofaj
enfeksiyonu sonucu tRNA’larin antikodon lupundan baslayarak tamamen pargalanmasi,
tRNA’lardan klguk fragmanlar uretildigine dair ilk yapilan ¢alismalardan birisidir (Levitz vd.,
1990). Daha sonra yapilan galigmalar, Tetrahymena, maya, insan ve bitkilerde aminoasit
acligi vel/veya oksidatif strese bagli olarak tRNA’larin yaklasik 35-40 uzunlugunda
fragmanlara ayrildigini goéstermistir (Thompson ve Parker, 2009). Yanhs sentezlenen veya
gerektidi kadar modifiye edilmeyen tRNA’lar 5’ Usslinden baglayarak sitoplazmada veya 3’
Ussunden baslayarak cekirdekte pargalanip ortamdan uzaklastirilirlar (Chernyakon vd.,
2008). Bu nedenle, stres kosullarinda duretilen tRNA fragmanlarinin bir kalite kontrol
mekanizmasi olmayip biyolojik fonksiyona sahip molekdiller oldugu disunulmektedir.
Konvansiyonel metotlarla miRNA klonlanmasi esnasinda bir dizi tRNA fragmanlari

klonlanmig ancak boyutlarinin  15-30 nukleotit olmasi nedeniyle teknik hatalardan



kaynaklanan artifakt olabilecekleri dustnllerek dikkate alinmamistir (Aravin vd., 2003).
Genomik seviyede miRNA ve siRNA profillenmesi esnasinda, boyutlari 20-30 nukleotit
arasinda degisen bir dizi tRNA fragmanlari tespit edilmistir (Kawaji vd., 2008; Lee vd., 2009;
Cole vd., 2009; Haussecker vd., 2010; Liao vd., 2010). Liao vd., tRNA’lardan kékenlenen bu
fragmanlarin sadece c¢ekirdekte dedil ayni zamanda sitoplamada da bulunduklarini
gostermistir (Liao vd., 2010). Derin sekanslama ile tanimlanan bu tRNA fragmanlarin
boyutlari (20-30 nt) mayada stres kosullarinda uretilen fragmanlardan (35-40 nt) daha kisa
olmasi bakimindan farklilik gostermektedirler. Ozellikle tRNA’larin 5 ve 3’ uglarindan
kaynaklanan bu fragmanlarin yapiminda bir tRNA endonukleaz olan ELAC2 (RNAz 2Z)
enziminin rol oynadigi gosterilmigtir (Lee vd., 2009). Ayrica miRNA biyogenezinde esansiyel
olan Dicer enziminin susturulmasi tRNA fragman Uretimini etkilemekle birlikte tamamen
durdurmadigi rapor edilmistir (Cole vd., 2009). Dolayisiyla tRNA fragman biyogenezi icin

gerekli enzimler ve biyogenez sirasinda olusan komplekler tam bilinmemektedir.

2.3.4 tRNA’lardan Kokenlenen Fragmanlarin Gen Regiilasyonundaki Rolleri: tRNA
fragmanlarinin biyolojik fonksiyonlari agisindan ilk degerlendirilen ihtimal, tRNA’lari yok
ederek strese cevaben translasyonun baskilanmasidir. Ancak ifade edilen fonksiyonel ergin
tRNA miktarinda degisiklik olmamasi bu ihtimali ortadan kaldirmaktadir (Thompson vd.,
2008). Sitoplazmada bulunmalari, miRNA'larin Uretiminde rol oynayan Dicer enziminin
biyogenezi etkilemesi ve boyutlardaki benzerlikler nedeniyle, tRNA fragmanlarinin
miRNA’lara benzer sekilde translasyonu baskilayabilecegi ileri strtlmuastir (Cole vd., 2009;
Thompson ve Parker, 2009).

Translasyonun tRNA fragmanlar tarafindan baskilanabilecegine dair 3 hipotez ileri
suriilmektedir (Thompson ve Parker, 2009). ik hipoteze gdre, tRNA fragmanlari RNAz P ve
Z gibi enzimlerle kompleks olusturarak mRNA’larin pargalanmasini indiikleyebilirler. ikinci
hipotezde tRNA fragmanlari miRNA yolagi gibi bilinen yolaklara substrat olarak translasyonu
indirekt olarak baskilayabilirler. Ancak, tRNA fragmanlarinin miRNA’lardan farkli bir
mekanizmayla calisabilecegini ileri sUrilmektedirler (Haussecker vd., 2010). Ugiincii
hipoteze gore tRNA fragmanlari henlz bilinmeyen proteinlerle kompleks olusturarak
translasyonu direkt olarak baskilayabilirler (6rnegin monozomlarla etkileserek translasyon
baslamasi veya polizomlarla etkileserek elongasyon asamasinda). Her ¢ hipotezde teorik
olarak mumkun gorunmekle birlikte literatiirde bu hipotezlerden herhangi birini destekleyecek
veri bulunmamaktadir.

miRNA’larin gen regulasyonundaki rollerini arastirmayi ve yeni miRNA tanimlamay:
hedefleyen 1047144 No.lu projede (Haziran 2010’da tamamlandi) 1 ve 8 saatlik Drozofila
embriyolari translasyonal statulerine gére 4 fraksiyona ayriimistir. Bahsi gegen 8 érnek derin

sekanslama analizine tabii tutuldugunda, (1) tRNA'larin 6zellikle 5’ uglarindan kdkenlenen



19-26 nt uzunlugunda fragmanlar oldugu; (2) Fragmanlarin bitin tRNA’lardan degil bazi
tRNA’lardan uretildigi; (3) Ayni aminoasiti tasiyan ancak farkli antikodon iceren tRNA’larin
bazilarindan fragman dretilirken digerinden Uretiimedigi ve (4) tRNA fragmanlarinin
translasyon agisindan aktif monozom ve polizom fraksiyonlarinda ¢ok az bulunurken
translasyon acisindan inaktif olan mRNP ve 60S fraksiyonlarinda yogunlastigi tespit
edilmigtir. 1047144 No.lu proje kapsaminda elde edilen bu bulgular, miRNA ve endojen
siRNA’lardan bazilarinin monozom ve polizomlarda bulundugunu ve dolayisiyla genleri
translasyonun elongasyonu asamasinda kontrol ettiklerini gdstermektedir. Buna kargin, tRNA
fragmanlarinin  agirlikli  olarak mMRNP ve 60S fraksiyonlarinda bulunmasi, tRNA
fragmanlarinin ¢alisma mekanizmasinin miRNA ve siRNA’lardan arkli olabilecegine isaret
etmektedir. Nitekim, monozom ve polizomlarla etkilesmeyen mRNA’lar yok edilmek veya
sonradan kullanim amacla depolanmak Uzere sitoplazmik P cisimlerini veya stres granallerini
olustururlar (Sheth ve Parker, 2003; Brengues vd., 2005; Anderson ve Kedersha, 2009).
Ancak gerek P cisimlerinde gerekse stres granlllerinde ergin tRNA veya tRNA
fragmanlarinin olup olmadigina dair literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.
Translasyonal regulasyonun yaygin oldugu embriyo gelisiminin model olarak
kullanildigi bu projede, yeni bir grup regulatér kliguk RNA olarak tanimlanan tRNA
fragmanlarinin hicre i¢i konumlari ve etkilesim halinde olduklari kompleksler tanimlanmistir.
Bazi tRNA fragmanlarinin S2 hiicrelerinde ve erken embriyonik dénemde ifade profilleri
cikanlmigtir. Ayrica potansiyel aday genlerin mutant oldugu sineklerde tRNA ifadesine

bakilarak bu fragmanlarin biyogenezi hakkinda veriler toplanmistir.

3. GEREG VE YONTEM

3.1 Embriyo Toplanmasi

P2 hatti Drosophila melanogaster sinekler agar- maya-sukroz igeren besiyerinde 22-
25°C’de sut siselerinde yetistirilmistir (Roberts, 1998). Stoklar yeterli sayiya ulastiktan sonra
2-3 gunluk taze sinekler embriyo toplama dizenegine aktariimistir. Embriyo toplama islemini
senkronize etmek igin, ilk toplama kullaniimamistir. 0-1 saatlik embriyo toplamak igin, 2-3
glnlik taze ergin sinekler dizenekte 1 saat birakildiktan sonra %0,07 NaCl (Applichem) ve
%0,1 Triton-X (Applichem) ile yikanip Nitex filtreden gegirilmistir. 2, 4, 8, 12 ve 24 saatlik
embriyolari toplamak igcin 1 saat dizenekte birakilan embriyo besiyeri 1. saatin sonunda
diizenekten alinip gerekli saat boyunca 25°C’'de etiivde bekletilmistir. Ornegin, 12 saatlik
embriyo icin, 1 saat embriyo toplama dizeneginde toplanan embriyolar 11 saat etlivde

tutularak 12 saatlik gelisimlerini tamamlamalari saglanmistir.



3.2 Embriyo igerisine Mikoenjeksiyon

Degisik gelisim evresindeki embriyolara enjeksiyonlar daha oOnce yayinlanan bir
prosedire gore yapilmistir (Tu ve Akgul, 2005). 3’ uca denk gelen fragman (negatif kontrol
1), ve sadece su (negatif kontrol 3) enjeksiyonlari negatif kontrol kullaniimistir. 5° uca tam
eslesen sense fragman test fragmani olarak kullaniimistir. Mikroenjeksiyon icin 45 dk
boyunca embriyo toplama kabinda toplanan embriyolar %2,5 sodyum hipoklorit ile muamele
edilerek korion tabakasi uzaklagtirilmigtir. Bol su ile yikanan embriyolar diseksiyon
mikroskobu altinda hekzanda eritiimis yapiskan (selobant) ile kaplanmis mikroskop
lamellerine teker teker dizilmis ve tRNA fragmanlan gift distile suda ¢ozuldikten sonra
inverted mikroskop altinda embriyolarin posterior kismina enjekte edilmistir (TU ve AKGUL,
2005). Uzeri halokarbon 700 yagi (Sigma) ile kaplanan embriyolar larval gelisime ulasincaya
kadar 18 °C’de inklbe edilmigtir.

3.3 S2 Hiicrelerinin Bakimi ve Transfeksiyonu

S2 hucreleri %10 FBS eklenmis Schneider’s besi yerinde (Life Technologies) 50
U/mL penisilin ve 50 ug/mL streptomisin varliginda 25 °C’de CO, icermeyen inklbatorlerde
yetigtiriimistir.  Transfeksiyon icin FUGENE HD transfeksiyon kiti (Promega) kullaniimis
(DNA:FUGENE, 1:3) ve 6 kuyucuklu plaklarda uretici firmanin protokolliine uygun sekilde
yapilmigtir. Asiri ifade sonrasi hlcreler immunopresipitasyon (6rnegin ROX8 ve LA asiri
edilenler) veya in situ hibridizasyon (6rnegin GW182, FMR ve tRF asiri ifade edilenler) igin
kullaniimigtir. In siti hibridizasyon igin (Angshuman ve Cordula, 2007). S2 hucrelerinin
mikroskop lamellerine yapismasini saglamak icin lameller 0,2 mL %0,01 poly-L-Lysine ile 10
dakika kaplanmistir. Kurutulan lameller (zerine 0,2 mL (5X10° hiicre/mL) hiicre
stispanslyonu konarak oda sicakhdinda 1 saat inkibe edilmistir. PBS ile yikanan lameller
nemli inklibatérde 37 °C’de 30 dk 0,2 mL %4 paraformaldehitle muamele edilmistir. PBS ile
yilkama sonrasi hucreler oda sicakliginda 0,2 mL %0,2 triton-X ile 10 dakika muamele
edilerek permeabilize edilmigtirecektir. Floresan isaretli antisense tRNA riboproblari floresan
mikroskobuyla, biyotin isaretki olanlar ise streptavidin-HRP sistemi kullanilarak

kemiluminesent yontemlerle goruntilenmigtir.

3.4 Apoptoz ve Hiicre Proliferasyonunun Olgiilmesi

Batin embriyoda lokal apoptotik hicreleri isaretlemek oldukga zor oldugundan apoptoz ve
hucre proliferasyonu deneyleri icin bir Drozofila embriyonik hicre hatti olan S2 hicre hatti
kullanilmistir. FUGENE HD transfeksiyon kiti kullanilarak degisik tRF fragmanlan S2
hicrelerine 48-72 saat apoptoz 6lgumleri yapiimistir. Her transfeksiyonda (1) Fragmansiz

negatif kontrol; (2) tRNA'nin 3’ ucuna eslesen negatif kontrol; (3) tRNA’nin 5" ucuna eslesen



Tablo 1. Lokalizasyon, proliferasyon ve apoptoz deneylerinde kullanilan kontrol ve tRF oligo
RNA'larinin kimyasal modifikasyonlari

tRF/Oligo Ada tRNA Cesidi Kimyasal Modifikasyon

Ctrl-1-3'B Kontrol RNA (tRNA degil) 3' terminal biyotinli
Ctrl-2-5'P-3'B Kontrol RNA (tRNA degil) 5' fosfat, 3' terminal biyotinli
Ctrl-3-3'B Kontrol RNA (tRNA degil) 3' terminal biyotinli
Ctrl-3-P-Intr.B Kontrol RNA (tRNA degil) 5' fosfat, 3' internal biyotin
tRF:Gly:GCC-5"'-3"'B tRNA:Glisin:GCC:5 3' terminal biyotinli
31667-5'-P-Int.B tRNA:Glisin:GCC:5 5' fosfat, 3' internal biyotin
31667-5'-P-3'B tRNA:Glisin:GCC:5 5' fosfat, 3' terminal biyotinli
31667-5'-TOG-3'B tRNA:Glisin:GCC:5 5' fosfat, 3' terminal biyotinli
31667-3'-3'B tRNA:Glisin:GCC:3 3' terminal biyotinli
31667-3'-P-3'B tRNA:Glisin:GCC:3 5' fosfat, 3' terminal biyotinli
FBtr0080660-5'"P-3'B | tRNA:Prolin:CCU:5 5' fosfat, 3' terminal biyotinli

CR32289-RA-5'-P-3'B |Bilinmiyor-5 5' fosfat, 3' terminal biyotinli

ancak ortasinda 1 nukleotit farkllik gésteren negatif kontrol ve (4) tRNA’nin 5’ ucuna tam
eslesen test 6rnegi (4X3=12 farkli asiri ifade) kullaniimistir. Transfeksiyon sonrasi érneklerde
apoptoz orani propidium iodide (PIl) veya 7AAD boyamasiyla belirlenmistir (Bond v., 2008).
Pl boyamasi igin 1X10°mL hiicre %70’lik etanolde +4°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. 30
pug/mL Pl ve 100 ug/mL RNase A iceren PBS ile 30 dakika muamele edilen hicreler akis
sitometresinde analiz edilmistir (FACSArray, Becton Dickinson). Hiicre proliferasyonunu
belirlemek icin (We vd., 2007) 1X10%mL hiicre 15 uM BrdU (Sigma-Aldrich) ile 15 dakika
inkibe edilmistir. %70’lik etanol ve +4°C’de fikse edilecek hiicreler PBS ile 2 defa
yikanmigtir. 2 M HCI ile 30 dakika permeabilize edilen hicreler 2 defa PBS bir defa PBS-BT
(PBS+%0.1 BSA+%0.2 Tween 20) ile yikanmigtir. 2 yL monoklonal fare anti-BrdU (Becton
Dickinson) ile 20 dakika karanlkta inkiibasyon sonrasi 2 defa PBS-BT ile yikanan hucre
stspanstyonuna 1:10 dilie FITC konjuge edilmis tavsan anti-mouse antikoru (DAKO)
eklenerek FACSArray akim sitometresi ile analiz edilecektir. Her bir deney en az 3 defa

tekrarlanarak Student’s T test ile istatistiksel farkliliklar belirlenmistir.

3.5 Polizom Profil Analizi

Polizom analizleri daha énce rapor edilen protokollere gore yapiimistir (Brakke ve
Daly, 1965, Tu ve Akgul, 2005). Kisaca, 100mM NaCl, (Applichem), 10mM MgCl,
(Applichem), 30mM Tris-HCI (pH 7, Applichem), 200U Superase RNase inhibitor (Ambion)
iceren %5 ve %70’lik slkroz ¢ozeltileri hazirlanmigtir. 10 milyon S2 hicresi 100mM NacCl,,
10mM MgCl,, 30mM Tris-HCI (ph 7), 1% Triton-X, 1% NaDOC, 100ug/ml cycloheximide
(Applichem) ve 30U/ml Superase RNase inhibitor (Ambion) iceren tampon g¢o6zeltisinde ezilip

8dk inkUbasyon sonunda 12.000g 4°C kosullarinda 10 dk santrifij edilmistir. 2 mL



supernatant %5-70 lik gradientin Uzerine yuklenip Beckman SW28 rotorda 27.000rpm 4°C
kosullarinda 2 saat 55dk santrifuj edilmistir. Density Gradient Fractionation (ISCO) sistemi
kullanilarak 254nm absorbansda okuma yapilarak her tipde 30 damla drnek olacak sekilde
ependorf tlplere fraksiyonlar toplanmistir. Ay, te olusan grafige gére érnekler mRNP, 60S,

monozom ve polizom olmak Uzere 4 grupta toplanmistir.

3.6 RNA izolasyonu

Fraksiyonasyon sonrasi gruplandirilan drnekler fenol-kloroform ekstraksiyonuna tabi
tutulmustur. Fraksiyonlar 150mM NaCl, ve %0,5 SDS igerecek sekilde ayarlandiktan sonra
DEPC’li su ile hacimlerinin 2 katina tamamlanmistir. Olusan hacime esit miktarda
fenol/kloroform/izoamilalkol 25:24:1 (pH 4.5, Applichem) eklenip 2dk vortekslenmistir. 3.000rpm
24°C kosullarinda 5dk yapilan santrifiijden sonra hafif olan ve RNA iceren (st faz yeni bir tlpe
aktariimistir. Uzerine esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol 25:24:1 (pH 4.5) eklenip bir
onceki basamakta belirtilen kosullarda santrifiij edilmistir. Ust faza esit hacimde kloroform
eklenip ayni kosullarda ektrakte edildikten sonra 3M NaOAC (ph: 7) ve 2 kat hacimde %100
ethanol eklenip, bitiin gece -20°C’de inklibasyona birakilmistir. RNA’lar 30ml Corex tiplerinde
Beckman Avanti JE JS13.1 rotor kullanilarak 12.000g 4°C kosullarinda 20dk santriflij edilerek
pelet haline getirilmigtir. Son asamada %70 etanol ylkamasindan sonra etanoli kuruyan
ornekler 50ul DEPC'li su icinde ¢ozilmustir. Elde edilen mRNP, 60S, monozom and polizom
RNA’larinin  konsantrasyonu, 260/280 ve 260/230 degerleri Nanodrop ND UV-Vis
Spectrophotometre ile 6lgllmagstlr. Embriyolardan veya S2 hicrelerinden toplam RNA
izolasyonu Trizol (Life Technologies) uretici firmanin protokoline uygun sekilde yapilarak

NanoDrop ile kalite kontrol analizine tabi tutulmustur.

3.7 Northern Blotlama

Boyutlari sirasiyla 20-25 ve 70-75 nikleotit arasinda degisen tRNA fragmanlari ve
ergin tRNA’lari iceren RNA’lar (polizom analizi veya toplam RNA izolasyonu sonrasi) %12’lik
denatlre edici poliakrilamid jelde yuritildikten sonra elektroblotter (Thermo) ile pozitif yikla
membranlara (Ambion) transfer edilmistir. 80°C’de 25 dk inkliibasyonla membrana “crosslink”
edilmistir. 10cm? membran igin 1mL hibridizasyon tamponu (%7 SDS, 200mM Na,HPO, pH
7.4) eklenerek 37°C’de 1 saat 6n hibridizasyon yapilmistir. Hibridizasyonda kullanilacak
biyotin isaretli antisense riboproblar T7 RNA polimeraz ile in vitro transkripsiyonla
hazirlanmigtir. Bu amagla, T7 promotdr sekansi igeren tRNA primerleri (Alpha DNA) 50uM
konsantrasyonda 95°C’de 5 dk inklbe edildikten sonra 30 dk oda sicakliginda birakilmistir.
Reaksiyona 0,5mM biotin ile isaretlenmis UTP eklenerek T7 RNA polimeraz enzimiyle
(Ambion) in vitro transkripsiyon reaksiyonu kurulmustur. Biyotin isaretli antisense riboprob

eklendikten sonra 6n hibridizasyon yapilan membran hibridizasyon firininda 37°C’de 16 saat



inkibe edilmistir. Membran 50mL %0,01 SDS iceren 2X SSPE buffer (0.3M NaCl, 0.02M
NaH,PO, 0.02M EDTA) ile 3 kez 37°C 10 dk kosullarinda yikanmigtir. Membran oda
sicakliginda 2 kez 50mL yikama tamponu [1X PBS(137mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10mM
Na;HPO,4, 2mM KH,PO,), %0.05 SDS9] ile yikanmistir. Oda sicakhidinda 30 dakika 50mL
bloklama tamponuyla (%0.02 BSA igeren yikama tapmonu) bloklanan membran 10mL
bloklama tamponu ve 1uL streptavidin HRP (0.5ug/mL, invitrogene) ile 30 dk inkiibe
edilmistir. 50mL bloklama tamponu ile 15 dk bloklanan membran 3 kez 50mL yikama bufferi
ile ylkanmigtir. 2 kez 50mL 1X assay tamponuyla (20mM Tris-HCI ph: 9.8, 1mM MgCl,)
inkilbe edilen mebranin Uzerine 1mL peroksidaz ve 1mL luminol enhancer (Thermo)
birakilarak 5 dk inkibe edilmistir. Versa Doc goérintileme sistemi (BioRad) ile
chemiluminescent gorintu elde edilmis ve RNA ylklemedeki normalizasyon igin ergin tRNA

miktari kullanilmistir.

3.8 Immunopresipitasyon

Immunopresitipasyon deneyleri icin embriyo veya S2 hicreleri ekstratlari
kulanilmistir. Soguk 400 ul RIPA tamponunda (proteaz ve Rnaz inhibitor iceren) lize edilen
ornekler buz Gizerinde 45 dk inklibe edildikten sonra 14,000 RPM'de 4 °C’de 30 dk santrifjj
edilmistir. Bradford yontemiyle protein tayini yapildiktan sonra supernatant kullanima kadar -
80 °C’de saklanmistir. Lisatlar RIPA tamponu ile 500 ul'e tamamlanmis ve 2-10 ul primer
antikor ile 2 saat 4 °C’de inkuibe edilmistir. Protein A konjuge sefaroz boncuklari 3 defa RIPA
tamponu ile yikandiktan sonra primer antikor ile inkline edilen protein lisatlarina eklenmistir.
2 saat inkiibasyon sonrasi karisim 1,000 g’de 15 dk santriflij edilerek pelet ya RNA analizi
icin toplam RNA izolasyonuna yada western blot analizi igcin SDS-PAGE’e tabi tutulmustur.

3.9 Western Blotlama

RIPA tamponu ile pargalanan ekstratlar veya immunc¢dktirme sonucu elde edilen
ekstratlar %10 SDS-PAGE ile yurutuldukten sonra eleltroblotlama ydntemiyle PVDF
membranlarina aktariimigtir. TBS-T (10 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NacCl,%0,5 Tween 20) ile
hazirlanan %5 sut tozunda 60 dk inkibasyon sonrasi membran TBST tamponuyla bir kez
yikanmig ve primer antikor ile (1:10.000) 1 saat inkiibe edilmistir. U¢ kez ayni tamponla
yilkama sonrasi 1 saat HRP konjuge sekonder antikor ile inkiibe edilmigtir. TBST ile u¢ kez
yikanan membranlar kemiluminesent yontemle (Thermo) Uretici firmanin protokoliine gére
yapilmistir. Gériintileme igin IYTE BIYOMER'de bulunan VersaDoc gériintileme sistemi
kullanilmistir. ikinci bir jel yuritllerek lisatin miktari ve liziz sartlar gérsel olarak kontrol

edilmigtir.



3.10 Derin Sekans Analizi

Derin sekans analizi igin LA (immunc¢oktirme sonucu tRF ile etkilestigi icin), GW182
(immunositokimyada tRF ile ko-lokalize oldugu igin) ve ROX8 (stresle tetiklenen tRNA
fragmanlarinin etkilestigi rapor edildigi i¢in) mutantlari secilmistir. P2 sinekleri kontrol olarak
kullaniimigtir. Derin sekans analizi ve biyoinformatik analizler lllumina platformu kullanilarak

SourceBioScience (ingiltere) firmasi tarafindan yapilmistir.

4. BULGULAR

4.1 tRNA Fragmanlarinin Biyogenenezi ile ilgili Caligmalar

tRF’lerin sentezlendigi tRNA bdlgelerini genomik seviyede anlamak icin oncelikle bazi
biyoenformatik analizler gerceklestiriimistir. Bu baglamda 104T144 No.lu proje kapsaminda
fraksiyona ayrilan ve ayrilmayan toplam 10 6rnekte rapor edilen tRNA kdkenli fragman verisi
kullaniimistir. tRNA kdkenli bu fragmanlar 5’ uca uzakliklari dikkate alinarak érnek (kalip) bir
tRNA (zerine empoze edilmistir. Elde edilen analiz sonucuna gore, fragmanlarin %95,7’si
tRNA’larin 5" uglarindan kdkenlenmektedir ki buda bize tRNA fragmanlarinin spesifik olarak
bazi bolgelerden Uretildigine ve tRNA degredasyon Urlnleri olmamasi gerektigine isaret

etmektedir.

Sekil 1’deki veri dikkate alindiginda kalip tRNA’'nin 22-29. nikleotit bdlgeleri arasinda
parcalanmaya benzer heterojen bir dagilimin bulundugu goérilmektedir. Sitoplazmik tRNA

parcalanmasina benzer bu dagilimin daha detayli incelenmesi planlanmigtir. Bu baglamda,
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Sekil 1. tRNA Fragmanlarinin Kalip tRNA Uzerinde Klonlanma Sikliklari. 104T144 No.lu proje
kapsaminda 10 adet Drozofila embriyo érneklerinden elde edilen tim tRNA kdkenli fragmanlar kalip
tRNA’nin 5’ ucuna uzakliklari dikkate alinarak érnek bir tRNA (zerine empoze edilmistir. Daha sonra
herbir nikleotit pozisyonundaki klonlanma sikhdr milyonda bir okuma (read per million) olarak
hesaplanmigtir.
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Sekil 2. tRF’lerin 3’ Kesim Bolgelerinin Biyoenformatik Analizi. Penal A, tRF’ler kdken aldiklari
tRNA’lara blastlandiktan sonra 3’ uglarinin pozisyonunun ilgili ergin tRNA’nin 5 ucuna uzaklig
hesaplanmistir. Panel B, Reprezant bir tRNA mfold programi ile katlanarak 15 koordinata
bélinmustir. tRF’in kdken aldigi tRNA mfold ile katlandiktan sonra, ilgili tRF’in 3’ kesim noktasinin
katlanmis tRNA Uzerindeki 15 koordinattan hangisine denk geldidi hesaplanmistir.

bagli olan muhtemel bir endonukleolitik kesim boélgesinin var olup olmadigini incelemek igin,
klonlanan tRF’lerin 3’ uglarinin 5’ uca rélatif uzakliklari hesaplanmistir. Sekil 2A’da goéraldigu
uzere, tRNA’larin 5’ uglarina mesafeleri dikkate alindiginda klonlanan tRF’lerin 3’ kesim
bolgeleri 19 ve 28. nikleotitler noktasinda yogunlagsmaktadir. Ozellikle 28. Niikleotit
noktasindaki yogunluk dikkat cekmektedir. Ancak bu noktada bile 26-29. nikleotitlere gelen
bir dagilim oldugundan, bunun tRNA uzunluklarindan kaynaklanan bir heterojenlik olabilecegi
disunulmastir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, tRNA sekanslari katlandiginda tRNA’larin ikincil
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yapilarinin spesifik noktalarinda kesim bdlgelerinin olabilecegi disunulmuistir. Bu soruya
yanit bulmak igin, katlana paternine gore model ergin bir tRNA 15 koordinata ayriimistir
(Sekil 2B). Daha sonra tum tRNA sekanslari mfold programiyla katlanmistir. tRF’lerin kdken
aldiklari tRNA'daki bu 15 bolgeye eglesmesi dikkate alindiginda, tRF’lerin 3’ kesim
noktalarinin kdken aldigi tRNA'nin antikodon stem yapisinin 2-4 nolu nikleotitleri arasinda

yer aldigi tespit edilmistir (Sekil 2B, 7 No.lu bélgede 2-4 numarali nikleotitler).

tRF’lerin 3’ uglarinin olusumunda en az iki potansiyel mekanizma kullanilabilir. Birinci
mekanizmada 5’ uca uzaklik ve/veya ikincil yapilar dikkate alinarak spesifik bir noktada
endonukleotilik bir kesim olabilir. Bu mekanizma kismen miRNA’larin biyogenezi sirasinda
Dicer aktivitesine benzer bir enzim tarafindan gergeklestirilebilir. ikinci mekanizmada ise yine
ikincil yapilara benzer yapilar dikkate alinarak kismen daha uzak bir noktadan kesim
yapilabilir ve sonra ekzonukleotilik yikimla 3’ u¢ belirlenebilir veya 3’ ugtan baslayarak
ekzonikleolitik yikimla 3’ uglar belirlenebilir. ikinci mekanizma baz alinarak, 3’ ucta yapilacak
herhangi bir kesim sonrasi ekzonuUkleotilik yikimin biyogenezde rol oynayip oynamadigini
test etmek icin endojen glisin tRF’inden 8 nikleotit daha uzun biyotin isaretli sentetik bir glisin
tRF’i (tRF:Gly:GCC:5+8nt) S2 hucrelerine aktariimis ve 96 saate kadar gecen sirede ilgili
tRF’in boyutunda meydana gelebilecek muhtemel degsiklikler izlenmigtir (Sekil 3). Stres
sartlarinda , tRF’lerden biraz daha uzun, 35-40 nukleotit uzunlugunda tRNA fragman yarilari
olusmaktadir. tRF’lerin biyogenezinde rol oynayan enzimlerin de benzer sekilde stres
sartlarinda aktive olabilecedi hipotezinden yola ¢ikarak, tRF:Gly:GCC:5+8nt ile transfekte
edilen hicrelerin bir kismi transfeksiyondan 96 saat sonra 1 saat 1sI sokuna tabi tutulmustur.

Ancak bu muamelede tranfekte edilen uzun tRF’lerin boyutlarinda bir fark yapmamistir.

24  48h 96h 96h+HS

PP

Sekil 3. tRF:Gly:°““*"*"in 82 Hiicrelerinde ifadesi. 34 niikletotit uzunlugundaki biyotin isaretli
tRF; OV CCCSB R E] (endojen tRF’ten 8nt daha uzun) S2 hiicrelerine FUGENE HD transfeksiyon Kkiti ile
aktarildiktan sonra belirtilen araliklarla hiicrelerden Trizol yontemiyle toplam RNA izolasyonu
yapilmistir. Sentetik tRF’ler biyotik isaretli oldugu igin, streptavidin konjuge HRP enzimi kullanilarak
kemiluminesan goérintileme yapilmistir. M, Markoér; hs, 1 saat 42 °C’de 1s1 $oku.

aant © @

26nt
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4.2 Sentetik tRNA Fragmanlarinin S2 Hiicrelerinde Asiri ifadesi

tRF’lerin tranlasyondan uzak mRNP fraksiyonlarinda lokalize oldugu goézlemimizi
dogrulamak icin sentetik tRF’leri Drozofila sineklerine verdikten sonra polizom analizine tabi
tutarak ilgili tRF’lerin hangi fraksiyonlara gideceginin incelenmesi gerekmektedir. Ergin
sineklerde ve embriyolarda bu deneyim yapilmasindaki teknik guglikler nedeniyle Drozofila
hdcreleri kullaniimistir. Sekil 3'te goérulduga Gzere, transfekte edilen tRF’ler S2 hiicrelerinde
en az 96 saat stabil bir sekilde ifade edilmektedirler. Ancak bu deneylere baslamadan 6nce,
S2 hucrelerinin bu analiz igin uygun olduguna karar vermek i¢in, S2 hlcrelerinde tRF’lerin
var olup olmadigi incelenmigtir. Oda sicakhginda tutulan ve i1sI sokuna maruz birakilan S2
hicreleri polizom analizine tabi tutularak protein sentezleme kapasitesine gore 4 fraksiyona
ayrilmistir. mRNP fraksiyonlarindan izole edilen toplam RNA denatire edici poliakrilamid
jelde yaratuldukten sonra biyotinle isaretli antisense glisin tRNA pargasi kullanilarak Northern
blotlama yapiimistir. Sekil 4’te goéruldigu lGzere test edilen glisin tRF’i S2 hicrelerinde
translasyon unitelerinin olmadigi mRNP fraksiyonunda (Sekil 5) azda olsa ifade edilmekte ve
miktari stres sartlarinda daha da artmaktadir.

tRF’lerin S2 hicrelerinde ifade edildiginin dogrulanmasindan sonra, disaridan
hicreler aktarilan sentetik tRF’lerin endojen tRF’lere benzer sekilde mRNP fraksiyonuna
lokalize olup olmadi§i arastiriimistir. Bu baglamda, biyotin isaretli sentetik glisin tRF’i

(tRF:CYCCC5*8M) 39 hijcrelerine aktarildiktan 24 saat sonra polizom analizine tabi tutulmustur.

" CiHS
Gly:GCC:5 —88e

tRNA

Sekil 4. Glisin tRF’inin (tRF®Y'°°“®) 82 Hiicrelerde ifadesinin Northern Blot ile Analizi. Oda
sicakliginda yetistiriimis (C) ve 42 °C’de 1 saat Is1 sokuna tabi tutulmus (HS) S2 hiicreleri %5-70
sukroz gradyani Uzerinde polizom analizine tabi tutulmustur. A254 absorbans degerine gore
fraksiyonlar toplanarak tranlasyonal olarak inaktif mRNP, ribozom alt Gnitesi 60S’i ihtiva eden 60S,
translasyonun baslangicini ifade eden monozom (80S) ve translasyonal olarak aktif polizom olmak
Uzere 4 fraksiyona ayrilmistir. mRNP fraksiyonundan fenol ekstraksiyon yontemiyle elde edilen toplam
RNA'lar ile Northern blotlama yapilmistir. Blotlamada biyotin isaretli antisense glisin tRNA pargasi
kullaniimigtir. sitRNA, stress-induced tRNA yarisi; M, Markor.
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Sekil 5. Biyotin isaretli Sentetik Glisin tRF’inin Polizom Analizi. Sentetik glisin tRF’i (tRF:®Y°®)
S2 hicrelerine aktarildiktan 24 saat sonra sitozolik ektrat %5-70 sukroz gradyani Uzerinde polizom
analizine tabi tutulmustur. Panel A, Fraksiyanasyon sirasinda elde edilen A254 okumasi; Panel B,
Fraksiyonlardan elde edilen RNA’larin poliakrilamid jelde yuritilmesi sonrasi (Panel C) membranlara
aktarilarak streptavidin konjuge HRP ile kemiluminesent goriintilenmesi. Mono, monozom fraksiyonu;
poly, polizom fraksiyonu; total, polizom analizi yapiimayan kontrol S2 hiicre RNA'’sI.
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Polizom analizi sonrasi sitozolik ekstrakt 4 fraksiyona ayrilmistir: (1) translasyonal
olarak inaktif mMRNP faksiyonu; (2) 60S ribozomal alt Uniteyi iceren 60S fraksiyonu; (3)
translasyon baglangic asamasindaki RNA’lari igeren monozom (80S) fraksiyonu ve (4)
translasyonal olarak aktif RNA’lari iceren polizom fraksiyonu (Sekil 5A). Her fraksiyondan
elde edilen toplam RNA denatlre edici poliaktrilamid jelde yuritlldikten sonra (Sekil 5C)
membranlara aktarilarak streptavidin konjuge HRP ile sentetik tRF’ler goéruntulenmistir. Sekil
5B’de goruldugu uUzere, hucrelere aktarilan glisin tRF’inin buyuk bir ¢ogunlugu mRNP
fraksiyonunda yer almakta ve dolayisiyla hdcrenin translasyonal aparatindan uzakta

bulunmaktadir.

4.3 tRF’ler Sitoplazmik Lokalizasyonu

tRF’lerin polizom analizi sonrasit mRNP fraksiyonunda tespit edilmesi, en azindan bir
kisim tRF’in sitoplazmada lokalize oldugunu isaret etmektedir. Ancak tim tRF’lerin
sitoplazmada olup olmadi§i, ve sitoplazmik tRF’lerin hangi proteinlerle kompleks
olusturdugunun detaylari bilinmemektedir. Bu sorulara yanit bulmak igin éncelikle sentetik
tRF’ler S2 hucrelerine aktarilarak sitolojik konumlanmalari belirlenmigtir. Hucrelerin
cekirdeklerini belirlemek icin DAPI boyamasi yapilmistir. Sadece transfeksiyon reajaniyla
transfeksiyon kontrol olarak kullanilmistir. immunositokimyasal boyamalar S2 hiicrelerine
aktarilan sentetik tRF’in sitoplazmada konumlandigini gdstermistir (Sekil 6). tRF’lerin
zamana bagh olarak hucreici dinamikleri incelendiginde, yine benzer sekilde %70’den
fazlasinin sitoplazmik olarak konumlandigi belirlenmistir (Sekil 7). tRF’lerin sitoplazmik
konumlarinda ki spesifiteyi test etmek igin glisin tRF’i yaninda diger tRF’ler modifiye edilmis
ve edilmemis olarak kontrol RNA’lariyla paralel olarak ayri ayri S2 hicrelerine aktarilarak
hicresel konumlari ve olusan grandllerin sayilari belirlenmistir (Sekil 8). Bu analiz sonucunda
tRF’lerin sitoplazmik konumlari teyit edilmistir (Sekil 8B). Ayrica, tRF’lerin kontrol RNA’lara
gore daha fazla grandl olusturdugu (Sekil 8C) ve muhtemelen daha spesifik kompleksler

olusturdugu belirlenmistir.
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Strept.-Alexa flour488

Control

31667-5"-B+8nt

Sekil 6. Glisin tRF’inin S2 hiicrelerinde hiicre igi yerinin belirlenmesi. Drosophila S2 hiicreler %60
confluent olacak sekilinde yatirildi. Gece boyu oda isisinda inkubasyon yapildiktan sonra metafectane
pro kullanilarak protokola uygun bir sekilde biyotin isaretli glisin tRF’iyle (tRF®Y°““*® yada 31667-5'-
B+8nt) transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra AlexaFluor488 konjuge anti-streptavidin
antikoru kullanilarak (1/500) géruntileme yapildi. Cekirdegin yeri DAPI boyamasiyla belirlenmistir.
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Sekil 7. Glisin tRF’inin S2 Hiicrelerinde Hiicreigi Yerinin Zamana Bagh Olarak incelenmesi. Drosophila S2
hicreler %60 confluent olacak sekilinde yatirildi. Gece boyu oda isisinda inkubasyon vyapildiktan sonra
metafectane pro kullanilarak protokola uygun bir sekilde biyotin isaretli glisin tRF’iyle transfekte edildi.
Transfeksiyondan 5, 30, 60, 180 ve 1440 (24h) dakika sonra AlexaFluor488 konjuge anti-streptavidin antikoru
kullanilarak (1/500) géruntuleme yapildi. Cekirdek DAPI boyasiyla lokalize edilmistir.
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Sekil 8. Kontrol oligo ve tRF’lerin Sitoplazmik Konumlari. Kontrol ve tRF oligolariyla transfekte
edilen S2 hicreleri 24 saat sonra metanol ile fikse edilmis ve Streptavidin-AlexaFluor488 ile
isaretlenmigstir. Cekirdekler DAPI ile ters boyanmistir (mavi). Panel A, floresan boyamalar; Panel B, S2
hicrelerine transfekte edilen oligolarin 24 saat sonra hicre igerisinde sitoplazma ve c¢ekirdekte
konumlanma oranlari; Panel C, ilgili oligolarda tespit edilen grandl sayisi. 31667, tRF:Gly:GCC
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4.4 tRF’lerin Olusturdugu Muhtemel Kompleksler

Gerek endojen tRF’lerin gerekse hilicreye sonradan aktarilan sentetik tRF’lerin S2
hicrelerine aktariimasi sonrasi polizom analizleri yapildiginda, ilgili tRF’ler spesifik olarak
sitoplazmada (mRNP’de) konumlanmaktadir. Hlcrelere sonradan aktarilan tRF’ler
immunositokimyasal yontemle takip edildiginde, yine sitoplazmada konumlanmaktadir. Bu
g6zlemler dogrultusunda bu molekiillerin sitoplazmada spesifik proteinlerle etkilesebilecegi
disunulmastir. RNA metabolizmasi ve translasyonal reglilasyon kapsaminda pargalanan
veya depo amach kullanilan ¢ogu RNA'nin stres grandillerinde veya P cisimciklerinde
bulunduklari bilgisinden yola cikarak tRF’lerin bu komplekslerin bir pargasi olup olmadigi
arastinimistir.

Stress granul markoru olarak PCM (XRN1) ve P cisimcigi markoru olarak GW182
kullaniimistir.  Kullanilan tRF’ler 5-monofosfatli  olup konumlari kontrol RNA’lar ile
kargilastirmali incelenmigtir. Sekil 9 ve 10’da goérildiglu Uzere sitoplazmik konumlanan
tRF’ler GFP ile kimerik ifade edilen GW182 ile etkilesmektedir. Ayni zamanda PCM
proteiniylede etkilesmektedir. Sekil 11 ve 12'de goéruldigi tzere, kontrol RNA'larda benzer
konumlanma gostermektedir. Bu sonugcta, tRF’lerin bu sartlar altinda PCM (veya GW182) ile
non-spesific olarak etkilesebilecegini disindirmektedir. PCM proteiniyle non-specific
etkilesim sonrasi sordugumuz 6nemli sorulardan bir tanesi ise, hicreye verilen herhangi bir
RNA’nin specifik olarak yerini taniyor olup olmayacagidir. Nitekim, hicreye verilen tRF’in
fonksiyonel olabilmesi icin, dogru hicresel konuma (gekirdek, sitoplazma veya mitokondri
gibi) gitmesi gerekmektedir. Bu baglamda, glisin tRNA’sinin 5’ ve 3’ kismini farkh floresanla
isaretleyerek GW182 ile konumlanmasini test ettik. GFP-GW182 konjuge protein ifade eden
plasmid floresan isaretli glisin tRNA’sinin 5" veya 3’ ile S2 hicrelerine transfekte edilmigtir.
Anti-Dig primer antikor ve AlexaFluor594 ile yapilan gorintilemede her iki tRF oligosunun
sitoplazmik konumlandigi ve her iki tRF’in bir kisminin GW182 ile beraber konumlandigi

gorulmustur (Sekil 12).
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Sekil 9. CR34080 tRF’inin S2 Hiicrelerinde GFP ile Konjuge GW182 Proteiniyle Beraber Konumlanmasi.
Drosophila S2 hucreler %60 confluent olacak sekilinde yatirildi. Gece boyu oda isisinda inkubasyon yapildiktan
sonra metafectane pro kullanilarak protokola uygun bir sekilde GFP-GW182 kimerik proteinini ifade eden plasmid
ve biyotin isaretli glisin tRF’iyle transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra AlexaFluor488 konjuge anti-
streptavidin antikoru kullanilarak (1/500) goruntileme yapildi. Cekirdek DAPI boyasiyla lokalize edilmistir.
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Sekil 10. Glisin tRF’inin S2 Hiicrelerinde GFP Konjuge XRN1 (RFP-PCM) Proteiniyle Beraber
Konumlanmasi. Drosophila S2 hucreler %60 confluent olacak sekilinde yatirildi. Gece boyu oda isisinda
inkubasyon yapildiktan sonra metafectane pro kullanilarak protokola uygun bir sekilde XRN1 kimerik proteinini
ifade eden plasmid ve biyotin isaretli glisin tRF’iyle transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra

AlexaFluor488 konjuge anti-streptavidin antikoru kullanilarak (1/500) goruntileme yapildi. Cekirdek DAPI
boyasiyla lokalize edilmistir.
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Sekil 11. Kontrol Oligo ve tRF’lerin PCM ile Beraber Sitoplazmik Konumlari. Kontrol ve tRF
oligolariyla transfekte edilen S2 huicreleri 24 saat sonra metanol ile fikse edilmis ve Streptavidin-
AlexaFluor488 ile isaretlenmistir. Cekirdekler DAPI ile ters boyanmigtir (mavi).



GFP-GW182 tRF:Gly:GCC:5-Dig DAPI Merged

GFP-GW182 tRF:Gly:GCC:3-Dig DAPI Merged

Sekil 12. Kontrol Oligo ve Digoxigenin lisaretli tRF’lerin GW182 ile Beraber Sitoplazmik
Konumlari. Kontrol ve tRF oligolariyla transfekte edilen S2 hicreleri 24 saat sonra metanol ile fikse
edilmis ve Anti-digoxigenin antikoru ve AlexaFluor488 ile isaretlenmistir. Cekirdekler DAPI ile ters
boyanmistir (mavi).

Literatur bilgileri tRF’lerin spesifik olmasa da insanda AGO1-4 proteinleriyle
etkilestigini gostermektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak Drozofila’da miRNA ile tetiklenen gen
regulasyonunda onemli rol oynayan AGO1 proteinin tRF’ler ile etkilesip etkilesmedigi
arastirilmistir. Bu baglamda S2 hicreleri glisin tRF’i ile transfekte edildikten sonra hem
endojen tRF’in hemde transfekte edilen sentetik tRF’in AGO1 ile immunopresipitasyonla
¢coktlrulup ¢okturtlmedigi arastiriimistir. Ancak bu deneyi yapmadan dnce hicreye aktarilan
tRF’in stabil olarak hiicre igerisinda kalip kalmadigi incelenmistir. Biyotin isaretli kontrol ve
glisin tRF'i ile transfekte edilen hiicrelerden belirgin zaman araliklarinda RNA izole edilerek
zaman igerisinde bu iki RNA grubunun stabilitesi incelenmistir. Sekil 13A’da gorildiga Uzere,
glisin tRF’i 72 saate kadar hicre igerisinde kalmakta olup stabilitesi kontrol RNA’ya gore
daha iyidir. Daha sonra bu hiicrelerden AGO1 antikoruyla immunopresipitasyon yapilarak
glisin tRF’inin AGO1 proteiniyle etkilesip etkilesmedigi arastiriimistir. Transfeksiyon sonrasi
hicrelerden toplam RNA izole edildikten sonra kemiluminesent goéruntileme yapilarak
tRF’lerin hicre igerisinde olduklari dogrulanmistir (Sekil 13B). Ayrica, immunopresipitasyon
ile AGO1 proteininin ¢dktigu western blotlama ile dogrulanmistir (Sekil 13C altinda yer alan
bantlar). Daha sonra AGO1 ile ¢oktirilen peletlerden RNA izole edilerek bu RNA igerisinde
tRF varligi dolayisiyla AGO1 ile etkilesimi arastiriimistir (Sekil 13C). IgG antikoru negatif
kontrol olarak kullaniimistir. IgG antikoruyla karsilastirildiginda, AGO1 antikoruyla ¢okturilen
ekstraktlarda yaklasik 26 nukleotit uzunlugunda tRF’ler gortlmektedir. tRF transfekte
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Sekil 13. tRF:Gly:GCC’nin AGO Proteinleriyle Etkilesimi. Panel A, biyotin isaretli kontrol ve
tRF:Gly:GCC:5 (Gly-P) ile transfekte edilen hiicrelerden belirtilen saatler sonra RNA izole edilmis ve
%12’lik denatire edici jelde yuratuldikten sonra streptavidin konjuge HRP ile gérintulenmistir. Panel
B-C, S2 hucreleri tRF:Gly:GCC tRF’i ve kontrol oligolar ile transfekte edildikten sonra hucre lisatindan
AGO1 antikoruyla c¢oktirtiimistir. immunopresipitat %12’lik denatiire edici jelde yiiritiilerek ilgili
antikorlar ile gdken kompleksler igerisindeki tRF’ler streptavidin konjuge HRP ile gérintilenmistir.
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edilmeyen hicrelerde de benzer bir RNA'nin ¢dkmesi, endojen tRF’'inde AGO1 proteiniyle

etkilestigini isaret etmektedir.

Proje onerisinde tRF’ler ile etkilesme ihtimali bulunan P cisimcikleri ve stres grandlleri
komponentlerine (GW182 ve XRN1) oncelik verilmesine ragmen, tRF’lerin etkilestigi yeni
proteinleri tanimlamak icin immunopresipitasyon yontemi kullaniimistir. Bu baglamda
karakterizasyonda dncelik verdigimiz tRFY““* test amacli, tRF®Y®* negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Biyotin isaretli tRF®Y¢%* ve tRF®Y5C2 32 hiicrelerine transfekte edildikten 24
saat sonra streptavidin konjuge sepharose boncuklari kullanilarak ilgili tRF’lerin olusturdugu
kompleksler ¢okturilmustir. Coktirme 6ncesi hiicre ekstratleri sepharose boncuklari ile
muamele edilerek boncuklara non-spesifik baglanan proteinler elimine edilmistir. Negatif
tRFEYCC3 ve test tRFEYCC® karsilastirildiginda farklilik gdsteren bantlar teker teker jelden
kesilerek kutle analizine tabi tutulmustur. Ayrica tim IP proteomu jelde ylratilmeksizin katle
analizine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuclara gore tRF’ler ile etkilesebilen yeni proteinler
belirlenmistir (Tablo 2). Bu proteinler igerisinde en ilging olani tRNA biyogenezinde ve
stabilitesinde rol oynadigi bilinen LA otoantijen proteinidir. Bu proteinin sitRNA (stress-

induced tRNA fragmani) fragmanlariyla da etkilestigi bilinmektedir.

Tablo 2. Streptavidin konjuge separoz ile ¢oktirilen tRF komplekslerinde tanimlanan proteinlerin
listesi

Accessio PLGS
n Entry Description mW (Da) | Score
P48810 RB87 DROME Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 87F HRP36 | 39532 1146,304
P13469 MODU_DROME | DNA binding protein modulo 60273 1120,414
P07909 ROA1_DROME Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 hnRNP | 39014 957,9683
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 27C
P48809 | RB27_DROME hnRNP 41004 899,7316
RNA binding protein cabeza Sarcoma associated
Q27294 | CAZ DROME RNA 39117 493,8032
P22629 SAV_STRAV Streptavidin precursor 18822 12513,47
P00974 BPT1 BOVIN Pancreatic trypsin inhibitor precursor Basic prot 10895 7835,577
Q53532 | SAV1 STRVL Streptavidin V1 precursor SA V1 18852 6855,36
P31243 | PORI_RHOCA Porin 31516 5578,281
P00761 TRYP_PIG Trypsin precursor EC 34214 24393 4476,134
P95678 CH60_RHOCA 60 kDa chaperonin Protein Cpn60 groEL protein 57589 2701,566
P50566 | H4 CHLRE Histone H4 11319 2523,533
P40796 LA_DROME La protein homolog La ribonucleoprotein La auto 44857 986,994

25



DMNA Mass
Kilobases ng)
N — 10.0 42

— a0 42
— &0 a0
— &0 42
o — 10 33 7300 bp
— 3.0 125 3015 bp
— 20 43
— 15 36 1173 bp
— 10 42
— s 42
A B C D E F
DMA Mass
Kilobases ng)
. BT £
— a0 4
T 32 7300 bp
. =Y 3
3015 bp
— 50 125
1413 bp
— 20 43
— 15 36
— 10 42
— 05 4

Sekil 14. immunopresipitasyon Deneylerinde Kullanilacak Genlerin FLAG Tag ile isaretlenip
pAct-5C Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi. S2 hucrelerinden izole edilen toplam RNA oligo-dT
kullanilarak cDNA’ya c¢evrilmistir. Tablo 1'de belirtilen primer giftleri kullanilarak cDNA’dan
amplifikasyon yapilmis ve fragmanlar éncelikle pGEm T Easy veya TOPO alt klonlama vektoriine
aktarilmigtir. Sekans sonugclarinin validasyonu sonrasi, ilgili restriksiyon enzimleri kullanilarak serbest
birakilan fragman ekpresyon vektoéri olan pAct-5C’ye aktariimistir. Panel A, LA klonlamasi; A, Markar;
B, PCR fragmani; C, kesilmemis pGEM T Easy; D, kesilmis pGEM T Easy ve fragman; E, kesilmemis
fragmanl pAct-5C; F, kesilmis fragmanli pAct-5C. Panel B, ROX8 klonlamasi. A, Markér; B, PCR
fragmani; C, kesilmemis TOPO vektori; D, kesilmis fragmanh TOPO vektoru; E, kesilmemis fragmanli
pAct-5C; F, kesilmis fragmanli pAct-5C vektori.
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Sekil 15. FLAG Isaretli LA ve ROX8 Proteinlerinin S2 Hiicrelerinde Asir ifadesi. pAct vektériine
klonlanan LA ve ROX genleri FUGENE HD ile S2 hicrelerine aktarilmistir. Belirgin saatler sonrasi
sitozolik lisatlar %10 SDS-PAGE ile ayrigtirildiktan sonra PVDF membranlarinda anti-FLAG
antikoruyla blotlanmistir. Panel A, ROX8 protein asiri ifadesi; A-E sirasiyla 72, 48, 36, 24 ve 12 saat
ifade; F, bos vektor negatif kontrol; G, protein ladder; Yukaridaki bant ROX8, asagidaki bant B-actin.
Panel B, LA asir ifadesi. A-D, sirasiyla 48, 36, 24 ve 12 saat ifade; E, bos vektdr negatif kontrol.
Yukaridaki bant LA, asagidaki bant B-actin.

LA proteininin tRF’ler ile etkilesimini test etmek igin, LA ve ayrica sitRNA
fragmanlariyla etkilestigi bildirilen ROX8 (lvanov vd., 2011) genleri S2 hicrelerinde agiri ifade
etmek amaciyla Drozofila pACT asiri ifade vektorlerine klonlanmistir (Sekil 14). Asiri ifade
edilen proteinleri endojen kopyalardan ayirt etmek igin ilgili proteinlerin C-terminal uglarina
FLAG epitopu eklenmistir. Transfeksiyon verimliligi hicrelere GFP aktarilarak test edilmistir
(yaklagik %50 verimlilik). Transfeksiyon sonrasi degisik zaman araliklarinda protein ifade
miktari Ol¢limustir. Bu veriye gbre 24-48 saatlik bir zaman diliminin yeterli oldugu
belirlenmistir (Sekil 15).

tRF’ler ile immungoktirme deneylerine baslamadan dnce FLAG antikoruyla ilgili

proteinler ¢okturulmus ve lizatlarda ilgili proteinlerin varligi western blot ile gosterilmistir.
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Daha sonra glisin tRF’i S2 hlicrelerine aktarilarak anti-FLAG antikoruyla (LA ve ROX FLAG
ile isaretli oldugundan bu proteinlerle) ¢dkiip ¢okmedikleri incelenmistir. immungéktirme
sonrasi peletlerden RNA izolasyonu yapilarak izole edilen toplam RNA igerisinde tRF olup
olmadigi northern blotlamayla bakilmigtir (Sekil 16A-D). LA ve ROX8 ile transfekte edilen
hicrelerde ilgili proteinlerle birlikte tRF’lerinde geldigi gortlmugstur (Sekil 16H-1). Ancak
kontrol drneklerinde tRF olmasi (Sekil 16E-G) tRF’lerin boncuklarla non-spesifik olarak

etkilesebilecegini ve bu sartlarin optimize edilmesi gerektigini gostermektedir.

4.5 tRF’lerin Hiicre Proliferasyonu ve Apoptoza Etkisi
insan kanser hicrelerinde yapilan calismalar tRF’lerin hicre proliferasyonunu

azalttigini gostermistir. Drozofila’da benzer bir etkinin olup olmadigini arastirmak icin bir dizi
sentetik tRF ve kontrol RNA’lar S2 hicrelerinde asiri ifade edilmistir. Degisik zaman
dilimlerinda alinan hicrelerde proliferasyon ve apoptoz oranlari ol¢iimustir. Elde edilen
veriler glisin tRF’inin (Sekil 17, Ust panel) kontrol RNA’larla karsilastirildiginda proliferasyonu
azalttigini gdstermistir. Ancak hlcrelerin apoptoz oraninda belirgin bir degisiklik tespit

edilememistir (Sekil 17, orta ve alt paneller).

A B C D E F G H I ]
xs ’

Sekil 16. tRF-LA ve tRF-ROX8 Etkilesiminin immungéktiirmeyle incelenmesi. pAct vektériine
klonlanan LA ve ROX genleri ve glisin tRF’i FUGENE HD ile S2 hucrelerine aktariimistir. 24 saat sonra
hiicre sitozolik ekstratlarindan FLAG antikoruyla ¢oktirme yapilmistir. izole edilen RNA'lar
membranlara aktarildiktan sonra biyotin igaretli antisense glisin probuyla hibridize edilmistir. A-D
immuncoktirme oéncesi hicrelerde RNA varhidinin gosterilmesi (A, RNA transfekte edilmemis kontrol
hicreler; B, pAct vektori; C, LA; D, ROX8). Northern blotlama oldugu i¢in endojen tRF’lerdende sinyal
alinmaktadir. E-I, immuncgdktirme yapilan Orneklerdeki RNA’lar (E, antikor kullanilmayan negarif
kontrol; F, tRF transfekte edilmeyen negatif kontrol; G, pAct transfekte; H, LA; I, ROX8). J, RNA
markor (26 ve 34 nt).
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Sekil 17. tRF’lerin S2 Hiicrelerinde Proliferasyon ve Apoptoz Uzerine Etkisi. Ust panel, S2
hiucreleri sentetik tRF’ler ile trasfekte edilmistir. “No RNA” ve Ctrl1, Ctrl1 ve Ctrl1 oligolari negatif
kontrol olarak kullaniimistir. Transfeksiyon sonrasi hicreler sayildiktan sonra 96-kuyucuklu plakalar
icerisine esit yogunlukta yerlestirilmistir (O hr). Bu saatten 24, 48 ve 72 saat sonra hicreler WST1
reajaniyla 4 saat 25 C’de inkiibe edilmistir. Optik yogunluk 450 nm’de okunarak hucrelerin
proliferasyon oranlari belirlenmistir. 3 replikadan elde edilen standart deviasyon grafikler Uzerinde
gOsterilmistir. Orta ve Alt Panel, ayni hiicrelerde Annexin V boyamasi ile akim sitometresinde apoptoz
oranlari tespit edilmistir. XXXXX-5’, ilgili tRNA'nin 5" ucuna komplementer tRF; XXXXX-3', ilgili
tRNA'nin 3’ ucuna komplementer RNA (potansiyel negatif kontrol); XXXXX-5'-P, ilgili tRNA’nin &’
ucuna komplementer, ayrica 5" monofosfat igeren tRF; IntB, internal biyotin isareti; TOG, 5 terminal
oligo G iceren oligolar. Orta panelde gosterilen akim sitometri verileri alt panelde grafiksel olarak
sunulmustur.
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4.6 tRF’lerin Global ve Reporter mRNA Translasyonuna Etkisi

Mevcut proje 6nerisi yapilmadan énce literatlr bilgileri, spesifik olmasada tRF’lerin AGO
proteinleriyle etkilestigini isaret etmektedir. Bu ve diger bilgilere dayanarak tRF’lerin
miRNA’lar gibi veya baska mekanizmalarla translasyonu direkt veya indirekt olarak kontrol
edebilecekleri ileri surtlmustir (Thompson ve Parker, 2009). Yurutilen bu proje kapsaminda
tRF’lerin hlcrenin translasyon kapasitesine etkisini arastirmak icin iki yaklasim kullanilimistir.
ilk yaklasimda sentetik tRF’ler S2 hiicrelerine aktarilarak tRF’lerin global translasyon
kapasitesine olan etkileri incelenmistir. ikinci yaklasimda ise, tRF’ler S2 hiicrelerine raportdr
genlerle birlikte transfekte edilerek, tRF’lerin bireysel mRNA’larin translasyonunu baskilama
yetenekleri arastirilmistir.

tRF’lerin global translasyona etkilerini arastirmak icin polizom deneyleri kullaniimistir. Bu
baglamda 6ncelikle S2 hiicreleri 1s1 sokuna tabi tutularak, stres sartlarinda olusan global
translasyon baskilanmasi pozitif kontrol olarak kullaniimistir (Sekil 18). “No RNA” tRF
transfekte edilmeyen kontrol hicreleridir. Kontrol hicrelerde polizom hacminin ve dolayisiyla
translasyon kapasitesinin olduk¢a yuksek oldugu gorilmektedir. 1 saatlik 1s1 soku
uygulamasinin beklendigi Uzere neredeyse tUm polizom yapilarinin kaybolmasina neden
oldugu goérulmektedir. Test amacl kullanilan hi¢ bir tRF’in polizom hacminde veya ribozom
sayisinda bir fark yapmadigi1 gértlmektedir.

tRF’lerin bireysel gen translasyonuna etkisini incelemek icin lusiferaz geni pAct
ekspresyon vektoriine klonlanmis ve modifiye olmamis sentetik tRF ve kontrol RNA’larla ayri
ayrt S22 hucrelerine aktarilmisti. RNA transfekte edilmeyen kontrol hicrelerle
karsilastirildiginda, hi¢ bir tRF bireysel olarak raportér lusiferaz aktivitesini baskilamamigtir
(Sekil 19). Ivanov vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada 5’ fosfatlanmis tRNA yarilarinin
(stresle tetiklenen ve tRF’lerden uzun olan tRNA fragmanlari) fonksiyonel olabilecegi
bildirildiginden, raportér genlerin 5 monofosfatlanmis tRF’ler ile baskilanip baskilanmadigi
analiz edilmistir. Sekil 20’de goérildigu Uzere, kontrol ve modifiye olmamis sentetik tRF’ler ile
transfekte edilen S2 hiucrelerinde lusiferaz aktivitesi hi¢c tRF transfekte edilmemis hilicrelere
yakin iken, 5 monofosfatlanmig glisin tRF’i ile transfekte edilen hucrelerde raportor

aktivitesinde ciddi bir azalma goraimugtar.
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Sekil 18. tRF’lerin S2 Hiicrelerinde Global Translasyon Uzerine Etkisinin Polizom Profilleriyle
incelenmesi. S2 hiicreleri 500 pmol RNA ile transfekte edildikten sonra 24 saat inkiibe edilmistir. 24s
sonra, sitoplazmik ekstraktlar %5-70 sukroz gradyanti Uzerinde 26,000 g’de 3 saat ultrasantrifije
edilmistir. Tlplerin Uzerinden ISCO fraksinasyon sistemi kullanarak fraksiyonlar toplanirken Ajs,
okumalari yapilmigtir. No RNA, tRF icermeyen kontrol S2 hicreleri; tRFGly:GCC:5, test glisin tRF’i
transfekte edilen S2 hucreleri; tRFGly:GCC:5:M, glisin tRF’inin ortasinda bir mutasyon icermektedir;
tRFGly:GCC:5:TOG, glisin tRF’inin 5’ ucunda 4 adet G nikleotiti (TOG) igeren tRF’le transfekte edilen
S2 hicreleri; Heat Shock, 1 saat 42 °C’de 1s1 sokuna tabi tutulan S2 hicreleri.
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Sekil 19. tRF Asin ifadesinin Raportér Lusiferaz Translasyonuna Etkisi. S2 hiicreleri 12-
kuyucuklu tabaklarda 1X10%mL yogunlukta biyiitiimustiir. Hiicreler yayildiktan 24 saat sonra pAct-
Luc (2 ug) ile transfekte edilmistir. Buna miteakip 24 saat sonra kontrol ve test tRF’leriyle
transfeksiyon yapilmistir. Promega dual luciferase assay kiti kullanilarak lusiferaz aktivitesi VarioScan
(Thermo) luminometresiyle olgilmistir. Kullanilan tRF’lerin sekanslari:  tRF:Gly:GCC:5 M- &
GCATCGGTGGTTAAGTGGTAGAATGC 3’; tRF:Gly:GCC:5-5 GCA UCG GUG GUU CAG UGG UAG
AAU GC 3’; tRF:Gly:GCC:5:TOG- 5 GGG GGU GUG GUU CAG UGG UAG AAU GC 3;
tRF:A:AGC:5’-5" GGG GAU GUA GCU CAG AUG GUA GAG C 3’; tRF:CR32289-5 GGG GAU AUA
GCU CAG UGG UAG AGC AUU C 3’; Ctrl1- 5 GCA UCG GCG UAG CCACCAAGU UAG AA T
Ctrl2- 5 GUU CGA UCG UAG AGU CCA AGU UAC AU 3’; CtrI3- 5 GCA UUC ACU UGG AUA GUA
AAU CCA AG 3’; tRF:Gly:GCC:3- 5 GGGTTCGATTCCCGGCCGATGCACCA &
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Sekil 20. Modifiye tRF Asin ifadesinin Raportdr Lusiferaz Translasyonuna Etkisi. S2 hiicreleri
12-kuyucuklu tabaklarda 1X10%mL yogunlukta biiyiitilmistiir. Hicreler yayildiktan 24 saat sonra
pAct-Luc (2 ug) ile transfekte edilmistir. Buna muteakip 24 saat sonra kontrol ve test tRF’leriyle
transfeksiyon yapilmistir. Promega dual luciferase assay kiti kullanilarak lusiferaz aktivitesi VarioScan
(Thermo) luminometresiyle dlgtimugstir. pAct-luciferase, raportér gen; Control RNA, tRF uzunlugunda
karisik sekansli kontrol RNA; Gly, modifiye edilmemis glisin tRF; Gly-P, 5 monofosfatlanmig glisin
tRF.
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4.7 Drozofila Embriyolarinda tRF’lerin Erken Gelisim Doneminde Ekspresyonu

tRF’lerin Ozellikle kanser hicre hatlarinda ifade edildigine dair bilgiler bulunmasina
ragmen, organizma seviyesinde 6zellikle fizyolojik sartlar altinda gelisime bagh olarak nasil
ifade edildikleri bilinmemektedir. tRF’lerin Drozofila embriyonik gelisimi sirasinda ifade
profilini belirlemek icin 0-24 saat arasinda degisik gelisim asamasinda bulunan
embriyolardan Trizol yontemiyle toplam RNA izole edildikten sonra glisin tRF’inin ifade
miktari belirlenmek istenmistir. Ancak, muhtemelen tRF’lerin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin
az olmasi ve/veya kemiluminesen deteksiyon yonteminin yeterince hassas olmamasi
nedeniyle toplam RNA’da tRF’ler tespit edilememistir. Buna alternatif ¢ézim olarak tRF’lerin
hicre fraksiyonasyonuyle belirgin fraksiyonlarda zenginlesecegi hipotezinden yola ¢ikarak
embriyolar polizom analizine tabi tutulmustur. Sekil 21B’de goruldugu uzere glisin tRF’inin
blylk bir cogunlugu mRNP fraksiyonunda yer almaktadir. 1 ve 8 saatlik embriyo
ekstratlarindan elde edilen mRNP fraksiyonlarinda glisin tRF miktari incelendiginde, 8 saatlik
embriyolarda bir artig oldugu gorulmektedir (Sekil 21A).

Gelisime bagh ifade farklikliklarini ortaya koymak igin, 1, 2, 4, 8 ve 24 saatlik embriyolarla
larva ve ergin sineklerde polizom analizleri yapilarak tRF’ler mRNP fraksiyonlarinda
zenginlestiriimistir. Akabinde northern blotlama yapilarak 4 tRF ifade miktarindaki degisimler
tespit edilmistir (Sekil 22, tRFFOUCES (REVACACS (REMISEEAGYS o tRFCYVCECCS)  Northern
blotlamada genel anlamda 3 tip sinyal alinmaktadir. Birinci sinyal yaklasik 70 nt
uzunlugundaki ergin tRNA molekulleridir. ikinci sinyal yaklasik 35-40 nt uzunlugundaki

stresle tetiklenen sitRNA fragmanlaridir (stres-induced tRNA fragmanlari). Uglincii ve en ufak
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Sekil 21. Glisin tRF’inin (tRF®Y"°°“®) Drozofila Embriyosunda ifadesi. 1 (1h) ve 8 (8h) saatlik Drozofila
embriyo ekstraktlari %5-70’lik sukroz yogunluk gradyanti Uizerinde ultrasantrifiij edilerek molekiler agirliklarina
goére mRNP, 60S, monozom (Mono) ve polizom (Poly) fraksiyonlarina ayristiriimistir. Fraksiyonlarindan fenol
ekstraksiyon ydntemiyle RNA izole edilmistir. %12 denatire edici poliakrilamid jelde ylritilen drnekler naylon
filtrelere aktarildiktan sonra biyotin isaretli antisense glisin tRNA riboprobuyla hibridize edilmistir. HRP konjuge
streptavidin kullanilarak gérintileme yapilmigtir.
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sinyal ise 19-26 nt uzunlugundaki tRF’lere aittir. tRF’lerin genel anlamda 1 saatlik
embriyolarda daha az ifade edildigi gdézlenmekte olup bu veri derin sekans verisiyle
Ortismektedir. Fragman olugsma paternlerinde genel anlamda benzerlik olmakla birlikte farkli
biyogenez paterni gosteren tRF bulunmaktadir. Ornegin, yaklasik 26-nt uzunlugundaki

tRFY¥“A“®in yaninda 30-nt uzunlugunda ikinci bir tRF Uretiimekte ve miktari gelisime bagl

olarak tREVYa:CACS

in tersine azalmaktadir. Mitokondriyel tRNA’lardan goreceli olarak daha
fazla sitRNA fragmanlari Gzerilmektedir (Sekil 22C ile A,B,D kargilagtirmasi). Buda

muhtemelen mitokondri icerisinde daha fazla stres bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 22. tRF’lerin Drozofila Embriyonik Gelisim Evrelerinde ifadesi. 1,2,4,8,24 saatlik Drozofila
embiriyolari, larvalari (L) ve ergin sinekleri (Ad) %5-70’lik sukroz ¢ozeltisi Gzerinde polizom analizine
tabi tutulduktan sonra mRNP (Panel A-D) ve 60S (Panel E) fraksiyonlarindan fenol ekstraksiyon
yontemiyle toplam RNA izole edilmistir. izole edilen RNA’lar %12 denatiire edici poliakrilamid jelde
yurGtildikten sonra naylon filtrelere aktariimis ve biyotin isaretli antisense tRNA riboprobuyla hibridize
edilmistir. HRP konjuge streptavidin kullanilarak goérintileme yapilmistir. Markér RNA boyutlarn sol
tarafta igsretlenmistir. sitRNA, stresle tetiklenen tRNA fragmani; tRF, tRNA-kdkenli tRNA fragmani.
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miRNA’larin gelisimde spesifik hlicrelerde ifade edilmesi nedeniyle embriyolarin 6zel
bolgelerine lokalize olduklari bilinmektedir. tRF’lerin gelisime baglh olarak ifadelerinde
farkliliklar oldugu dikkate alindiginda, tRF’lerinde embriyolarin spesifik bolgelerinde lokalize
olmalari beklenebilir. Bu nedenle floresan isaretli tRF’ler embriyolara enjekte edildikten sonra
gelisim suresince belirgin noktalara lokalize olup olmadiklari arastiriimigtir. Glisin tRNA’sinin
5 ve 3’ ucuna denk gelen fragmanlar embriyolara enjekte edildiginde, her iki fragmaninda

embriyolarin mide (gut) kismina denk gelen organlarinda toplandigr gérulmustur (Sekil 23).

4.8. Mutant Sinek Embryolarinda tRF ifade Miktarinin Belirlenmesi

immunopresipitasyon ve immunositokimyasal boyamalar dikkate alindiginda, , tRF’lerin
GW182 ve LA proteinleriyle etkilestigini diisinmekteyiz. Ayrica Ivanov vd (2011) yayininda
bahsedilen ROX8 proteini dikkate alinarak 3 mutant sineklerde derin sekans yapilarak
tRNA'lardan kékenlenen fragmanlarin ifade miktarlarinin belirlenmesine karar verilmistir. OR
(P2) sinekleri kontrol olarak kullaniimistir. Sayet bu proteinler tRF’lerin biyogenezinde,
lokalizasyonunda velveya fonksiyonunda rol aliyorsa, mutant sembriyolarda bazi tRF’lerin
klonlanma sikliklarinda degisiklikler dngorilmektedir.

Oncelikle 8 saatlik embriyolardan Trizol yéntemiyle toplam RNA izolasyonu yapilarak
Bioanalyzer ile kalite kontrolleri yapimistir (Sekil 24). Drozofila'da 18 ve 28S rRNA
boyutlarinin ¢ok yakin olmasi nedeniyle her ikisi tek bir pik gibi gikmaktadir. Bu nedenlede
insan  RNA  kontrollerinin  aksine bir RIN numarasi elde edilememektedir.
Elektroferogramlardan goérildugu Gzere 18 ve 28S pikleri gayet keskin olup belirgin bir
degredasyon veya genomik DNA kontaminasyonu gériinmemektedir (Seksl 24A). “TrueSeq”
kicik RNA katiphanesi basariyla olusturulmus olup her 4 érnektede 150 bp civarinda cDNA
drtinleri gérinmektedir. MiSeq kontrol programi ile imajlar intensitiye donUstlriimus ve
akabinde “real time analysis” ile bazlar tanimlanmistir. Baz kalite kontroll sonrasi adaptérler
kirpiimis ve Bowtie2 kullanilarak UCSC/Dm3 Drozofila melanogaster genomuna eslesme
yapiimigtir. Her bir érnekte 4 milyon civari baz okunmus (Sekil 25A) ve okumalarin bayuk bir
cogunlugu beklendigi Uzere 46-50 bp civarindadir (bu platformda 50 bp okuma
yapilmaktadir). Bu verilerde elde edilen derin sekans verisinin ilk kalite kontrol asamasini
basariyla gectigini gostermektedir. Ensemble (2012) ve kig¢uk RNA’lara (miRNA, snoRNA,
snRNA ve tRNA) blast sonrasi “Deseq” normalizasyon yapilmis ve istatiktiksel (multiple
testing correction, Benjamini Hochberg FDR, maximum p value cutoff 0.01) olarak farkli ifade
edilen kuguk RNA’lar belirlenmistir. Drozofila genomuna yapilan esleme 4 0&rnekte
okumalarin buyuk bir kisminin genoma eslestigini ancak benzer derecede eslesmeyen
okumalarinda oldugunu gdstermistir (Sekil 26). Kuclik RNA’larin dagihimina bakildiginda ise

ROX8 mutant sineklerinde tRNA’dan kékenlenen okuma sayisinin diger érneklere gére daha
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Sekil 23. Floresan igsaretli RNA Oligolarinin Drozofila Embriyolarindaki Konumlari. P2 Drozofila embriyolari elma suyu igeren agar uzerinde 30 dakika
sureyle toplanmistir. Korion tabakasi %50 ¢amasir suyu ile 2dk muamele sonrasi kaldiriimis ve embriyolar 2-3 dk su ile yikanmistir. Agaroz padi lUzerinde
dizilen embriyolar heptan ile karisik yapistirici ile fikse edilmis ve kismen kurutulmustir. Enjeksiyon posterior kisimdan Narshire enjeksiyon sistemi (IM-9C)
kullanilarak yapilmistir. Enjeksiyon sonrasi embriyolar nemli petriler igerisinde 25 derecede muhafaza edilerek buyimelerine devam etmeleri saglanmistir.

Tim enjeksiyonlar 300 ng/uL konsantrasyonda yapilmistir. Fotograflar Olympus floresan mikroskopta ¢ekilmis ve J software ile islenmistir.
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Sekil 24. Mutant Embriyolardan Elde Edilen RNA’larin ve cDNA’larin Kalite Kontrol Analizi.
Sekiz saatlik OR, GW182, LA ve ROX8 mutant embriyolardan Trizol yontemiyle toplam RNA izole
edilmis ve Bioanalyzer ile kalite kontroliine tabi tutulmustur (A). Derin sekans analizi i¢in hazirlanan
cDNA’lar benzer sekilde Bioanalyzer'da yurGtulerek boyutlari dogrulanmigstir (B).
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Sample Sample_Name | I7_Index_ID Index Number of % Cluster | % Reads
ID clusters (PF) Identified
(PF) (PF)
LA SOL5957 RPI2 CGATGT 4398426 91.67% 23.95
OR SOL5958 RPIS GATCAG 4317981 91.22% 23.52
ROXS8 SOL5959 RPI10 TAGCTT 4621467 93.06% 25.17
6W182 SOL5960 RPI11 GGCTAC 3430713 92.86% 18.68
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Sekil 25. Derin Sekans Verisinin Kalite Kontrol Analizi. Sekiz saatlik OR, GW182, LA ve ROX8
mutant embriyolardan Trizol yontemiyle toplam RNA izole edilmis ve cDNA’ye cevrildikten sonra
lllumina platformu (MiSeq) kullanarak derin sekans analizi yapilmistir. Elde edilen imajlar Miseq
Kontrol ve Real Time Analysis programlariyla sekans verisine donustirilmuastir (A). Adaptor
kirpilmasi sonrasi ve filtreleme sonrasi sekanslarin uzunluklari belirlenmistir (B).

az oldugu tespit edilmistir (Sekil 27). tRNA’dan kokenlenen fragmanlarin ifadelerine
bakildiginda, LA mutant sineklerinde diger mutant sineklere gére bir miktar daha fazla
differensiyal fark olustugu gérinmektedir (Sekil 28, LA/OR 76 iken digerlerinde 41 ve 57;
Sekil 29, LA/OR 49 iken GW182/OR 38). LA proteininin tRNA biyogenezinde ve 6zellikle 3’
uclarinin stabilitesinde ki 6énemi dikkate alindiginda, bu proteinin tRF biyogenez ve/veya

fonksiyonunda goérev almasi muhtemel gérinmektedir.
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Sekil 26. Derin Sekans Verisinin UCSC/Dm3 Drozofila Genomuna Eslesmesi. Sekiz saatlik OR,
GW182, LA ve ROX8 mutant embriyolardan elde edilen okumalar Bowtie2 kullanilarak Drozofila
UCSC/Dm3 genomuna eslesmistir. Koyu renk, eslesen boélgeler; Acik renk, eslesmeyen bolgeler.
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Sekil 27. Mutant Embriyolardan Elde Edilen Okumalarin Kiigiik RNA’lar Gére Oranlari. Sekiz
saatlik OR, GW182, LA ve ROX8 mutant embriyolardan elde edilen derin sekans verisi ilk kalite
kontroli gegtikten sonra normalize edilmis ve icerdikleri kligik RNA grubuna gore kategoriz edilmigtir.
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Entity List 1 : UP - FC ([GW
182] vs [Control])
41 entities

Entity List 2 : UP - FC ([LA] vs
[Control])
76 entities

EL2 - (EL1 U EL3)
Mo. of elements: 39

Entity List 3 : UP - FC ([ROXB]
vs [Contral])
57 entities

Sekil 28. Mutant Embriyolarda tRNA’larden Kdkenlenen Fragman ifadesi. Sekiz saatlik OR,
GW182, LA ve ROX8 mutant embriyolarda tRNA’lardan kdken alan ve kontrol OR grubuna goére
ifadesinde artis olan tRNA fragmani.
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Entity List 1 : DOWN - FC
{[GW 182] vs [Gontral])
38 entities

Entity List 2 : DOWM - RC
([LA] vs [Contral] )
49 entities

Entity List 3 : DOWN - FC
([ROX8] vs [Control])
49 entities

Sekil 29. Mutant Embriyolarda tRNA’larden Kokenlenen Fragman ifadesi. Sekiz saatlik OR,
GW182, LA ve ROX8 mutant embriyolarda tRNA’lardan kdken alan ve kontrol OR grubuna goére
ifadesinde azalma olan tRNA fragmani sayilari.
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5. TARTISMA/SONUG

Ozellikle transkriptomik ¢alismalarindaki hizli ilerlemeler 6karyotik bir hiicrede
bulunan RNA cesitliligini ve bunlarin muthemel fonksiyonunu anlamamiza buyuik yardimci
olmaktadir. 15-26 nukleotit uzunlugunda kiglik RNA’lari sekanslamaya imkan veren bu
teknoloji sayesinde okaryotik hlicrelerde yapisal olarak bilinen mRNA, rRNA, snoRNA ve
tRNA’lardan da kaguk RNA'larin Uretildigi gosterilmistir. Halen muhtemel pargalanma Uranleri
olabilecegine dair tartismalarin devam ettigi tRNA'lardan koken alan fragmanlarla ilgili
calismalar genellikle hicre hatlarinda yapilan ¢alismalarla sinirhdir. YUratalen bu proje ile
organizma seviyesinde gelisime bagh tRF ifade farkhliklari ortaya ¢ikariimig ve bu
molekullerin sitoplazmik konumlari ve translasyon ile baglantilari hakkinda onemli veriler

toplanmistir.

tRNA fragmanlari ilk olarak Tetrahymena ve Aspergillus’da tespit edilmistir (Lee ve
Collins, 2005; Jockle vd., 2008). Daha sonra apoptoz ve oksidatif strese bagli olarak
tRNA’larin yariya bélinerek tRNA fragmanlari olusturduklar tespit edilmistir (Thompson ve
Parker, 2009; Mei vd., 2010). Dolayisiyla tRNA’dan genellikle stres sartlari altinda fragman
olustugu rapor edilmis olup bu fragmanlarin uzunluklari genellikle 35-40 nt arasinda
degismektedir. Tarafimizdan tanimlanan tRF’lerin uzunluklari 19-26 nukleotit arasinda
degismekte olup stresle tetiklenen tRNA fragmanlarindan ¢ok daha kagUktir. Bizim
verilerimiz tRF’lerin normal fizyolojik gartlar altinda da (6rnegin gelisim) ifade edildigini
gbstermesi acisindan 6nem arz etmektedir. tRF’lerin gelisim asamasinda farkli ifade
edildikleri ve ifade profillerininde bireysel tRF'e gore farkhlik gosterdigi gorulmektedir.
Genellikle ¢ok erken dénemde (1 saat) kismen daha az ifade edilen tRF’ler daha sonraki
donemlerde (8 saat) daha fazla ifade edilmektedirler (Sekil 21 ve 22). miRNA’larin embriyo
gelisimine gore farkli ifade edildigi ve gelisim asamasina bagh olarak farkli embriyonik
bdlgelerde lokalize oldugu bilinmektedir. Mevcut proje kapsaminda yapilan injeksiyonlarda
glisin tRF’inin 5’ ve 3’ ucundan koéken alan her iki fragmanin da embriyonun midgut kismina
gelen bolgesinde yogdunlastidi tespit edilmistir (Sekil 23). 3’ ugtan kdkenlenen fragmanlarin
fonksiyonelligi ile ilgili bir bilgimiz olmadigi igin bu gézlemin ne anlama geldigini henliz tam
bilememekteyiz.

tRF’lerin biyogenezi hentiz tam bilinmemektedir. Daha énce yapilan ¢alismalarda
tRF’lerin 5’ uglarinin belirlenmesinde RNAz P ve 3’ uglarinin belirlenmesinde bir tRNA
endonukleaz olan ELAC2 (RNAz Z) enziminin rol oynayabilecegini belirtiimigtir (Lee vd.,
2009). Ayrica miRNA biyogenezinde esansiyel olan Dicer enziminin susturulmasi tRNA
fragman dretimini etkilemekle birlikte tamamen durdurmadidi rapor edilmistir (Cole vd.,
2009). Dolayisiyla tRNA fragman biyogenezi icin gerekli enzimler ve biyogenez sirasinda

olusan komplekler tam bilinmemektedir. ilging bir sekilde bizim embriyolarda tespit ettigimiz
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tRF’lerin %957 si tRNA’larin 5 ucundan kokenlenmekte (Sekil 1) ve 3’ uglari antikodon
halkasinin kokundedi 1-3. nukleotitlere denk gelmektedir (Sekil 2). tRF’lerin Gretimiyle ilgili en
az iki mekanizma mevcuttur. Normalden uzun dretilen fragmanlar (tRNA’nin kendisi veya 35-
nt uzunlugundaki stresle tetiklenen tRNA yarilari) 3’ ugtan baslayarak kirpilabilirler. Alternatif
olarak, tam 3’ uca denk gelen kisimdan miRNA biyogenezine benzer sekilde endonikleolitik
olarak kesilebilirler. Normalde 26 nukleotit olan glisin tRF’inin 3’ ucuna 8 nukleotit daha
eklenip S2 hucrelerine aktarildiginda herhangi bir kisalma olmamasi (Sekil 3), 3’ uctan
baslayan bir kirpilma (trimming) ihtimalini azaltmaktadir. Ancak biyogenezin molekdiler

mekanizmasini anlamak igin daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

tRF’lerin molekiiler fonksiyonlariya ilgili calismalarin sayilari oldukga kisithdir. ilk
rapor edilen tRF fonksiyonu kanser hucrelerinde hiicre proliferasyonunda goérilen bir
azalmadir (Lee vd., 2009). Bizim yaptigimiz ¢aligmalarda Ozellikle 5 ucunda monofosfat
iceren glisin tRF’inin S2 hicrelerinde proliferasyonu azalttigini géstermistir. Ancak yaptigimiz
arastirmalarda S2 hicrelerinde ki apoptoz oranlarinda bir fark tespit edilememistir. Bu
¢alismalarin yapilmasi esnasinda karsilastigimiz en énemli zorluk “fonksiyonel” sentetik tRF
sekansinin (ve tam modifikasyonunun) belirlenmesidir. Bu baglamda bir dizi 5 ve 3
modifikasyonlar yapilarak bu modifikasyonlarin fonksiyona yansimasi test edilmistir. Stresle
tetiklenen tRNA fragmanlarina benzer sekilde tRF’lerinde bazi modifikasyona ugrayabilecegi
tespit edilmistir. Nitekim, 5’ ugta monofostat olmasi hem proliferasyon hemde translasyonel
raportér gen baskilanmasinda farkhlik yaratmistir. Elde etti§imiz veriler hiicresel boyutta
hicre proliferasyonunun didzenlenmesi yaninda organizmal boyutta gelisiminde

duzenlenebilecegine isaret etmektedir.

Stresle tetiklenen tRNA fragmanlarinin translasyonun baslangic asamasinda gen
regulasyonununu diizenledigine dair bilgiler mevcuttur (Ilvanov vd., 2011). Ozellikle 5’ ucu
monofosfatlanmis 35-40 nt uzunlugundaki tRNA vyarilarinin translasyonun baslangi¢
asamasini baskiladigi bildirilmistir. Bizde tRF’lerin translasyondaki muhtemel molekiler
fonksiyonlarini incelemek icin glisin tRF’ini model olarak kullandik. S2 hicrelerine yapilan
transfeksiyonlar sentetik glisin tRF’inin polizom hacmine veya mRNA U(zerindeki ribozom
sayisina bir etkisinin olmadigini géstermistir (Sekil 18). Global translasyonel reguilasyon
genellikle hiicrede enfeksiyon, gida yetersizligi veya stres gibi buyuk tehlikeler oldugunda
kullanilan bir regulasyon modelidir. Bu baglamda stres sartlarinda olusturulan tRNA
yarilarinin translasyon baslangicini baskilayarak global translasyonu dizenlemesi (lvanov
vd, 2011) anlaml gérinmektedir. tRF’leri global translasyona etkisinin olmamasi bir kez daha
tRNA vyarilarinin ve tRF’lerin farkini ortaya c¢ikarmistir. Bireysel mRNA translasyona olan
etkiyi test etmek icin lusiferaz geni raportdér gen olarak klonlanmis ve 5 ucu monofosfatli

glisin tRF ile S2 hiicrelerine aktarilimistir. ilging bir sekilde 5" ucunda bir fosfat grubu tasiyan
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tRF raportdr aktivitesinde azalmaya neden olurken monofosfatsiz tRF’in  bir etkisi
gorulmemektedir (Sekil 19 ve 20). tRF’lerin bu etkiyi nasil gosterdiklerini anlamak igin daha

fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Gerek endojen tRF’ler gerekse hiicrelere sentetik olarak aktarilan tRF’ler oldukga
stabil goérinmektedirler. Hicreler aktarilan tRF’lerin en az 96 saate kadar hicrelerde
kaldigini gérmekteyiz (Sekil 3). Tek sarmalli nikleik asitlerin hiicre igerisinda hizl bir sekilde
nukleazlar tarafindan yikildig dikkate alindiginda, tRF’lerin bu kadar stabil kalmasi oldukga
anlamlidir. Hucreye aktarilan sentetik tRF’ler muhtemelen bagka molekullerle (6rnegin
RNA’ya baglanan proteinler) etkilesmektedirler. Bu etkilesim stabilite i¢in dnemli oldugu gibi
fonksiyon icinde gerekli olabilir. Hicreler veya embriyolar sukroz gradyani Uzerinde
fraksiyonlarin ayrildiginda, tRFlerin sitoplazma icerisinde ve 6zellikle translasyondan uzak
MRNP fraksiyonlarinda lokalize olduklari gorilmektedir (Sekil 21 ve 22). Benzer sekilde S2
hicrelerine aktarilan sentetik tRF’te sitoplazmada bulunmakta ve mRNP fraksiyonunda
konumlanmaktadir (Sekl 5). Buda tRF’lerin translasyonal (niteden uzak proteinlerle
etkilesebilecegini distindiirmektedir. immunositokimyasal ve immunopresitipasyon deneyleri,
tRF’lerin GW182, AGO1 ve LA proteinleriyle etkilesebilecegini gostermektedir. GFP ile
kimerik olarak olarak ifade edilen GW182 proteininin biyotin isaretli sentetik tRF’ler ile benzer
konumlanmalarina ragmen ilgili proteinle konumlanmayan tRF’lerinde oldugu gérinmektedir
(Sekil 9). Immunopresipitasyon deneyleri tRF’lerin AGO1 proteiniyle etkilesebilecegdini
gOstermektedir. Sadece sentetik tRF degil endojen tRF’lerinde AGO1 antikoruyla
¢oktirdlmesi, bu molekillerin bir degredasyon Urtnu degil, fonskiyonel molekil olabilecegini
isaret etmesi agisindan anlamlidir. AGO1’in miRNA ile tetiklenen gen regulasyonuna etkisi
detayli bilinirken, tRF biyogenezi veya fonksiyonuna katkisi hentz bilinmemektedir. Biyotin
isaretli sentetik tRF’ler S2 hicrelerine aktarilip streptavidin  konjuge boncuklarla
¢Oktlraldiginde, ¢oken pelet igerisinde LA proteininin varligi tespit edilmistir. LA proteini
tRNA’larin 3’ uglarinin olusturulmasinda ve stabilitesinde 6énemlidir. Ancak LA proteininin,
tRNA’larin 5 uclarinin olusturulmasinda da rol oynadigi bildiriimektedir (Fan vd., 1998).
Dolayisiyla bu proteinin tRF’lere non-spesifik olarak baglanip baglanmadiginin arastiriimasi
gerekmektedir. LA mutant embriyolarla yapilan derin sekans analizi, kontrol OR sineklerine
gore LA embriyolarinda tRNA’dan kokenlenen fragman sayisinda anlamh degisimler
oldugunu gostermektedir (Sekil 28 ve 29). Bu degisikligin LA proteininin tRF biyogenez veya
fonksiyonunda rol oynayabilece@i anlamina gelip gelmedigini sGyleyebilmek icin yeni bir dizi

deneylerin yapilmasi gerekmektedir.

Ozetle, TUBITAK tarafindan desteklenen bu proje kapsaminda tRNA’lardan
kokenlenen fragmanlar (tRF) hakkinda énemli veriler toplanmigtir. Daha ziyade tRNA’larin 5’

uclarindan Uretilen bu molekiiller gelisim sirasinda tim tRNA’lardan degil selektif olarak bazi
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tRNA’lardan dretilmektedir. Gelisim suresince farkh ifade gosteren tRF’ler larva ve ergin
sineklerde de ifade edilmektedirler. Daha ziyade sitoplazmada konumlanan bu molekiller
agirhikh olarak translasyon agisindan inaktif olan mRNP fraksiyonunda yer almakta ve
muhtmelen GW182, LA ve AGO1 proteinleriyle etkilesekmektedir.
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