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TUBITAK

ONSOZ

Genom projelerinin  tamamlanmasina miuteakip yapilan genom anotasyon
calismalari, 6karyotik bir hiicrenin sanilandan ¢ok daha fazla bir transkripsiyonel kapasiteye
sahip oldugunu ve bu kapasitenin buydk bir kismini da protein kodlamayan transkriptlerin
olusturdugunu goéstermistir. Protein kodlayan mRNA’larin lineer yapida olmasi nedeniyle, ilk
anotasyon c¢alismalari lineer transkriptler tGzerine yogunlasmis ve binlerce uzun lineer protein
kodlamayan genler tespit edilmistir. RNA sekanslama teknolojisinde ve bu verilerin
biyoinformatik analizlerinde kullanilan yeni programlarin gelistiriimesine paralel olarak,
genomda lineer transkriptlerin yaninda halkasal formda RNA’larin da Uretildigi raporlanmistir.
TUBITAK tarafindan desteklenen (2152081 No.lu) ve bir yiritici, iki danisman ve farkli
zaman dilimlerinde calisan U¢ bursiyer olmak lzere toplam alti Kisilik bir ekip tarafindan
ylrattlen bu projede HelLa hucreleri model olarak kullanilarak apoptozun dizenlenmesinde
rol oynayan halkasal RNA’lar taranmigtir. Dort farkli ligand ile tetiklenen apoptotik hiicrelerde
yapllan tarama sonrasi bazi adaylarin validasyonu ve orijin aldigi gen ile etkilesimleri
irdelenmistir. Degisik biyoinformatik analizler ve islevsel birtakim yaklasimlar kullanilarak,
aday halkasal RNA'lar hakkinda molekuler bilgiler toplanmigtir. Bu vesile ile projeye finansal
katkida bulunan TUBITAK’a ve projenin yiritildigi izmir Yikksek Teknoloji Enstitiisi'ne

tesekkr ederiz.
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OZET

Apoptoz gerek normal gelisimde gerekse kanser, otoimmun ve dejeneratif hastaliklar
gibi bir dizi patolojik olgularda 6nemli rol oynayan hicresel bir islevdir. Apoptotik
mekanizmalar Uzerine yapilan arastirmalar, apoptotik yolaklarin protein kodlayan genler
yayinda protein kodlamayan genler tarafindan da dizenlendigini gdstermektedir. Bu
baglamda miRNA’lar ve uzun kodlamayan transkriptler en iyi karakterize edilmis kodlamayan
RNA tirlerini olusturmaktadir. Son iki yilda derin sekanslama protokollerinde ve ilgili derin
sekans verilerinin incelenmesinde kullanilan biyoinformatik algoritmalarda yapilan
degisiklikler, lineer kodlamayan transkripter yaninda halkasal formda kodlamayan
transkriptlerin (halkasal RNA) kesfine yol agmistir. Cekirdek ve sitoplazmada lokalize olabilen
ve genomun ¢ok farkli bdlgelerinden Uretilen halkasal RNA’larin biyogenezi, molekiler

fonksiyonu, etkilestikleri diger molekuller ve regulasyonlariyla ilgili bilgiler oldukga sinirlidir.

insanda intrinsik ve ekstrinsik yolagin diizenlenmesinde rol oynayan halkasal
RNA’larin  sistematik bir yaklagsimla belirlenmesini amaclayan bu projede genetik
manipulasyonlarin kolay oldugu HelLa huicreleri model olarak secilmistir. Hipotezler ayrica
Jurkat ve MCF-7 hucrelerinde test edilerek tanimlanan RNA’larin hlcreye 6zgun olup
olmadigi arastinimistir. HeLa hicrelerinde intrsinsik yolak doksorubisin ve sisplatin ile
ekstrinsik yolak ise anti-FAS/CD95 antikoru ve TNF-alfa ile tetiklenecek ve izole edilen
RNA’lar derin sekans analizine tabi tutulmustur. Kimeleme calismalari, kullanilan liganda
gore ifadesi degisen halkasal RNA’lar oldugunu gostermistir. qPCR ile dogrulanan
adaylardan bir tanesi HelLa hicrelerinde susturularak fonksiyonel teste tabi tutulmustur.
Ayrica biyoinformatik analizler, bazi aday halkasal RNA’larin proteine cevrilme potansiyeli
oldugunu gosterirken diger bazi adaylarin miRNA stingeri olarak gorev yapabilecegine isaret

etmektedir.
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ABSTRACT

Apoptosis is a cellular process that plays an important role not only in normal
development but also in the pathological cases such as cancer, autoimmune and
degenerative diseases. Studies conducted on apoptotic mechanisms have shown that the
apoptotic pathways are regulated by non-protein coding genes in addition to the protein
coding genes. In that respect, miRNAs and long non-coding RNAs constitute the best
characterized types of non-coding RNA species. Over the past two years, the modifications
in the pyrosequencing protocols and the algorithms used to analyze the pyrosequencing data
have led to the discovery of circular RNAs besides the lineer long non-coding RNAs. Circular
RNAs are capable of localizing both in the nucleus and cytoplasm and the knowledge on

their biogenesis, molecular function, interacting molecules and regulation is quite limited.

In this project, which has aimed to identify the circular RNAs involved in the regulation
of intrinsic and extrinsic apoptotic pathways through a systematic approach, HelLa cells were
selected as the model system due to the easiness of genetic manipulations. Hypotheses
were also tested on Jurkat and MCF-7 cells to probe the cell specificity of candidate RNAs.
The instrinsic pathway was activated with doxrubicin and cisplatin and the extrinsic pathway
was induced with anti-Fas/CD95 and TNF-alpha. The total RNAs were then subjected to
deep-sequencing. Clustering analyses have shown ligand-specific expression patterns of
circular RNAs. One of the candidates, whose expression was validated by gPCR, was
subjected to functional studies through silencing. In addition, bioinformatics analyses have
revealed the protein coding potential of certain cancidate circular RNAs while some other

candidates might serve as miRNA sponges.
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1. GIRIS

Apoptoz, insan sagliginin korunmasinda ¢ok temel bir géreve sahip bir hlicresel iglev
olup bu iglevi dizenleyen bir¢cok protein tanimlanmigtir (Gerner ve ark., 2000; Thiede ve
Rudel, 2004; Hotchkiss ve ark., 2009). Regulator bu proteinlerin yaninda, apoptozu 6zellikle
transkripsiyon sonrasi agsamada dizenleyen onlarda mikroRNA rapolanmistr (Subramanian
ve Ster, 2010; Erdogan ve ark., 2018). Laboratarimizda yudrutilen 1132371 No.lu proje
kapsaminda elde ettigimiz yayimlanmamis veriler ise, apotozun uzun kodlamayan RNA'lar
tarafindan da dizenlenebilecegine isaret etmektedir. Dizenleyici RNA molekillerine en yeni
katlan RNA'lar ise halkasal RNA’lar olup, gen ifadesini dizenlemek yaninda proteine
cevrilme potansiyelleriyle bu alana yeni bir dinamizm kazandirmaktadirlar (Ebbesen ve ark.,
2015). Literaturde apoptozu dizenleyen cok az halkasal RNA raporlanmis olup (Holdt ve
ark., 2016; Nan ve ark., 2016; Dang ve ark., 2017; Mehta ve ark., 2017), genom kapsaml
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, apoptozu diizenleme potansiyeli
bulunan halkasal RNA’larin tim genom kapsamli bir sekilde tanimlanmasi ve fonksiyonel

olarak irdelenmesi oldukga 6nemlidir.
2. LITERATUR OZETi

2.1 Apoptoz (Programh Hiicre Oliimii)

Hiicre Olimi Tanimlama Komitesi’nin kararlarina gore okaryotlarda huicrelerin fiziksel,
mekanik ve kimyasal ajanlara maruz kalarak kaza eseri (accidental cell death) veya
genetiksel tanimlanmig molekuler mekanizmalara bagli olarak kontrol edilebilir bir sekilde
Olebilecegi ifade edilmektedir (Galluzzi ve ark., 2015). Fizikokimyasal veya mekanik etkilerle
tetiklenen hicre 6liminU genel olarak geri dondirmek imkansiz olmakla birlikte regtle
edilen hicre 6lumunid kontrol etmek mumkindur. Kontrol edilebilen bu tir hicre 6lumu
evrimsel olarak bir ¢ok tirde muhafaza edilmis olup ihtiyag fazlasi hicreler ile saghgi tehdit
eden antijenlerin berteraf edilmesi igin temel bir goreve sahiptir (Hotchkiss ve ark., 2009;
Chao ve ark., 2011; Ouyang ve ark., 2012; Singh ve ark., 2012). Kontrol edilebilir hiicre 6lim
hizindaki yavaglamalar kanser ve otoimmun hastaliklarin olusumuna zemin hazirlarken,
hiicre dlimiiniin kontrolsiiz artmasi nérodejenaratif hastaliklar ve AIDS gibi hastaliklarin
olusumuna yol agabilmektedir. Dlizenlenebilir hiicre 6lumu sadece hastaliklarla ilintili olmayip

normal gelisimin tamamlanmasi slrecinde doku ve organlarin sekillenmesine de katkida
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bulunmaktadir (Arya ve White, 2015). Bu sebeplerden dolayi hicre 6lim mekanizmasinin

molekiler duzeyde anlasiimasi, gerek insan gelisiminin gerekse patolojik olgularin

anlasiimasi ve tedavisi icin cok 6nemlidir.

Programli hicre olimunin ilk érnegi 1965 yilinda Richard A Lockshin tarafindan
gelisim sirasinda kas ara segmentlerinin olusumuyla baglantih olarak rapor edilmistir
(Lockshin ve Williams, 1965). 1972 yilinda, yunanca “dismek” anlamina gelen apoptosis
kelimesi turetilerek, oOlen bir hicrenin 6zellikleri olan sitoplazmik blzliisme, kromatin
kondenzasyonu, nukleer fragmentasyon, kaynama-benzeri yapilar (blebbing) ve apoptotik
cisimcikleri tarif etmek icin kullanilmaya baslanmistir (Kerr ve ark., 1972). Hicre 6lumdndn
morfolojik olarak tanimlanmasi olduk¢a erken olmasina ragmen, molekiler seviyede
apoptozun dizenlenmesinden sorumlu ilk protein ancak 27 yil sonra belirlenebilmistir
(Thornberry ve ark., 1992). Daha sonra yapilan calismalarda bazen sinirlarini tam olarak
belirlemek zor olsa da Ug¢ tip hidcre olimu belirlenmigtir: apoptosis, otofaji ve nekrosis
(Eisenberg-Lerner ve ark., 2009; Hotchkiss ve ark., 2009; Maghsoudi ve ark., 2012; Berghe
ve ark., 2014; Teng ve Harwick, 2015). Membran bariyerlerinin ya da hicre ici enerji
kaynaklarinin ¢cok hizli ve kitle halinde kaybedilmesi sonucu olusan nekroz tip Il hicre 6limu
olarak kategorize edilmekte olup, organellerin ve hlcrenin sismesi, pargcalanmasi ve
sitoplazmik igerigin digariya tasmasi ile karakterizedir. Tip Il hicre dlumu olarak klasifiye
edilen otofaj ise cesitli hiicre organellerinin ve kompartmanlarinin lizozomlar vasitasiyla
parcalanmasiyla karakterizedir. Bazen her Gg tip hicre 6limandn sinirlarini gizmek zor olup
farkliliklar belirlemek igin gelistiriimis bir dizi yéntem bulunmaktadir (Martin ve Henry, 2013;
Lalaoui ve ark., 2015).

Apoptotik hicre 6lum mekanizmalarinda hicre i¢cinden ve disindan orijin alan etmenler
bir dizi biyokimyasal olaylari tetikleyerek hicrenin programli bir sekilde 6lmesine yol
acmaktedir (EImore, 2007; Favaloro ve ark., 2012). Hucre turtine gore bazi farkhliklar mevcut
olsada, apoptotik 6lum mekanizmalari evrimsel olarak degisik model organizmalarda ve
memelilerde korunmustur. Su ana kadar yapilan genetik ve biyokimyasal c¢alismalarla,
intrinsik ve ekstrinsik olmak Uzere iki apoptotik yolak belirlenmistir (Sekil 1). Intrinsik yolak
normal gelisim ve ¢ok hicreli organizmalarda hicre sayisinin homeostazinde dnemli rol
oynar ve ayrica endoplasmik retikulum stresi, oksidatif stres, DNA hasari ve buyume
hormonu yoklugu gibi stres sartlarinda aktive edilmektedir (Lalaoui ve ark., 2015). immun
sistem hicrelerinde yaygin olarak bulunan ektrinsik faktorler ise ti¢ 6nemli reseptér grubunu
etkileyerek sinyal iletim yolunu aktive ederler; TNF (tumor necrosis factor), Fas ve TRAIL
(TNF related apoptosis inducing ligand) reseptorleri (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Reseptorler

fiziksel olarak farkli olsa da, ligandin baglanmasi sonrasi konformasyon degisikligine ugrayan

2
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reseptorlerin sitoplazmik kisminda DISC (death inducing silencing complex) kompleksi
olusmaktadir. Bu kompleks, reseptérlerin sitoplazmik yarisinda yer alan DD (death domain)
ve DED (death effector domain) kisimlari ile FADD adaptér proteini ve kaspaz-8 enzimi
arasinda olusur. Lokal konsantrasyonu artan caspase-8’in otoproteolitik aktivasyonu sirasiyla
diger caspase enzimlerinin (6rnegin caspase-3 ve —7) aktivasyonuna yol ag¢maktadir.
Ekstrinsik yolakta hastalik patolojileriyle ilintili olup bu yolakta rol oynayan genlerin delesyonu

veya mutasyonlari otoimmun hastaliklarinin olusumunu tetiklemektedir (Watanabe ve ark.,
1992).

Her iki yolagin aktivasyon mekanizmalari farkli olsada, benzer ortak yasam (BAD) ve
olum sinyallerinin (BID, BIM, NOXA/PUMA) oldugu goérulmektedir. Bu molekullerden bir kismi
(BAK/BAX) apoptozu pozitif olarak diizenlerken, BCL-2 (Bakshi ve ark., 1985; Wei ve ark.,
2001) antiapoptotik bir rol oynamaktadir. Aslinda bu iki grup proteinin hicre igi
konsanstrasyonlari apoptozun seyrini belirlemektedir. BAD (Zha ve ark., 1996), BID (Wang
ve ark., 1996), BIM (Pputhalakath ve ark., 1999) ve NOXA/PUMA (Nakano ve Vousden,
2001) gibi apoptotik proteinler degisik intrinsik ve/veya ektrinsik faktérler tarafindan aktive
edilebilirler. Aktive edilen apoptotik proteinler, normalde BCL-2 (Bakshi ve ark., 1985), BCL-
X. (Boise ve ark., 1993) ve MCL-1 (Kozopas ve ark., 1993) tarafindan inaktif halde tutulan
BAK ve BAX proteinlerini aktive ederler. inaktivasyondan kurtulan BAX/BAK proteinleri
endoplazmik retikuluma girerek kalsiyum salinmasina ve mitokondriye girerek o6lim
sinyallerinin amplifikasyonuna neden olurlar. Nihayetinde, BAX ve BAK proteinlerinin
mitokondride olusturdugu deliklerden cytochrome (Cyt) ¢ salinir ve salinan cyt ¢ (APAF-2),
APAF-1 ve caspase-9 (APAF-3) ile birleserek apoptozomu olustururlar (Li ve ark., 1997). Bu
asamada caspase-9 baglatici (initiator) kaspaz olarak goérev yapar ve akabinde bir dizi

efektdr kaspaz enzimlerini aktive ederler.

Aktive olan efektor kaspazlar da hiicrede ki degisik proteinleri pargalayarak apoptoza
yol acarlar. Kaspaz aktivitesi IAP (inhibitor of apoptosis) gibi degisik proteinler tarafindan
kontrol edilir (Budhidarmo ve Day, 2015). Apoptozun tetiklendigi hicrelerde c¢ekirdek
koyulasmasi ve DNA fragmentasyonu (DNAse II, endonuclease G ve AIF gibi proteinlerce)
gibi bir dizi belirgin morfolojik degdisiklikler olmaktadir (Enari ve ark., 1998; Li ve ark., 2001).
Bitin bu olaylar zincirinden sonra, apoptotik hicre Uzerinde bulunan fosfatidilserin
reseptorleri sayesinde bu hicreler “yenilmek” Uzere taninirlar ve fagositoz ile berteraf

edilirler.



v

TUBITAK

icsel Yolak Dissal Yolak
Hiicre igi stres I Olam ligand:
., Tl
de ~ ™~ ][l
R Y -
b Py,
o 3 Prokospoz 8 |\ | Disc
~ si
- ospaz3 (i} — & J xompleksi
/o
gzk:ga:g “ — Prokospaz 3
Y e L X
6 ] kaskadi S
- KGspaz 9 Kospoz 3
Apoptozom

Sekil 1. Apoptotik mekanizmada rol oynayan ekstrinsik (digsal) ve intrinsik (igsel) faktorler.
Ekstrinsik yolakta, spesifik reseptorlere ligand baglanmasi sonrasi DISC kompleksi olusur ve kaspaz 8
aktif hale getirilir. Instrinsik yolakta ise mitokondriden sitokrom c salinimi apoptozom olusumunu
tetikler ve kaspaz 9 aktivasyonuyla sonuglanir. Kaspaz 8 ve 9 akabinde efektér kaspazlari (6rnegin,
kaspaz 3) aktive eder. Her iki yolak BID protein vasitasiyla birbiriyle etkilesim halindedir (Favaloro ve
ark., 2012).

Gerek normal gelisim gerekse otoimmun ve kanser gibi degisik hastaliklarin
patolojilerindeki énemi dikkate alindiginda, hi¢ siUphesiz ki apoptozun dikkatli bir sekilde
kontrol edilmesi gerekmektedir. Yapilan biyokimyasal ve genetik calismalar apoptozun
dizenlenmesinde bir dizi regulatdr proteinin gérev aldigini gbéstermistir (Opforman ve ark.,
2003; Hotchkiss ve ark., 2009; Budhidarmo ve Day, 2015). Proteomik analizler, apoptozun
tetiklendigi bir hiicrede ylzden fazla proteinin miktarinda degisiklik oldugunu gd&stermistir
(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 géstermistir (Costa, 2007; Guttman
ve Rinn, 2012; Mattick ve Rinn, 2015).

2.2 Kodlamayan RNA’lar

Hucresel islevler ¢ogunlukla proteinler tarafindan yerine getirildigi igin, uzun vyillar
boyunca protein kodlayan genlerin tanimlanmasina oncelik verilmis ve genomun protein
kodlamayan kismi yapisal RNA’lar diginda sifresi ¢dzilmemis bir gizem olarak kenarda
birakilmistir. Genom sekanslarinin tamamlanmasina muteakip 6zellikle tim transkriptom
verilerinin incelenmesi sonucu, genomda bulunan sekanslarin tamaminin en azindan bir
hicre tipinde ve yasamin en az bir agsamasinda kullanildigi tezi kabul gérmeye baslamistir
(Birney ve ark., 2007; Gloss ve Dinger, 2015; Mattick ve Rinn, 2015). Genomun protein
kodlamayan kisimlarindan dUretilen bu transkriptlerin  ylksek &karyot kompleksligini

algilamakta dnemli katkida bulunacagi ileri surtimektedir (Wilusz ve ark., 2009).
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Klasik anlamda kodlamayan RNA’lar (kmRNA), genomik bolgelerin transkripsiyonu
sonrasi RNA'yva c¢evrilen, cogunlukla biyolojik olarak ©6neme sahip ancak proteine
donustirilmeyen cogunlukla lineer RNA molekiilleri olarak tanimlanmaktadir (Costa, 2007).
Bir RNA'yiI kmRNA olarak siniflandirabilmek o kadar kolay olmamakla birlikte, bu ayrimi
yapmakta kullanilan en temel kriter kodlamayan genlerin 100 aminoasitten uzun bir acik
okuma bdlgesi (open reading frame) icermemesidir (Costa, 2007; Dinger ve ark., 2008). Bu
kritere uymayan bazi uzun kmRNA’larin bulunmasi nedeniyle belki de en saglikli yéntem,
ilgili RNA’dan protein Uretilmediginin deneysel olarak goésterilmesidir. Costa tarafindan
yapilan siniflandirmada kmRNA’lar boyutlarina gére kicik kmRNA'lar (20-300 nt) ve uzun
kmRNA'lar olarak siniflandiriimaktadir (300-10000 nt). 18-30 nt uzunlugundaki kuguk
kmRNA'lar (miRNA’lar, siRNA’lar ve piRNA’lar) oldukcga iyi karakterize edilmis olup Ozellikle
transkripsiyon sonrasi gen regllasyonunda &nemli role sahiptirler (Aravin ve ark., 2006;
Ghildiyal ve ark., 2008; Jonas ve izaurralde, 2015). Ozellikle RNA-seq transkriptom
calismalari, fonksiyonlari tam olarak bilinmesede Okaryotik hucrelerde degisik fiziksel
lokasyonlardan lineer uzun kmRNA sentezlendigini gdstermistir (Mercer ve ark., 2009;
Alexander ve ark., 2010; Moran ve ark., 2012). Uzun kmRNA siniflandirmalarinda transkript
uzunlugu, protein kodlayan genlerle baglanti durumu, yapisal korunma, intronik olup
olmadigi, fiziksel yapisi ve protein kodlayan genlere benzerlik gibi cok degisik kriterler
kullaniimistir (Sekil 2, Laurent ve ark., 2015; Ma ve ark., 2013). Ancak en basit siniflandirma,
genomda fiziksel konumlarina goére yapilan siniflandirmadir. Bu baglamda intergenik
kmRNA'lar (Sekil 2A), adindanda anlasilacadi uzere, protein kodlayan genlerden uzak
bolgelerde konumlanir ve protein kodlayan genlerin ehnancer bdlgeleriyle etkiselebilmekle
birlikte genellikle protein kodlayan genlerden bagimsiz sentezlenmektedir. Bu genlerin kendi
promotérleri vardir ancak komsu protein kodlayan genlerin ifadesini etkilemezler. intronik
kmRNA’lar ise tamamen protein kodlayan bir genin intronundan sentezlenir ve orjin aldigi
protein kodlayan genin transkripsiyon veya kirpilmasini dizenleme potansiyeline sahiptir
(Sekil 2B). Ters (NATs, natural antisense transcripts) ve duz (sense) yonde olan kmRNA'lar
protein kodlarla ya kismen yada tamamen oértlsurler ve értismenin bulundugu noktaya bagli
olarak farkli mekanizmalarla gen ifadesini diizenleyebilirler (Sekil 2C,D). Ornegin kodlayan
genlerin  promotdr bdlgeleriyle oOrtisme olmasi durumunda ilgili kodlayan genin
transkripsiyonu etkilenebilmektedir. intergenik ve NATs kmRNA'larin biyosentezleri kismen
bilinmekle birlikte intronlardan kdkenlenen kodlamayan RNA’lar hakkinda sinirl literatir
bilgisi mevcuttur  (Gardini  ve  Shiekhattar, 2015). Kodlayan transkriptlerle
karsilagtirildiklarinda, bazi kmRNA’larin sapka (cap) ve coklu A kuyrugu (polyA tail)

bulunurken bazilari daha farklh mekanizmalarla stabil halde korunmaktadirlar (Wilusz, 2015).
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RNA’lar hem sekanslari hem de 6zgul katlanma topolojileriyle iyi bir hiicresel aptamer
gérevi yapmakta ve RNA:protein etkilesimlerinin yaninda, RNA:RNA ve RNA:DNA
etkilesimleriyle gen ifadesinin regulasyonunda etkin goérev almaktadirlar (Dethoff ve ark.,
2012). Gen regilasyonunda son 3 yillik sureteki ilginin 6zellikle genom annotasyonu
acisindan uzun kmRNA transkriptlerinin fonksiyonel olarak karakterizasyonu yoniine dogru
kaydigini gérmekteyiz. Biyosentezlenme yontemlerindeki heterojenlige paralel olarak, uzun
kmRNA’larin fonksiyonlarinda da bir heterojenlik vardir. Nitekim, kmRNA’larin cis ve trans
formda gen regllasyonu, kromatin yapisini degistiren proteinlerin yonlendirilmesi, X
kromozom inaktivasyonu, genomik imprinting, nikleer kompartman olusumu, c¢ekirdekten
sitoplazmaya molekll tasinmasi, oncil mRNA kirpilmasi ve translasyonal kontrol gibi
oldukga degisik hlcresel islevlerde gorev aldiklar bilinmektedir (Yoon ve ark., 2012; Geisler
ve Coller, 2013; Gardini ve Shiekhattar, 2015). Gen regulasyonu acisindan kmRNA’larin
transkripsiyonel regulasyondaki rolleri kismen iyi tanimlanmistir (Bonasio ve Shiekhattar,
2015). Eger uzun kmRNA yakinda bulunan kodlayan bir gene antisense ise veya kismen
ortusme (overlap) var ise, transkripsiyonu fiziksel olarak engelleyebilecedi gibi (RNA
polimerazi mesgul ederek veya direkt DNA dizilerine esleserek), sentezlenen kmRNA’ya bazi
proteinler baglanarak yakinlarda bulunan RNA polimerazlarin aktivitesini duizenleyebilir
(Martianov ve ark., 2007; Tripathi ve ark., 2010). mRNA’'ya veya proteinlere baglanan
kmRNA’lar, mRNA’larin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinma verimliligini, sitoplazmada
konumlanma boélgelerini veya translasyona ugrama oranlarini dizenleyerek gen ifadesini
transkripsiyon sonrasi agsamada da duzenleyebilirler (Franco-Zorrilla ve ark., 2007; Geisler
ve Coller, 2013). Belki de kmRNA’larin genlerin ifadesini dizenlemekte kullandiklari en ilging

yontemlerden bir tanesi kiiciik kmRNA (retiminde template gorevi gormeleridir. Ornegin,
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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 6rtisme
olmaktadir. (D) Ters (antisense) kmRNA'lar ise kodlayan genlere aksi istikamette sentezlenirler ve
protein kodlayan genlerin intron veya ekzon sekanslariyla kismen veya tamamen &rtusebilirler (Ma ve
ark., 2013).
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aslinda uzun bir transkript olan ve X kromozom inaktivasyonunda rol oynayan Xist ve Tsix

kmRNA’larindan Uretilen kiglik RNA’lar gen promotor bdlgelerine vel/veya proteinlere

baglanarak transkripsiyonu dizenleyebilmektedirler (Ogawa ve ark., 2008).

Uzun kmRNA’larin gen regllasyonundaki rolleri dikkate alindijinda, gelisimde ve insan
hastaliklarinda anahtar gérevierde bulunmalari beklenmektedir. KmRNA'larin hicre-spesifik
ifade edilmeleri ve hicrenin degisik alt kompartmanlarinda bulunmalari da bu hipotezi
desteklemektedir. Nitekim son 3 yilda yapilan arastirmalar, kmRNA’larin normal gelisim
yaninda kanser, metabolizm, obezite, ndrodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklar gibi birgcok
hastaligin olusumuna katkida bulunabilecegini gdstermistir (Pauli ve ark., 2011; Harries,
2012; Gloss ve Dinger, 2015). Literatirde yapilan c¢alismalar kmRNA’larin apoptozun
dizenlenmesinde de rol oynayabilecegini gostermektedir. Sistematik bir yaklasimla yapilmis
bir calisma olmasa da bireysel bazi uzun kmRNA’larla yapilan ¢alismalarda 6zellikle hicre
proliferasyonu, kanser ve DNA hasarina bagh fenotiplerde kmRNA'larin diuzenleyici gorev
yaptiklarina dair calismalar dikkati gekmektedir (Huarte ve ark., 2010; He ve ark., 2011;
Khaitan ve ark., 2011). Su anda yiriitmekte oldugumuz 1132371 No.lu TUBITAK arastirma
projesi kapsaminda degisik ligandlarla intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklari tetikleyerek
farkh ifade edilen kodlamayan RNA’lari tanimlamaya ve fonksiyonel olarak karakterize
etmeye calismaktayiz. Bizim galismamizda kmRNA kitiphanesi hazirlamakta kullandigimiz
protokol dahil 6zellikle 2013’e kadar kullanilan tim protokoller lineer kmRNA tanimlanmasi
icin optimize edilmistir (Zhang ve ark., 2013; Lasda ve Parker, 2014). Son iki yilda yapilan
calismalar genomdan lineer kmRNA yaninda halkasal kmRNA’larin sentezlendigini ve bu
RNA’larin gen regulasyonunun dizenlenmesinde 6nemli goérevler Ustlendigini isaret

etmektedir.
2.3 Halkasal RNA’lar

Halkasal RNA’lar yeni kesfedilen endojen kodlamayan RNA transkriptleri olup, sapka
(cap) ve poly(A) kuyrugu ihtiva eden lineer transkriptlerin aksine 5’ ve 3’ polariteden yoksun
kovalent bagla kapanmis halkasal yapilardir (Sekil 3A, Lasda ve Parker, 2014; Ebbesen ve
ark., 2015; Qu ve ark., 2015). ilk olarak bitki viroidlerinde kesfedilen bu yapilar (Sanger ve
ark., 1976), daha sonra memelilerde de tespit edilmis fakat RNA kirpiimasi sirasinda olugan
ve fonksiyonu olmayan molekuler bir artifakt olarak algilanmistir (Cocoquerelle ve ark.,
1993). INK4a/ARF transkriptinden olusan halkasal RNA’larin ateroskleroz olusumunda rol
oynadiginin rapor edilmesinden sonra bu molekillerinde fonksiyonel olabilecegi

sorgulanmaya baslanmistir (Burd ve ark., 2010). RNA sekanslama tekniklerinde kaydedilen
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ilerlemelere paralel olarak geriye kirpilan ekzonlardan hiicre tipine 6zgulin yulzlerce halkasal

RNA Uretildigi tespit edilmistir (Memczak ve ark., 2013; Salzman ve ark., 2013).

Halkasal RNA'larin glinimize kadar kesfedilememesinin en énemli nedeni, su ana
kadar kullanilan genetik, biyokimyasal ve biyoinformatik tanimlama yontem ve
algoritmalarinin lineer RNA yapisina goére dizayn edilmesidir (Jeck ve Sharpless, 2014).
Halkasal yapilar amplifikasyon ve fragmentasyonla tanimlanamadigi gibi, 5° sapka ve 3’
poly(A) kuyrugunun olmamasi da poly(A)ya bagli zenginlestirme yada RACE (rapid
amplification of cDNA ends) gerektiren RNA-seq calismalarinda bu yapilarin géz ardi
edilmesine neden olmustur. Cok daha d6nemlisi, kullanilan biyoinformatik algoritmalarda
geriye-kirpilma  (back-splicing) sonrasi olugan diziler filtrelenip atildid1 icin, aslinda
fonksiyonel olan bu molekiller RNA-seq gibi gl¢li genomik yaklasim ¢alismalarda da artifakt
olarak degerlendirilmistir. Nitekim, su anda yiriitmekte oldugumuz 113Z371 No.lu TUBITAK
projesi kapsaminda kullanilacak RNA-seq ¢alismasi da lineer protein kodlamayan RNA’larin
belirlenmesi icin optimize edildigi i¢in, halkasal RNA’larin tanimlanmasina imkan
vermemektedir. 1132371 No.lu proje kapsaminda elde ettigimiz veriler, elde edilen RNA-seq
okumalarinin %98den fazlasinin lineer yapilar oldugunu géstermektedir ki bu veride lineer
RNA tanimlamaya goére optimize olan protokollerin halkasal yapilari tanimlamakta oldukca

yetersiz kaldiginin saglam bir gdstergesidir (geriye kalan %2 ise kontaminasyon, sekans
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Sekil 3. Halkasal RNA’larin iiretimi ve geriye kirpilma (back-splicing) yoluyla Uretilmesine
katkida bulunan faktoérler. A, Protein kodlayan bir RNA'nin ¢ekirdekte kirpilmasi sirasinda olusan
lariatlarin kuyruklari kirpilir ve kalan halkasal yapi uglarinda inverted tekrar olmasi veya bir protein
baglanmasi sonrasi stabil bir durum kazanir. B, Geriye kirpilma yéntemiyle halkasal RNA Uretimine
katkida bulunan RNA &zellikleri. (1) Oncil mRNA kirpiimasi esnasinda ekzon atlama (exon skipping)
suUrecinin bir parcasi olarak olusturulan lariat yapisi, (2) Atlanan ekzon sekanslarinin kenarlarinda
bulunan inverted sekanslarin halkasal yapiya katkisi (complementarity), (3) intron yakinlarindaki
sekanslara baglanan proteinlerin halkasallasmayi desteklemesi (Lasda ve Parker, 2014).

Kararli halkasal RNA
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hatalari veya degisik sekans kombinasyonlari olabilir). Ayrica halkasal RNA’lar hicrelerde
cok dislik konsantrasyonlarda ifade edilmektedir. Ornegin, bir RNA’nin hem halkasal hem de
lineer formu var ise, cogunlukla halkasal RNA'nin lineer RNA’ya orani %0,1 ile %10 arasinda
degistiginden zenginlestirme yapilmayan ¢alismalarda identifikasyon zorlagsmaktadir (Jeck ve
ark., 2013; Guo ve ark., 2014). Tum bu gerekcelerden dolayi, halkasal RNA yapilarini
tanimlamak icin tavsiye edilen yaklasim, RNAz R ile lineer RNA'lari uzaklastirdiktan sonra
karisik ekzon (scrambled exon) yapilarinin varhginin RNA-seq, RT-PCR veya northern
blotlama ile gosterilmesidir. Sayet RNA-seq gibi genomik bir yaklasim kullanilacaksa, karisik
ekzon (scrambled exon) vyapilarini tanimlamak icin &zel gelistiriimis biyoinformatik
algoritmalarin (6rnedin MapSlide) kullaniimasi gerekmektedir (Salzman ve ark., 2012; Jeck
ve ark., 2013).

Tdm canhlar dikkate aldigimizda kategorik olarak bes tip halkasal RNA yapilarinin
varligi dikkati cekmekte ve bunlarin bir kismi viruslarda ve bakterilerde bulunmaktadir (Lasda
ve Parker, 2014). Okaryotlarda ise iki tip halkasal RNA tanimlanmistir. ilk grubu halkasal
intronik RNA’lar (hiRNA) olusturmaktadir (Zhang ve ark., 2013). insan genomunun yaklagik
%Z20’sine tekabul eden intron sekanslari, sapka ve poly(A) kuyrugu icermeyen uzun
kodlamayan ve halkasal RNA Uretilmesinde template gérevi yapar. Ozellikle kirpiima sonrasi
olugsan ve lineer olmayan lariat yapilari normalde debranching enzimleriyle bozularak
cekirdekte parcalanir ve hiicreden uzaklastirilirlar (Rodrigues-Trelles ve ark., 2006). Ancak
bir kisim intronik lariat yapilari debranching enzim aktivitesinin module edilmesi nedeniyle
kararh bir halkasal RNA olarak korunur ve cekirdekte lokalize olan bu hiRNA'lar muhtemelen
orijin aldiklari kodlayan genin transkripsiyonunu duzenlerler (Zhang ve ark., 2013).
Cekirdekte bulunan intronik halkasal RNA’lar yaninda, éncul mRNA’larin spliceosome’lar
tarafindan kirpilmasi sirasinda geri kirpilma (back-splicing) UrGni olarak Uretilen ve
sitoplazmada lokalize olan halkasal RNA’lar ise ikinci grubu olusturmaktadir (Jeck ve ark.,
2013; Memczak ve ark., 2013; Salzman ve ark., 2013). iiging bir sekilde ayni transkriptten
birden fazla halkasal RNA (retilebilmektedir (Zhang ve ark., 2014). Su andaki veriler, insan
genomunda bulunan transkriptlerin %14’Gnden fazlasindan halkasal RNA dretildigine ve

halkasal RNA sayisinin 25,000 civarinda olduguna isaret etmektedir (Jeck ve ark., 2013).

Halkasal RNA’larin biyogenezi ve hlicre i¢i konumlari yeni tanimlanmaya baslamistir.
Halkasal RNA’lar genellike dnctl RNA kirpilmasi esnasinda uretilmektedir (Sekil 3A). Cogu
intronik sekanslar c¢ekirdekteki RNA parcalama mekanizmalari tarafindan ortamdan
uzaklastirilirken bazi sekanslar stabil kalirlar. Bir RNA'da stabiliteyi etkileyen iki dnemli
Ozellik tespit edilmistir (Sekil 3B). Ekzon atlamalarina bagli olusan lariat yapilari dzellikle

debranching enzim aktivitesinin azalmasi sonrasi kararli 6zellikle kazanirlar. Ayrica atlanan
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ekzon sekanslarinin her iki tarafinda ALU dizileri gibi halkasallagmayi destekleyecek inverted
sekanslar (Sekil 3B-2) veya protein baglanma bélgeleri var ise (Sekil Sekil 3B-3), olusam
lariatlar daha kararli bir 6zellik kazanmaktadirlar. Biyogenez sonrasi bazi halkasal RNA'lar
cekirdekte kalarak transkripsiyonu ve alternatif mRNA kirpilmasini dizenleyebilirler (Sekil 4,
Ashwal-Fluss ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014). Bazi halkasal RNA’larin ise sitoplazmaya
tasindi§i ve gen ifadesini transkripsiyon sonrasi asamada diizenleme potansiyeline sahip
oldugu bildiriimektedir (Jeck ve ark., 2013; Memczak ve ark., 2013; Salzman ve ark., 2013;
Guo ve ark., 2014). Sitoplazmik halkasal yapilarin en iyi tanimlanmis fonksiyonlari, bir
stinger gorevi yaparak miRNA’larin aktivilerini diizenleme potansiyelleridir (Sekil 4). miRNA
baglanma bdlgesi tasiyan halkasal RNA’lar, ilgili miRNA'lari tutarak bloklamakta ve bu
miRNA’larin hedef mRNA’lari dizenlemelerini dnlemektedirler (Hansen ve ark., 2013).
Ayrica, halkasal RNA’lar diger proteinlere veya moleklllere baglanarak sitoplazmada ilgili
molekillerin ayristirilmasi, depolanmasi ve tasinmasi gibi degisik gérevlerde de bulunabilme
potansiyeline sahiptirler (Hentze ve Preiss, 2013). Bu alandaki en ilging gelismelerden bir

tanesi ise, halkasal RNA’larin proteine ¢evrilme potansiyeline sahip olmalaridir.
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Sekil 4. Halkasal RNA’larin 6nerilen molekiiler fonksiyonlari. Cekirdekte bulunan bir halkasal RNA
ya direkt olarak yeni sentezlenen bir transkripte baglanarak ya da U1 SNP vasitasiyla RNA polimeraz
Il aktivitesini arttirabilir. Sitoplazmik konumlanan halkasal RNA’lar miRNA baglanma bdlgeleri
iceriyorlarsa, bir stnger gibi miRNA’lari ortamdan uzaklastirarak miRNA’larin hedeflerini
baskilamalarini énlerler (Qu ve ark., 2015).

2.4 Halkasal RNA’lar ve apoptoz

Apoptotik yolaklari regule eden molekuller dikkate alindiginda bu yolaklarin
duzenlenmesinde rol oynayan bir dizi proteinler ve miRNA’larin 6nemli gorevler Ustlendikleri
bilinmektedir (Hotchkiss ve ark., 2009; Subramanian ve Ster, 2010). Ozellikle kanser ve DNA

hasari/proliferasyona baglantili olarak bazi apoptotik yolaklarda lineer kodlamayan RNA’larin
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rol oynadigina dair verilerde bulunmaktadir (Huarte ve ark., 2010; Khaitan ve ark., 2011;
Rossi ve Antonangeli, 2014). Laboratuvarimizda 113Z371 No.lu proje kapsaminda elde
edilen ve yayinlanma asamasinda olan RNA-seq verileride 500’den fazla lineer uzun
kodlamaran RNA’nin farkli ifade edildigini géstermektedir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi,
sekanslama o6ncesi kutiphane hazirlamakta kullanilan protokolin lineer formlari
sekanslamak icin optimize edilmesi nedeniyle halkasal RNA'larin tanimlanmasi mimkin
olmamistir (verilerin %98'den fazlasi lineer sekanslari uymus, geri kalanin bir kismi HelLa’da

bulunan papilloma virus genomuna ait bir kismi ise sekans hatalaridir; dolayisiyla beklendigi

uzere halkasal RNA'lar tespit edilememistir).

Literatirde mevcut bilgiler incelendiginde, proje énerisi yapildidi an itibariyla apoptozu
dizenledigi rapor edilen halkasal RNA’lar henlz rapor edilmemisti. Ancak, gegen U¢ sene
icerisinde, sistematik bir tarama olmaksizin bazi halkasal RNA’lar apoptoz ile
iliskilendirilmistir (Holdt ve ark., 2016; Nan ve ark., 2016; Dang ve ark., 2017; Mehta ve ark.,
2017). Apoptoz ile iligkili ilk genom kapsaml transkriptomiks c¢alisma, mevcut proje
kapsaminda elde edilen veriler 1s1ginda grubumuz tarafindan yayimlanmigtir (Yaylak ve ark.,
2019). Molekuler manipllasyonlarinin olduk¢a kolay olmasi nedeniyle HelLa hicrelerinin
model olarak kullanildigi bu projede, dért farkli ligand ile apoptozun tetiklenmesi sonrasi
genom kapsamli transkriptomiks tarama yapilmis ve bazi adaylarin ifadesi qPCR ile
dogrulanmigtir. Biyoinformatik analizler ile aday halkasal RNA'larin slinger benzeri islev
gorerek miRNA’lari diuzenleme ve proteine c¢evrilme potansiyelleri irdelenmistir. Ayrica,

polizom ve gen susturma yontemleri kullanilaran bazi iglevsel veriler toplanmigtir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Memeli Hiicrelerinin Bakimi ve Apoptoza Ugratiimasi

Daha 6nce DSMZ GmbH’dan temin edilen ve hali hazirda laboratuvarimizda var olan
HelLa, Jurkat ve MCF-7 hicreleri RPMI 1640 (L-Glutamin ilaveli, Gibco) besiyerinde nemli
ortamda 5% CO2 ve 37°C inkubatorde buyutilmustur. Besiyerine 10% inaktif fetal bovin
serum (FBS) (Gibco) ve 1% penisilin-streptomisin (Gibco) takviye edilmistir. HeLa htcreleri
her iki glinde 1/3 veya 1/4 (2.0 — 2.5 x 10° hiicre) oraninda ekilmis ve kullanim gerektirdigi
durumlarda Trypsin-EDTA (Gibco, 0.25%) ile kaldiriimigtir.

11



v

TUBITAK
Hucreler, laboratuvarimizda rutin olarak kullanilan prodesirler takip edilerek alti
kuyucuklu plaklarda apoptoza ugratiimistir (Yaylak ve ark., 2019). Kisaca, 0,3 X 10° adet
HelLa hiicresi kuyucuklarda 1 gun biyatuldkten sonra apoptozu tetikleyen ajanlarla muamele
edilerek zaman ve doz kinetik analizleri yapilmistir. Her bir muamele en az 3 defa
tekrarlanarak Student’s T test analizine tabi tutulmustur. DMSO icerisinde 83,2 mM stok
olarak hazirlanan sisplatin (SantaCruz), kimyasal kararsizliyi nedeniyle her kullanimda taze
olarak hazirlanmistir. 2-320 uM doz ve 4-24 saatlik zaman arali§i test edilmistir. Dnaz ve
RNAz icermeyen suda ¢6zinen ve 5 mM stok halinde hazirlanan doksorubisin soltisyonlari -
20 C’de saklanmistir. Apoptozu tetiklemek icin 0,0625-32 uM doz ve 4-24 saat zaman araligi
kullanilmistir. TNF-alfa ligandi tek basina HelLa hicrelerinde apoptozu tetiklemek igin yeterli
olmadigi igin sikloheksimid ile birlikte kullanilmistir. Sikloheksimid toksisitesi 5-80 ug/mL doz
ve 4-24 saat araliklarinda test edildikten sonra TNF-alfa ile apoptozu tetiklemek i¢in 1-125
ng/mL doz arahgi kullaniimistir. Benzer zaman araliklari kullanilarak 0,125-2 ug/mL

dozlarinda Fas antikoru ile apoptoz tetiklenmesi saglanmistir.
3.2 Apoptozun Akis Sitometresi ve Hiicre Sayim Cihazi ile Belirlenmesi

Degisik doz ve zaman araliklarinda ligandlar ile muamele edilen hiicrelerde meydana
gelen apoptotik dedisimler primer olarak akis sitometresinde incelenmistir (Merck Muse veya
BD FACS). Erken apoptotik evredeki hicreler Anneksin V (BD), ge¢ apoptotik evredeki
hiicreler ve 6lu hucreler ise 7AAD (BD) ile boyanarak karakterize edilmistir. Boyama icin
Anneksin V PBS ile 1:5, 7AAD ise PBS ile 1:10 oraninda dilue edilmistir. Boyanacak hticreler
Tripsin ile kaldirildan sonra PBS ile iki defa yikanip yeteri miktarda (200-300 pl, en az 50 pl)
Anneksin baglanma tamponunda c¢o6zulip 50 pl boyama igin eppendorfa aktariimigtir.
Hucreleri iceren eppendorflara her bir boyadan uygun dilisyonda ki boyadan 5 pl eklenip 15
dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben numunelere 200 pl
PBS daha eklenip analiz akis sitometresinde okuma islemine gegilmistir. Analiz sonucunda
sadece Anneksin V pozitif hiicreler erken apoptoz evresinde; her iki boyanin pozitif oldugu
hicreler ge¢ apoptoz evresinde; sadece 7AAD pozitif olan hicreler 6li/6lmekte olan

hacreler; her iki boyanin negatif oldugu populasyon ise canli hiicreler olarak kabul edilmigtir.

Apoptozun ve floresan boyamanin dogrulanmasi igin Floresan Mikroskopu
kullanilmistir. Akis Sitometresi analizinde kullanilan boyama prosedirlyle hazirlanan
O0eneklerden 10 ul hiicre-boya karigimi lamele yayilip lamel ile kapatildiktan sonra Olympus
IX70 (Filtre 2 7AAD igin ve Filtre 4 Anneksin V igin) Floresan Mikroskopu ile analiz edilmistir.
Gerekli oldugu durumlarda sadece tripan mavisi ile ge¢ apoptotik evredeki hicreleri

belirlemek igin hlcre sayim cihazi kullaniimigtir. Tripsinle kaldiriimis hicreler 5 dk satrif(jj
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(800 RPM) sonrasinda 1 ml PBS ile yikanip tekrar santriftij yapilmistir. Ust fazi atilip hiicreler
yeteri miktarda PBS ile seyreltilip 10 pyl numune esit miktarda tripan mavisi (1:1 dilusyon,
Invitrogen) ile karistiimistir. Karisimdan 10 pl Countess Slide Chamber’lara yerlestirildikten
sonra Countess (Invitrogen) hlicre sayimi cihazi ile 6li-diri hicrelerin orani (ylzde olarak)

belirlenmigtir. Tripan mavisine igine almis hicreler 6lu veya 6lmekte olan hicreler kabul

edilmistir.
3.3 Toplam RNA izolasyonu ve Kalite Kontrol Analizleri

Hucreler tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra soguk PBS ile iki defa yikanmistir. PBS
ortamdan tamamen uzaklastirildiktan sonra derin sekans analizinde kullanilacak hicrelere
RNAlater sollisyonu eklenerek kuru buz igerisinde génderi yapilmistir. Diger deneylerde
kullanilan toplam RNA’lar TRIzol (Life Technologies) ile izole edilmistir. Uzerlerine 1 mL
TRIzol eklenen hicreler vortekslendikten sonra, her bir mL TRIzol i¢cin 0,2 mL RNAz
icermeyen kloroform (Sigma) ilavesi yapilmistir. Numuneler 15 saniye elde galkalanmis ve 2-
3 dk oda sicakliginda inkiube edilmigtir. 12.000 xg'de 15 dk santfifigasyon sonrasi Ust sivi
faz yeni bir tipe aktariimis ve RNA’lar 0,5 mL izopropanol ile ¢oktlralmastir. Etanol ile
yikanan pelet hava ile 5-10 dk kurutulduktan sonra DNaz ve RNaz icermeyen suda

¢6zundlkten sonra daha sonraki kullanima kadar -80 ‘C’de saklanmistir.

RNA kalite kontrol analizleri icin ©ncelikle NanoDrop (Thermo Scientific) ile
spektrofotometrik analiz yapilmigtir. Azsonso Ve Assozzo dederleri sirasiyla protein ve alkol
kontaminasyonlarini degerlendirmek icin kullaniimistir. Bu oranlarin sirasiyla yaklagik 2 ve
2,0-2,2 arasinda olmasina 6zen gosterilmistir. Gerekmesi durumunda RNA’lar %1’lik agaroz
jelde yurutulerek gorsel kalite kontrolline tabi tutulmustur (smear olmamasi ve 18/28S rRNA
bantlarinin keskinligi). Derin sekans analizinde kullanilacak RNA’lar hizmet alimi yapilan
firma tarafindan Bioanalyzer ile daha detayh kalite kontrol analizine tabi tutulmustur. Bu
analizlerde RIN (RNA Integrity Number) sayilari 7-10 araliginda olan RNA o&rnekleri derin

sekans analizinde kullaniimistir.
3.4 Derin Sekans Analizleri

Apoptotik hicrelerde farkl ifade edilen halkasal RNA’lari belirlemek igin sisplatin,
doksorubisin, TNF-alfa ve Anti-Fas ligandlariyle muamele edilen HelLa hicrelerinden elde
edilen toplam RNA’lar derin sekans analizine tabi tutulmustur. Higbir ligand ile muamele
edilmeyen hicreler kontrol olarak kullaniimistir. Her bir numune (g tekrarli hazirlandigindan

toplam 15 numune derin sekans igin Hong Kong’da bulunan Novogene firmasina
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gonderilmigtir (lllumina HiseqTM2500). RNA-seq calismasi igin, daha 6nceden halkasal
RNA'lar icin optimize edilmis bir protokol takip edilmistir (Szabo ve Salzman, 2016).

3.5 Biyoinformatik Analizler

Bilinen ve vyeni halkasal RNA'larin tanimlanmasi igin CIRCexplorer programi
kullaniimistir (Zhang ve ark., 2014). Bu programda, genome eslesmeyen ve potansiyel
halkasal RNA oldudu varsayilan sekanslarda, tophat kullanilarak geri-kirpilmalar (back-
splicing) taranmaktadir. Herbir érnekteki normalize halkasal RNA ifadesini belirlemek igin,
Deseq2’nin 1.6.3 versiyonu kullanilarak “milyonda bir transkript” (TPM, transcript per million)
hesaplamasi yapilmistir (Love ve ark., 2014; Zhou ve ark., 2010). istatistiksel olarak anlamli
transkriptleri belirlemek icin padj < 0,05 degeri baz alinmistir. Log. oranlari baz alinarak K-
means ve SOM (self-organizing maps) kiimeleri yapilmistir. Halkasal RNA’larin translasyon
potansiyellerini irdelemek igin Circinteractome, Ensembl, NCBI ORF finder ve  SRAMP
programlarindan yararlaniimistir. Potansiyel miRNA:halkasal RNA etkilesimlerini irdelemek

icin StarBase kullaniimigtir.
3.6 Real Time PCR Analizleri ve Halkasal RNA’larin Klonlanarak Dogrulanmasi

Belirlenmis halkasal RNA adaylari i¢in geri birlesim dizisini dogrulamak adina iraksak
primerler dizayn edilmigtir. 3 pg sisplatin ile muamele edilmis RNA ve DMSO kontrol
RNA’dan cDNA yapilmistir (First strand cDNA sentez kiti, Thermo Scientific). Bu amagla tger
mikrogram RNA drneklerine 2 ul ANTP karisimi 1 uyl random primer 1 ul revers transkriptaz, 4
ul 5x buffer eklenmis ve sirasiyla 1 saat 42 °C’de ve akabinde 5 dakika 70 °C’de inkibe
edilmistir. Elde edilen karisim 1:1 oraninda seyreltilmistir ve final karisimdan her bir real time
PCR reaksiyonu igin 1 yl kullaniimigtir. 1 yl cDNA ya 12,5 yl Go Taq gPCR Master Mix (2X),
1 pl 25mM raksak primer karisimi ve 10,5 pl dH2O karistiriip uygun plakalara eklenmistir.
Kisa santrifij sonrasinda plaka LightCycler 480 (Roche) ekipmanina yerlestirilip analiz
edilmistir. Cihaz programi: 1 cycle 2 dk 95 C, 40 cycle 15 sn 95C ve 1 dk 60 C, ve 1 cycle 10
dk erime egrisi olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir reaksiyon 3 replika seklinde hazirlanmis,
kalip bulunmayan 6rnek negatif kontrol olarak kullaniimigtir. Veriler GAPDH’e gore normalize

edildikten sonra student’s T test ile istatistiki analize tabi tutulmustur.

Geri birlesim dizilerinin klonlama ile dogrulanmasi i¢in 1 pl cDNA, 1 pl iraksak primer
mix, 2,5 pl DreamTaq buffer, 0,5 pl dNTP mix, 0,125 U DreamTaqg Polymerase’e 20,37 pl
dH>0O eklenmistir. PCR cihaz programi: 1 cycle 3 dk 95°C, 35 cycle: 30 sn 95C, 30 sn 60C
ve 1 dk 72° C; adenilasyon i¢in 1 cycle 30 dk 72° C olacak sekilde ayarlanmistir. Jelden
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kesilip temizlenen PCR urunleri pCR® Il vektore yerlestirilmistir (TA Cloning® Kit with pCR®
Il Vector, Thermo Scientific). Hazirlanan vektérler kimyasal kompetent DH5a hicrelerine
transforme edilmis ve mavi-beyaz secilim icin IPTC- X-gal ile muamele edilmis LB agar
plakalara ekilmistir. Beyaz koloniler sivi LB kiltirinde buyutilmuas, plazmid izolasyonu
yapilmis (Nucleospin Plazmid Miniprep Kit, MN) ve geri birlesim dizisinin uzunlugu
restriksiyon endonikleaz enzimi EcoRIl (Takara) ile kesilerek ve ayrica Sanger dizileme

yontemiyle sekanslanmis (izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyomer) dogrulanmistir.

Tablo 1. qPCR ve klonlamada kullanilan primerler. a, yakinsak (convergent) primerler; b, qPCR
iraksak (divergent) primerleri; c, klonlamada kullanilan iraksak primerler.

ileri primer Geri primer
hsa_circ_0012992 AGGCTTGGATCTTCAGCCATT AGGTGGATGCACAAAATCTCAG
circ-HIPK3 TATGTTGGTGGATCCTGTTCGGCA TGGTGGGTAGACCAAGACTTGTGA
Beta-actin? CTGGGACGACATGGAGAAAA AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC
hsa_circ_0014824 ATCACAGGACCCAAACCTCTG CTTGCGCTCTGGTGCAGAAT
hsa_circ_0029693® TGCTAATGAATCGGGCACCT TCTTTCCTTCCATTTTTGTAGTTCC
hsa_circ_0029693¢° AAGCCTTGAGGGAAATCAGA TGGCCTCATTGTTAGTCCAG
GAPDH® ACTCCTCCACCTTTGACGC GCTGTAGCCAAATTCGTTGTC

3.7 Western Blotlama

Toplam protein izolasyonu igin 1XRIPA tamponu (Cell Signalling) kullaniimistir.
Tripsin ile kaldiriimis hlcreler 2 defa soguk 1XPBS ile yikandiktan sonra Uizerlerine RIPA (50
ul/108hticre) ve 100X proteaz inhibitor kokteyl (SantaCruz) (1X olacak sekilde) eklenip
Oornekler 1’er dakika vortekslenmis ve 10 dk buz Uzerinde bekletilmistir. Bu islem 4 kez
tekrarlanmistir. islem sonrasinda olusan siispansiyon 15 dk 4°C’de 14.000 g'de santrifilj
edildikten sonra slpernatant 2 veya lge bolintp kullanima kadar -20°C derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Protein konsantrasyonu Bradford Assay ile belirlenmistir.

Protein drnekleri 4X protein yikleme boyasi (%40 gliserol, 240 mM Tris/HCI pH 6,8,
%8 SDS, %0,04 bromofenol mavisi, %5 beta-merkaptoetanol) ile uygun oranda karistirilip 5
dk 95°C’de kaynatiimistir. Sonrasinda érnekler %5 Ust/%15 alt SDS jelde [dH.0, tampon
¢cOzelti: %30 Akrilamid (Sigma), %10 SDS (Applichem), TEMED (Sigma), %10 APS
(Applichem)] 2 saat 100 V’da yurutucu tamponla [25 mM Tris, 192 mM Gilisin, %1 SDS (a/h)]
yuratilmastlr. Her defasinda iki jel hazirlanarak jellerden bir tanesi Coomassie mavisi
solisyonu [1 mg/ml Coomasie Mavisi (Sigma), %10 asetik asit (h/h), %30 metanol (h/h)] ile
boyanarak protein bantlari gérsel olarak incelenmigtir. Diger jel ise Whatman ve PVDF
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membran (Millipore) arasinda ‘sandvi¢’ yapilip bir gece transfer tamponunda [25 mM Tris,
190 mM glisin ve %20 metanol (h/h)] 30 V uygulanarak proteinlerin membrana gegisi
saglanmigtir. Transfer isleminin kontroll igin membran Ponceau S [%0,1 (a/h) Ponceau S
iceren %5 (h/h) asetik asit] boyasi ile 20 dk inkibe edildikten sonra 3 kez 5’er dakika %0,05
(h/h) Tween20 icerikli 1IXTBS [50 mM Tris Baz, pH 7,6 ve 150 mM NaCl] tamponunda
yikanarak proteinlerin transfer verimliligi incelenmistir. Daha sonra filtreler membran
bloklama tamponu (1X TBS, %0,05 Tween20, %0,5 yagsiz kuru sut tozu) ile 1 saat boyunca
oda sicakliginda calkalayicida bloklanmistir. Uygun primer antikor, optimize edilen oranda
%0,5 sit/%0,05 Tween20/1X TBS icerisinde seyreltilerek membran ile gece boyu (16 saat)
+4°C’de c¢alkalayicida inklbe edilmistir. Membranlar inkiibasyon bitiminde 5 dakika araliklarla
5 defa 1X TBS-Tween20 tamponu ile yikanmistir. Uygun konakgi formatindaki HRP-konjuge
sekonder antikorla bir saat oda sicakliginda calkalanarak inkibe edilen membran,
sonrasinda tekrar 1X TBS-Tween20 tamponu ile yikanarak goérintilemeye hazir hale
getirilmistir. Gortintlileme icin kemiliminesan olarak Luminata Forte (Millipore) kullaniimistir.
Membran Uzerine 750 ul kemiliminesan eklenip 2 dk oda sicakliginda ve karanlikta inklbe
edildikten sonra Fusion SL (Vilber Lourmat) cihazi ile gorinti alinmistir.

3.8 Halkasal RNA susturulmasi

Transfeksiyon isleminden bir glin 6énce HelLa hicreleri (80.000 hicre/kuyucuk) 6
kuyucuklu plakalara ekilmistir. Transfeksiyon zamaninda besiyeri degistirilerek serum ilaveli
besi yeri ile hucreler transfeksiyona hazir hale getirilmigtir. Transfeksiyon reaktifi (FUGENE
HD) ile aday circRNA’larin susturulmasinda kullanilacak siRNA’larin (Dharmacon)
hibridizasyonu serum ilavesiz besiyerinde gerceklestiriimigtir. Reaksiyon hacmi toplam olarak
150 ul/kuyucuk olarak ayarlanmistir. ilk énce oda sicakligindaki 144,7 ul besiyeri bir
eppendorf tlipe eklendikten sonra Uzerine 0,8 pyl siRNA (40 nM) eklenip ¢ok kisa
vortekslenmigtir. Besiyeri-siRNA karisiminin Uzerine oda sicakligina getirilip vortekslenmis
4.5 ul transfeksiyon reaktifi eklenip kisa bir slire vortekslenmis ve 15 dk oda sicakliginda
inkube edilmigtir. Besiyeri-siRNA-Transfeksiyon reaktifi karigimi inkubasyon sonunda
kuyucuga damlatma ydéntemiyle eklenip her tarafa esit dagihmini saglamak igin ¢ok kisa
sekiz yazar gibi karistiriimistir. Transfeksiyon isleminin tamamlanmasina muteakip plakalar
inktbatorde (37°C, %5 CO2, nemli) 48 saat bekletilmistir.
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3.9 Polizom profili

Polizom analizleri daha 6nce rapor edilen protokollere gore yapilmigtir (Tu ve Akgul,
2005). Kisaca, 100mM NaCl2 (Applichem), 10mM MgCI2 (Applichem), 30mM Tris-HCI (pH 7,
Applichem) ve 10U/ml Superase RNase inhibitor (Ambion) iceren %5 ve %70’lik sikroz
coOzeltileri hazirlanmigtir. Programlanabilir Dansite Gradient Sistemi (ISCO) ile hazirlanan
gOzeltilerden olusturulan gradientler +4°C’de bir gece bekletilmistir.

HelLa hiicreleri, %10 FBS, 2 mM L-glutamin ve %21 penisilin-streptomisin icerikli RPMI
besiyerinde %5 CO, ve 37°C ortaminda ¢ogaltiimigtir. Sisplatin ve DMSO kontrol gruplarinin
olusturulmasi igin 5 adet 100 mm capindaki hlcre kiltiri plakasina, plaka basina 2*10°
hicre denk gelecek sekilde ekim yapilmis ve gece boyu ylzeye tutunan hicrelere, son
konsantrasyonu 80 pM olacak sekilde sisplatin eklenmistir. Kontrol grubunu olusturan
hiicrelere ise %0,1 oraninda DMSO eklenmigstir. 16 saatlik inkiibasyon (%5 CO,, 37°C ve
nemli kosullarda) sonunda hicre gruplarina, ribozom kaybi goérilmemesi icin, son
konsantrasyonu 10 pg/ml olacak hacimde siklohekzimid uygulamasi yapilarak hicreler 10
dakika boyunca %5 CO; ve 37°C sicaklikta inklibe edilmistir. Sonrasinda besiyerleri toplanan
hicreler, 10 pg/ml siklohekzimid igerikli sogutulmus RNase-DNase free 1XPBS ile yikanmig
ve tripsin-EDTA ile ylUzeyden toplanmistir. Hicre gruplarindan 10’ar pl 6rnek alinarak
Annexin V PE ve 7AAD ile boyanmis ve Muse hilicre analiz sisteminde apoptoz ylzdeleri

belirlenmigtir.

Olglimi yapilan hiicreler, kendi iglerinde de iki gruba ayrilarak iki farkli lizat olugturma
yéntemi uygulanmistir. 4 grup hicrenin Uzerine 1’er ml olmak tzere 100 mM NacCl, 10 mM
MgCI2, 30 mM Tris-HCI (pH 7), 30 U/ml SUPERase-in RNase inhibitor, %1 Triton-X 100, %1
sodyum deoksikolat (NaDOC), 100 ug/ml siklohekzimid icerikli liziz tamponu eklenmistir. Bir
grup tampon iginde 15 saniye vortekslenirken, diger grup 15 kez 26G’lik insulin siringasindan
gecirilmistir. Her iki grup da islemler sonrasinda 8 dakika buzda bekletildi ve inkiibasyon
sonunda 12.000 rpm’'de +4°C’de 8 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen slpernatantlar,
Onceden olusturulan gradientlerin (zerine pipetle eklendi ve ultrasantrifijde (Beckman
Coulter Optima L-XP) Beckman SW28 rotor ile 27.000 rpom’de +4°C’de 2 saat 55 dakika
boyunca santrifijlenmistir. Santriflij sonrasinda &6rnekler, dansite gradient fraksiyonlama
(ISCO) sistemi ile 254nm absorbansta Olgulmus ve fraksiyonlar, her tipe 30 damla 6rnek
gelecek sekilde mikrosantrifiij tlplerine toplanmistir. A254 te olusan grafige gore érnekler
nonpolizom (mRNP, 40S, 60S ve 80S) ve polizom olmak Uzere 2 grupta
toplanmistir. Fraksiyonlar 150 mM NaCl2 ve %0,5 SDS icerecek sekilde ayarlandiktan sonra
olugsan hacme esit miktarda fenol/kloroform/izoamilalkol 25:24:1 (pH 4.5, Applichem) eklenip
1 dk vortekslenmigtir. 3.000 rpm ve 24°C kosullarinda 5 dk yapilan santrifijden sonra hafif
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olan ve RNA igeren (st faz yeni bir tlpe aktariimistir. Uzerine esit hacimde
fenol/kloroform/izoamilalkol 25:24:1 (pH 4.5) eklenip bir ©6nceki basamakta belirtilen
kosullarda santriflij edilmistir. Ust faza esit hacimde kloroform eklenip ayni kosullarda
ekstrakte edildikten sonra 3M NaOAC (ph: 7) ve 2 kat hacimde, sogutulmus %100 etanol
eklenip, gece boyu -20°C’de inkibasyona birakiimistir. RNA’lar 30ml poliallomer tlpler5de
Beckman SW28 rotor kullanilarak 12.000 g ve 4°C kosullarinda 20dk santrifiij edilerek
cOkturtimastir. Son asamada %70’lik etanol yikamasindan sonra etanollu kuruyan drnekler
50ul DEPC’li su icinde ¢dzUlmustar.

4. BULGULAR

4.1 HelLa Hucrelerinde Apoptozun Tetiklenmesi

Proje 6nerisinde belirtildigi Gzere, insan hucrelerinde apoptozu tetiklemek icin HelLa
hlcreleri model olarak segilmistir. Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik olmak Uzere iki ana yolak
ile tetiklenebileceginden, her iki yolagi tetiklemek icin iki ayri ajan segilmistir: Intrinsik (i¢csel)
yolag tetiklemek icin sisplatin ve doksorubisin ajanlari; ekstrinsik (digsal) yolagi tetiklemek

icin anti-fas ve TNF-alfa ligandinin kullanilmasi énerilmigtir.

4.1.1 HeLa Hiicrelerinde Apoptozun Akim Sitometresiyle Analizi

Gerek intrinsik gerekse ekstrinsik yolaklari tetiklemek icin kullanilan ligand
muameleleri sonrasi, hicre membraninda yer alan Anneksin V eksternalizasyonu akim
sitometresi ile Olcllerek erken evredeki apoptotik hicrelerin oranlari belirlenmistir. Yapilan
doz kinetik ¢caligmalari sonucunda, sisplatin i¢cin 80 uM/16 saat; doksorubisin i¢in 0,5 uM/4
saat; anti-Fas mADb icin 0,5 pg/mL/16 saat ve TNF-alfa icin 125 ng/mL/8 saat en uygun dozlar
olarak belirlenmistir. HeLa hlcrelerinde TNF-alfa tek basina apoptozu tetiklemek igin yeterli
olmadidi icin 10 pg/mL sikloheksimid ile kombinasyon halinde uygulanmistir (Fraisse ve ark.,
1998). %0,1 DMSO ile muamele edilen hticreler kontrol hicreleri olarak kullanilimigtir. Bu
sartlar altinda yapilan ligand muameleri sonucu, hicrelerde %27-58 arasinda degisen

apoptoz oranlar belirlenmisitr (Sekil 5). Sisplatin ve TNF-alfa yaklasik %58 oraninda
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Sekil 5. Apoptotik HeLa hiicrelerinin akis sitometri analizi. HeLa hicreler, A. %0,1 DMSO (kontrol
grubu) ile 16 saat B. Sisplatin (80 uM) ile 16 saat, C. Doksorubisin ile (0.5 uM) 4 saat, D. Anti-Fas
mAb (0.5 pg/ml) ile 16 saat ve E. TNF-a (125 ng/ml) ile 8 saat inkiibe edilmiglerdir. Annexin V ve 7-
AAD ile boyama sonrasi akis sitometrik analizler yapilmistir. F. Apoptoz yuzde grafigi. Tum deneyler 3
replika halinde gergeklestiriimistir. p<0.005.

apoptoza yol acarken, bu oran anti-Fas mAb ile muamele edilen hicrelerde maksimum %27
olmustur. HelLa hicreleri Fas reseptoru ile apoptotik yolaklarin tetiklenmesine karsin
desensitize oldugu igin (Holmstrom ve ark., 1999), mevcut kosullar optimum kosul olarak

kabul edilerek RNA izolasyonuna karar verilmigtir.
4.1.2 Apoptotik Yolaklarin Tetiklenmesinin Western Blotlamayla Analizi

Her bir ajanla muamele sonrasi gerekli yolaklarin tetiklendiginin anlagiimasi igin
apoptozun tetiklendiginin énemli gdstergelerinden olan kaspaz-8, ve -9 aktivasyonuna
bakilmistir. Kaspaz aktivasyonu oldukga dinamik bir sire¢ oldugu igin, dzellikle sisplatin ile
muamele edilen hicrelerde zaman kinetigi calismalarida yapilmistir (Sekil 6A-D). Bu
sonuclara gore, HelLa hiicrelerinin 16 saat sisplatin ile muamele edilmeleri kaspaz 8 ve 9
aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 6D, sira 4). Ayrica diger kimyasallar ile muamele de

proje kapsaminda uygulanan kosullarda kaspaz aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 6E).
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Sekil 6. HeLa hiicrelerinde apoptozun tetiklenmesi sonrasi kaspaz aktivasyonu. 1 milyon HelLa
hiicresi degisik doz ve zamanlarda sisplatin (A-D) veya doksorubisin, anti-Fas ve TNF-alfa (E) ile
muamele edilerek apoptoza ugratiimis ve RIPA sollsyonuyla protein ekstrakti elde edilmistir. 50 ug
ekstrakt %10’luk SDS-PAGE jelde yiritildikten sonra kaspaz 8, kaspaz 9 ve kaspaz 3 antikoruyla
inkiibe edilmistir. GAPDH protein yukleme kontrolu olarak kullaniimistir. Kaspazlarin inaktif ve aktif
formlari belirtilmistir. Panel A-D, Sirasiyla 4, 8, 12 ve 16 saat inkiibasyon; Kuyucuklar 1-6 (Panel A-D),
siraslyla, sadece hicre kontrol, DMSO kontrol, 40, 80, 160 ve 320 uM sisplatin uygulanan drnekler;

Kuyucuklar 1-5 (Panel E), sirasiyla, sadece hiicre, DMSO kontrol, doksorubisin, anti-Fas ve TNF-alfa
uygunalan ornekler.

4.1.3 Jurkat ve MCF7 Hucrelerinde Apoptotik Yolaklarin Tetiklenmesi

Farkl ifade edilen halkasal RNA'larin hiicre-spesifik bir ifadeye tabi olup olmadiklarini
arastirmak icin adaylarin ifadelerinin, HeLa hucreleri yaninda Jurkat ve MCF-7 hicre
hatlarinda da incelenmesi planlanmistir. Bu hiicre hatlarinda da HelLa hiicrelerine benzer bir
doz kinetigi gézlenmistir. Ornegin, Jurkat hiicrelerinde 100 puM sisplatin 16 saat sonunda
%44,9 apoptoza yol agmistir (Sekil 7A). Dort saatlik doksorubisin muamelesi 4 uM
konsantrasyonda %57 oraninda apoptoza yol acarken (Sekil 7B) anti-Fas uygulamasi 1 uM

konsantrasyonda %19,6 oraninda apoptoza neden olmustur (Sekil 7C). MCF7 hcrelerinde
de benzer bir doz-zaman kinetigi gdzlenmigtir.
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Sekil 7. Jurkat hiicrelerinde sisplatin, doksorubisin ve anti-Fas ile apoptozun tetiklenmesi. 0,5X10°¢ Jurkat
hiicresi ilag muamelesinden 24 saat 6nce alti kuyucuklu flasklara ekilmistir. Ertesi giin degdisik konsantrasyonlarda
sisplatin (Panel A, 16 saat), doksorubisin (Panel B, 4 saat) ve anti-Fas antikoruyla (Panel C, 16 saat) muamele
edilmiglerdir. Akim sitometresi kullanilarak fenotipe dayali apoptotik, canli ve 6li hilcre yiizdeleri beliflenmistir.
Her bir deney en az 3 kez tekrarlanmis ve Student’s t test analizine tabi tutulmustur.

4.2 Derin Sekanslama ile Farkli ifade Edilen Halkasal RNA’larin Belirlenmesi

Apoptozun regllasyonunda rol oynayan halkasal RNA'lari belirlemek igin daha
kapsamli olmasi bakimindan derin sekans analizi kullaniimigtir. Bu baglamda 6ncelikle HeLa
hicreleri 4.1'de ifade edilen doz ve zaman araliginda 4 farkh ligand ile muamele edilmistir.
Boylece apoptozun dizenlenmesinde rol oynayan halkasal RNA’larin farkl ifadeleri
saglanmistir. Buna mauteakip ilgili hldcrelerden RNA izole edilip derin sekans analizi
yapilmigtir. Hicbir ligand ile muamele edilmeyen hucrelerde tespit edilen halkasal RNA ifade
miktari baz alinarak ifadelerinde farklilik olan aday ukmRNA’lar dokimante edilmigtir.
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4.2.1 RNA izolasyonu ve Kalite Kontol Analizleri

Kontrol ve ligandlarla muamele sonrasi TRIzol yontemi kullanilarak 15 numuneden

toplam RNA izolasyonu yapilmistir. Her bir muameleden Uger replika hazirlanmistir. izole

285 rRNA
185 rRNA

285 rRNA

185 rRNA

Sekil 8. Apoptozun tetiklendigi HeLa hiicrelerinden RNA izolasyonu. Beser milyon HelLa hiicresi
DMSO kontrol (1-3), 80 UM sisplatin (4-6), 0,5 UM doksorubisin (7-9), 0,125 ng/mL TNF-alfa (10-12)
ve 0,5 pg/mL anti-Fas ile muamele edildikten sonra TRIzol ile toplam RNA izole edilmis ve 500 ng
RNA %17’lik agaroz jelde yuratilmastar.

edilen RNA’lar U¢ tur RNA kalite kontrol analizine tabi tutulmustur. Birinci asamada
NanoDrop ile spektrofotometrik olarak konsantrasyon, Aozsozso Ve Ageozzo  oranlari
belirlenmigtir. Bu oranlari 1,8-2,1 arasinda olan drnekler ikinci asamada %1 agaroz jelde
yurUtllerek goérsel kalite kontroliine tabi tutulmustur. Sekil 8’de gorildigu Uzere 18S ve 28S
rRNA bantlarinin keskinligi ve bir “smear” olmamasi dikkate alinarak RNA’larin yeterli gorsel
kalite kontroliine sahip olduguna karar verilmistir. Ucglincli asamada ise, ilgili 6érnekler
Bioanalyzer ile kalite kontrolline tabi tutulmuslar ve RIN (RNA Integrity Numer) numarasi 8

ve Uzerinde olan o6rnekler derin sekanslamada kullaniimiglardir (Novogene, Hong Kong).

4.2.2 Derin Sekans ile Farkh ifade Edilen Halkasal RNA’larin Belirlenmesi

Toplam 15 o&rnek lllumina platformu kullanilarak RNA-seq c¢alismasina tabi
tutulmustur. Bu galisma icin Novogene (Hong Kong) firmasindan hizmet alimi yapilmigtir.
Elde edilen ham data verilerine gore, bir 6rnekten elde edilen ham okuma miktari 81.360.972
ile 106.246.444 arasinda degismektedir. Temiz okuma miktari ise 79.147.032 ile
103.277.920 arasinda degismektedir. Sekans hata orani %0,02-0.03 olup Q30 degerleri

%91-94,43 arasinda degismektedir. Genome eslesen okuma oranlari ise %68,77-%94,3
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arasindadir. Bu degerlendirmeler sonrasi, derin sekans verileri givenilir kabul edilip daha

sonras! analizlere gegilmistir.

Halkasal RNA’larin primer olarak intronlardan kaynaklandigi gézlenmektedir. Ancak,
ekzon ve genler arasi bélgelerden kaynaklanan halkasal RNA'larda mevcuttur. Normalize
halkasal RNA ifadesini belirlemek icin TPM (transcript per million) hesaplamalari yapilimis
(Sekil 9A) ve elde edilen veriler input olarak kullanilarak K-means ve SOM kimelemeleri
yapilmistir. Sekil 9'da gorildugu Gzere, HeLa hicrelerinde kullanilan liganda bagli olarak
farkh ifade edilen halkasal RNA orintisu degisim gostermektedir. Daha sonra, P degerleri
baz alinarak bir filireleme yapilmis ve kontrol hiicrelere goére ifadelerinde istatistiksel olarak
anlamli fark gdsteren halkasal RNA’lar belirlenmistir (Sekil 9B). Bu analize gore, sisplatin ve
TNF-alfa muameleri, bizim deneysel kosullarimizda, HeLa hlcrelerinde sirasiyla 109 ve 236
halkasal RNA'nin farkli ifade edilmesine yol agmistir. Ancak, anti-Fas ve doksorubisin

siraslyla sadece 4 ve 5 farkli halkasal RNA ifadesine yol agcmistir.

Ozellikle sisplatin ve TNF-alfa ile muamele edilen hiicrelerde onlarca farkli ifade
edilen halkasal RNA belirlenmigtir. Ancak, proje kapsaminda kullanilan ligandlar, apoptoz
yaninda stres, proliferasyon ve hicre siklisi gibi degisik hicresel fenotipleride
etkilediklerinden, apoptozda rol oynama potansiyeli bulunan halkasal RNA’lari segmek igin
bir dizi filtreleme kriterleri belirlenmigtir. Bu baglamda (1) kontrol ve ligandlarla muamele
edilen hucrelerde ifade farki en fazla olan adaylara; (2) istatistiksel olarak farkli ifade miktari
anlamli olan adaylara; ve (3) apoptozda rol oynadigi raporlanan RNA’lardan kdken alan
adaylara oncelik verilmistir. Bu kriterler dikkate alinarak, 10 aday belirlenmistir (Tablo 2).
Derin sekans verilerinde gb6re, bu adaylardan hsa_circ 0099768, hsa_circ_0083543,
hsa_circ_0043795, hsa_circ_0051666 ve hsa_circ_0014824’Un ifadelerinde artig gorultrken

diger 5 adayin ifadesinde azalma tespit edilmigtir.
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Anti-Fas TNF-a

DOX

Sekil 9. Apoptotik sartlarda farkl ifade edilen halkasal RNA’lar. A. TMP kiimeleme analizi. Analiz
log10(TPM+1) degeri baz alinarak yapiimistir. Kirmizi bodlgeler yuksek, mavi bdlgeler disik ifade
seviyesine sahip halkasal RNA’lari gostermektedir. Kirmizidan maviye dogru ifade seviyeleri
azalmaktadir. B. Venn diagram analizi. Halkasal RNA adaylarinin apoptotik HelLa hicrelerinde
dagilimi. CP, sisplatin; FAS, anti-Fas mAb; TNF, TNF-alfa and DOX, doksorubisin ile muamele edilmis
HelLa hicrelerini géstermektedir. CP1, 2, 3; biyolojik replikalari ifade etmektedir.
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4.2.3 Aday Halkasal RNA’larin gPCR ile Validasyonu

Tipik bir transkriptomiks analiz sonrasi secilen adaylarin fonksiyonel olarak
karakterize edilmesinden 6nce, derin sekans verilerinin ikinci bir yontem ile valide edilmesi
gerekmektedir. Bu validasyon halkasal RNA’lar icin daha da blylk bir 6nem arz etmektedir.
Zira, potansiyel tandem duplikasyonlar ile gercek halkasal RNA’larin birbirinden ayirt
edilmesi gerekmektedir. Bu baglamda oncelikle circ-HIPK3 pozitif kontrol, beta-aktin ise
negatif kontrol olarak secilmistir. Literatlrde iyi tanimlanmis bu halkasal RNA'nin HelLa
hicrelerinde de ifade edildigi raporlanmistir (Li ve ark., 2017). Halkasal RNA’larda gortlen
ters-kirpilma birlesme noktalarinin (back-splicing junction) amplifikasyonunu saglayacak
sekilde tasarlanan iraksak (divergent) primerler kullanilarak iki grup RNA’dan RT-PCR analizi
yapilmigtir. Birinci grup RNA’lar RNAz R ile muamele edilmedikleri icin, lineer ve halkasal
RNA'lari ihtiva etmektedirler. ikinci grup RNA’lar ise RNAz R ile muamele edildiklerinden

Tablo 2. Apoptotik hiicrelerde farkh ifade edilen aday halkasal RNA’lar. *Dért ligand ile farkli ifade
edilenler; ** Gi¢ ligand ile farkl ifade edilenler; * yok ise, en az bir ligand ile farkli ifade edilenler. Kalp
mMRNA, halkasal RNA’nin orijin aldigi protein kodlayan gen.

Adaylar P-degeri Log degisim Kalip mRNA
hsa_circ_0099768* 2,29E-04 71.045 FGF14
hsa_circ_0083543** 0.00053703 50.376 XPO7
hsa_circ_0043795 0.00068894 49.662 STAT5A
hsa_circ_0051666 0.0004384 50.975 BBC3
hsa_circ_0014824  9,18E-01 55.021 ARHGEF11
hsa_circ_0029693  0.00038011 -36.338 LATS2
hsa_circ_0081300 0.00039188 -36.291 TRRAP
hsa_circ_0012992 0.00014162 -53.499 USP33
hsa_circ_0080853 0.00011961 -53.925 PTPN12
hsa_ circ_0097866 0.0001054 -54.228 TMEM132C
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Sekil 10. Halkasal RNA’larin RT-PCR ile amplifikasyonu. RNAz R ile lineer RNA’larin uzaklastinidigi (RNaz R
uygulamasi) ve uzaklastinimadigi (toplam RNA) RNA’lardan hazirlanan cDNA’ler ve iraksak primeler kullanilarak
halkasal RNA'lar RT-PCR ile ¢ogaltiimistir. Ornekler %1 agaroz jelde yuritilmistir. Beta aktin (3 ve 4 no’lu
ornekler sirasiyla RNaz R uygulamasi yapilmis ve yapilmamis 6rneklerdir) negatif kontrol olarak kullaniimistir. 1,
2, 5 ve 6 no’lu drnekler sirasiyla hsa_circ_0012992, hsa_circ_HIPK3, hsa_circ_0014824 ve hsa_circ_0029693
adaylarina aittir.

minimal dizeyde lineer RNA icermekte ve dolayisiyla halkasal RNA yoéninden
zenginlestiriimislerdir. RT-PCR verilerine gore, B aktin mRNA’si RNAz R ile muamele edilen
Orneklerde tamamen yok olmaktadir (Sekil 10, sira 3 ve 4). Ancak, test edilen adaylardan
higbirinde RNAz muamelesi PCR Urinlerinin yok olmasina vesile olmamaktedir (Sekil 10,
siralar 1, 2, 5 ve 6). Bu sonuglar da derin sekans analizi sonrasi belirlenen aday halkasal
RNA’larin HelLa hdcrelerinde ifade edildigini gostermektedir. Bu sonuglar sonrasi aday
halkasal RNA’lara ait PCR Urlnleri jelden purifiye edilerek TA klonlama ile plasmidlere

klonlanmig ve sekans analizine tabi tutularak “back-splicing junction” varligi dogrulanmistir.

Halkasal RNA’larin varligi dogrulandiktan sonra, DMSO kontrol ve sisplatin ile
muamele edilen HelLa hicrelerinden izole edilen RNA orneklerinde U¢ adet aday halkasal
RNA miktarlari gPCR ile kantitatif olarak analiz edilmigtir. Elde ettigimiz veriler,
hsa_circ_HIPK3 ve hsa_circ_0012992 ifadelerinin HelLa hicrelerinde sirasiyla 2 ve 3,3 kat
azaldigini géstermektedir (Sekil 11A). Buna karsin, hsa_circ_0099768 ve hsa_circ_0029693
ifadeleri sirasiyla 6,7 ve 5,6 kat anlamli olarak artmigtir. Bu verilerin hiicreye 6zgin olup
olmadigini test etmek igin, ¢ aday halkasal RNA miktari, sisplatin ile muamele edilen MCF7
ve Jurkat hicrelerinde de gPCR ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Hsa_circ_0029693,
sisplatin muamelesi sonrasi, HeLa ve MCF7 hucrelerinde sirasiyla 5,6 ve 2,1 kat artis
gosterirken, Jurkat hicrelerinde 2,7 kat azalis gostermistir (Sekil 11A-B). Bu verilerde bize,
en azindan test edilen aday halkasal RNA’larin hucreye 6zgun ifade profillerine sahip
oldugunu gostermektedir.
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Sekil 11. Halkasal RNA’larin qPCR analizi. DMSO ve sisplatin ile muamele edilen hiicrelerden izole edilen
RNA’lar 6nce RNAz R ile muamele edilmis ve akabinde random primerler kullanilarak cDNA sentezlenmistir.
Promega qPCR master mix kullanilarak tger biyolojik tekrarli yapilan gPCR sornasi elde edilen veriler DMSO ve
GAPDH’e normalize edilmigtir. ** P < 0,01; *** P < 0,001. (A) HeLa hucreleri; (B) MCF ve Jurkat hiicreleri.

Halkasal RNA biyogenezinin molekiler detaylari henliz tam aydinlatimamistir.
Ancak, yapilan bazi c¢alismalarda halkasal RNA dretiminin, kdken aldigi lineer kalip
MRNA’nin hicre i¢i miktarinda degisime yol acabilecedi raporlanmistir (Aufiero ve ark.,
2018). Bu nedenle bizde ligandlarlar apoptozun tetiklendigi HelLa hiicrelerinde, halkasal RNA
ifadesinin kalip mRNA ifadesine etkisini irdeledik. Sekil 12A’da gérildigu Uzere,
hsa_circ_0012192 ve kdken aldigi USP33 lineer mRNA ifadeleri birbirine paralel bir seyir
izlemektedir. Buna karsin, sisplatin muamelesi sonrasi hsa_circ_0099768 ifadesinde gérilen
6,7 kat artis lineer transkript miktarindan bagimsiz bir seyir gdstermektedir. Bu da bize,
hsa_circ_0099768 biyogenezinin FGF12 transkripsiyon hizindan bagimsiz olarak
sekillendigine isaret etmektedir. Degisik ligandar ile olusan halkasal RNA’larin kalip mRNA
mitkarina etkilerini irdelemek igin, hsa_circ_0029693 ve kdken aldigi LATS2 mRNA ifadeleri
incelenmistir. Sekil 12B’de goruldigu Uzere, doksorubisin disinda, halkasal RNA olusumu
LATS2 transkripsiyon oranindan bagimsiz olarak sekillenmektedir. TUm bu verilerde, bizim
deneysel kosullar altinda inceledigimiz halkasal RNA’larin bir mRNA kirpilma yan arunu
olmadigi ve hicresel fenotipe yanit olarak spesifik olarak sentezlenmis olabileceklerine isaret

etmektedir.
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Sekil 12. Halkasal RNA olugumunun kalip mRNA ifadesine etkisi. DMSO kontrol ve dort degisik ligand ile
muamele edilen HelLa hiicrelerden izole edilen RNA’lar 6nce RNAz R ile muamele edilmis ve akabinde random
primerler kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Promega gPCR master mix kullanilarak Gger biyolojik tekrarli gPCR
yapllmis ve elde edilen veriler DMSO ve GAPDHe normalize edilmistir. Lineer transkriptlerin analiz edildigi
orneklerde RNAz R muamelesi yapilmamistir. * P < 0,5, ** P < 0,01; *** P < 0,001. (A) sisplatin muamelesi; (B)
sisplatin, doksorubisin, anti-Fas ve TNF-alfa muamelesi.

4.3 Halkasal RNA’larin Protein Kodlama ve miRNA Singeri Potansiyellerinin

irdelenmesi

Halkasal RNA’larin en bilinen potansiyel fonksiyonlarindan iki tanesi (1) miRNA’lar
icin siinger gorevi gorerek onlari ortamdan uzaklastirmalari ve bodylece miRNA hedef
RNA’larinin fonksiyonlarini arttirmalari ve (2) uygun 5’ sekans tagimalari durumunda proteine
cevrilerek tranke protein Uretimine yol agmalaridir (Chen ve ark., 2016; Pamudurti ve ark.,
2017). Dort ligandla muamele sonrasi farkl ifade edilen halkasal RNA'larin, miRNA’lar igin
stinger gorevi yaparak apoptozu duzenleme potansiyelini irdelemek icin, halkasal RNA’lar
Uzerinde bulunan potansiyel miRNA baglanma bdlgeleri belirlenmigtir. Hi¢ stphesiz ki, bir
halkasal RNA’nin slinger olarak tanimlanabilmesi igin, tek bir miRNA igin birden fazla
baglanma bdlgesi icermesi gerekmektedir (Chen, 2016; Li ve ark., 2017). Sisplatinin kanser
kemoterapdtik etkisinden dolayi dncelikle sisplatinin olasi etkisi incelenmigtir. Farkl ifade
edilen 109 halkasal RNA’dan (Sekil 9B) 71 adeti miRNA baglanma bdlgesi icermektedir. Bu
halkasal RNA’lardan en az 5 miRNA baglanma bolgesi igererenler KEGG fonksiyonel
anotasyonuna tabi tutularak, halkasal RNA-miRNA etkilesimleri sonrasi etkilenmis olabilecek
hedef mRNA’larin gérev yaptigi biyolojik islevler belirlenmistir. Bu analizler sonrasi, bizim
deneysel kosullarimiz altinda, olasi halkasal RNA-miRNA etkilesimlerinin kanser, hicre

yapigmasi ve MAPK sinyal ileti yolaklari gibi islevleri etkileyebilecegi belirlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Potansiyel halkasal RNA-miRNA etkilesimlerinin biyolojik islevlere etkisi. Sisplatin ile muamele
edilen HeLa hicrelerinde farkli ifade edilen halksal RNA’larda en az bes baglanma bdlgesi iceren miRNA’lar ve
bu miRNA’larin deneysel olarak dogrulanmis hedef mRNA’lari belirlenmistir. Bu hedef RNA’lar KEGG analizine
tabi tutularak olasi halkasal RNA-miRNA etkilesimlerinin biyolojik islevlere olan etkileri belirlenmistir.

Farkl ifade edilen halkasal RNA’larin proteine ¢evriime potansiyellerini biyoinformatik
araclarla belirlemek igin, daha énce transle olan halkasal RNA’larda varligi raporlanan
Ozellikler bakimindan bir tarama yapilmistir. Literatirde var olan bilgiler, (1) ilk ekzonu ve
dolayisiyla AUG translasyon baslangi¢c kodonunu icerenler, (2) 5 UTR (untranslated region)
kisminda IRES (internal ribosome entry site) icerenler ve (3) potansiyel m°A metilasyon
bolgesi icerenlerin transle olma ihtimalleri daha yuksektir (Zhou ve ark., 2016 Pamudurti ve
ark., 2017). Bu kriterler alinarak yapilan filtreleme sonrasi, hsa_circ_0029693 halkasal

RNA’nin proteine ¢evrilme potansiyeli bulunmaktadir (Sekil 14).
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Sekil 14. Hsa_circ_0029693’iin proteine ¢evrilme potansiyeli. Ensemble kullanilarak halkasal RNA'nin ekzon
sinirlari  belirlenmistir. IRESite (iresite.org/) veritabani kullanilarak IRES (ribozom tanima bolgesi) icerme
potansiyeli ve SRAMP (cuilab.cn/sramp/) veritabani kullanilarak m8A bdlgeleri  belirlenmistir.  (A)
hsa_circ_0029693 halkasal RNA’s1 ve protein Urinlerinin 3D modelleri. (B) IRES ve m6A metilasyon motifini
iceren sekanslar.

4.4 Halkasal RNA’larin Polizomlarla Etkilesimlerinin irdelenmesi

Biyoinformatik analizler en azindan bir halkasal RNA'nin proteine gevrilme potansiyeli
olduguna isaret etmekle birlikte, bu hipotezi dogrulamak icin deneysel verilere ihtiyag vardir.
Bu baglamda deneysel olarak halkasal RNA’larin proteine ¢evrilme olasiliklarini irdelemek
icin iki genel yaklagim kullaniimaktadir. Bu yaklagimlar (1) endojen protein trininun kitle
spektrofotometri veya western blot gibi ydntemlerle gosterilmesi veya (2) halkasal RNA’larin
polizomlarla etkilestiginin gosterilmesidir. Hentiz elimizde potansiyel protein Urunlerine kargi
bir antikor veya asiri ifade vektorleri olmadigi igin, birinci segeneg@i kullanma imkanimiz
bulunmamaktadir. Ancak, halkasal RNA’larin polizomlar ile etkilesip etkilesmediklerini
irdelemek icin sukroz yogunluk gradyanti kullanilarak halkasal RNA’larin hiicresel
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Sekil 15. Polizom profili ile hsa_circ_0029693’lin proteine gevrilme potansiyelinin incelenmesi. (A) Polizom
profili. DMSO ve sisplatin ile muamele edilen HelLa hucreleri parcalandiktan sonra elde edilen sitozolik ekstrat
%5-70 sukroz gradyanti lzerinde fraksiyonlara ayriimis ve fraksinasyon esnasinda okunan Azss degerleri baz
alinarak mRNP, 40S, 60S, 80S ve polizomlari igeren fraksiyonlar belirlenmistir. Polizom disi tim fraksiyonlar
“nonpolizomal” fraksiyon olarak birlestiriimistir. Sadece DMSO ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen
elektroferogram gosterilmigtir. (B) Halkasal RNA’larin RT-PCR analizi. Nonpolizomal ve polizomal fraksiyonlardan
elde edilen RNA’lardan ve kontrol olarak kullanilan toplam RNA’lardan Sekil 11'de agiklandigi sekilde ancak
gPCR yerine RT-PCR analizi yapilmigtir. NP, nonpolizomal RNA; P, polizomal RNA; T, toplam RNA; C, sisplatin;
D, DMSO.

translasyon Uniteleri olan polizomlarla etkilesimleri incelenmistir. Bu baglamda DMSO ve
sisplatin ile muamele edilen HelLa hicreleri %5-70 sukroz gradyanti Uzerinde
fraksiyonasyona tabi tutulduktan sonra, Azs4s okumalari baz alinarak fraksiyonlar polizomal ve
nonpolizomal fraksiyonlara ayrilmistir (Sekil 15A). Her iki fraksiyondan elde edilen toplam
RNA’lar ile RT-PCR yapilarak irdelenen RNA’nin hangi fraksiyonda oldugu belirlenmistir. Bu
analizlerde GAPDH, lineer mRNA’lar ve deney igin pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Sekil
15B’de goruldugu Uzere, beklendigi gibi, DMSO ve sisplatin ile muamele edilen hicrelerde
GAPDH hem polizomal hem de nonpolizomal fraksiyonlarda bulunmaktadir. Literatiirde ¢ok
iyi tanimlanan circ_HIPK3 yine bir kontrol olarak kullaniimistir. Circ_HIPK3 halkasal RNA’da

her iki fraksiyonda yer almaktadir. Dolayisiyla proteine gevriime potansiyeli mevcuttur.
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Ancak, biyoinformatik analizler sonrasi proteine gevrilme ihtimali oldugunuu disindigimuz
hsa_circ_0029639 hem DMSO hem de sisplatin ile muamele edilen hiicrelerde sadece
nonpolizomal fraksiyonlarda tespit edilebilmistir. Bu verilerde, bizim deneysel kosullarimiz
altinda bu halkasal RNA’nin proteine c¢evrilme ihtimalinin olduk¢a zayif oldugunu
gOstermektedir. Ancak, polizomal ekstrakt hazirlanmasi sirasinda c¢ekirdek ortamdan

uzaklastirilarak sadece sitozolik ekstrakt kullanildigindan, test edilen iki halkasal RNA’nin da

en azindan bir kisminin sitoplazma da konumlandigini belirlemis bulunmaktayiz.

4.5 Aday Halkasal RNA Susturmasinin Apoptoza Etkisinin irdelenmesi

RNA-seq verilerine gore yizlerce halkasal RNA’'nin ifadesinde farkllk tespit etmis
olmamiza karsin, tum farkli ifade edilen halkasal RNA’larin apoptozda rol oynama ihtimalleri
bulunmamaktadir. Nitekim, sisplatin ya da TNF-alfa gibi ligandlarin apoptoz yaninda
proliferasyon, hicre dongisu, hucre motilitesi ve stress gibi bir dizi hiicresel iglevleri de
etkilemesi beklenmektedir. Aday halkasal RNA’larin apoptoza olan direkt etkilerini irdelemek
icin, bir adet halkasal RNA adayi, hsa_circ_0029693, siRNA ile HelLa hicrelerinde
susturularak susturmadan 48 saat sonra hicrelerin apoptoz oranlari akim sitometresi ile
incelenmistir. Sekil 16’da gorilduglu Uzere, sadece hicrelerin (negatif kontrol) ya da
transfeksiyon reaktifiyle muamele edilen htcrelerin (TR) toplam Annexin V+ oranlari oldukga
disuk (%8-12) olmasina karsin, negatif siRNA 40 nM kullanildi§i zaman %37 oraninda 6lim
gorulmektedir. Ancak, negatif siRNA ile karsilastirildiginda, hem circ_HIPK3 hem de
hsa_circ_0029693 siRNA’si ile transfekte edilen Hela hicrelerin apoptoz oranlarinda,
transfeksiyondan 48 saat sonra istatistiksel olarak anlamh bir oranda artis gorulmektedir
(Negatif siRNA ile %37 iken, circ_HIPK3 siRNA’sI %53, hsa_circ_0029693 siRNA’sI %52, P
< 0,05). Ancak bu hucrelerden elde edilen toplam RNA ile yaptigimiz qPCR sonuglarina
gore, circ_HIPK3 miktarinda %26 azalma gorllirken, hsa_circ_0029693’'da %75 azalma
oldugu belirlenmigtir. Negatif siRNA'da var olan 6lumu minimize edebilmek igin, susturma

deneylerinin daha optimal sartlar altinda validasyonu gerekmektedir.
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Sekil 16. Circ_HIPK3 ve hsa_circ_0029693 susturmasinin apoptoza etkisi. HelLa hucreleri 6 kuyucuklu
plakalara 80.000 hiicre/kuyucuk olarak sekilde bir giin 6nceden ekildikten sonra 40 nM siRNA (Dharmacon) ile
tranfekte edilmistir. Tranfeksiyondan 48 saat sonra Annexin V ve 7AAD boyamasi yapilarak hiicrelerin 6lim
oranlari akim sitometresi ile analiz edilmistir. Negatif kontrol, sadece hicreler; TR, transfeksiyon reaktifiyle
muamele edilmis hiicreler; non-targeting kontrol, negatif SiRNA. * P < 0,05; ** P < 0,001.

5. TARTISMA/SONUG

Apoptoz hem ihtiyag fazlasi hicreleri hem de saghgi tehdit eden ajanlarin vicuttan
uzaklastiriimasini saglayarak homeostazin saglanmasinda 6énemli fonksiyonu olan hicresel
bir iglevdir (Elmore, 2007). Klasik molekiler biyoloji tanimlamasinda gen fonksiyonlari
proteinler ve kucik kodlamayan RNA’lar tarafindan dizenlenmektedir. Nitekim apoptozun
dizenlenmesinde rol oynadigi bilinen bir dizi regilator protein ve miRNA vardir (Hotchkiss ve
ark., 2009; Subramanian ve Ster, 2010). Genom annotasyonlarina paralel olarak genlerin
ukmRNA ve halkasal RNA’lar tarafindan da duzenlenebilecedi anlasiilmasina karsin, proje
Onerisi asamasina kadar apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan halkasal RNA’lar tam
olarak rapor edilmemigtir. HeLa hicrelerinin model olarak kullanildidi bu projede hucreler
degisik ajanlarla apoptoza surUklenerek genom kapsamli sekanslama yaklagimiyla Hela
hicrelerinin halkasal RNA transkriptomunda meydana gelen degisimler belirlenmigtir. Elde
edilen ilk verilerimiz Frontiers in Genetics dergisinde yayimlanmistir (Yaylak ve ark., 2019).

Ayrica proje Onerisi kapsaminda fonksiyonel bazi verilerde elde edilmigtir.
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Hicre icinden ve/veya digindan gelen sinyallerle baslatilan biyokimyasal olaylar
zinciri olan apoptoz, hicrelerde membran butlnliginde bozulma ile baslar ve DNA ve
organellerin parcalanmasi sonrasi hlcrenin tamamen ortadan kaldiriimasiyla son bulur.
Apoptozun meydana geldigi hicre tipine ve fizyolojik/patolojik olguya bagli olarak apoptotik
hicrelerden degisik molekdller salgilanayabilecedi gibi apoptotik hiicreler etrafdaki hlicrelerin
degisik sinyal molekiilleri salgilamasina da vesile olabilir. Dolayisiyla, hicre 6lumi gibi
dramatik bir fenotipte meydana gelen gen ifadesi degisimlerini anlamak oldukga zor olup,
elde edilen veriler, hicrenin o anki resmini yansitmakta olup tim slre¢ hakkinda bilgi
vermekte yetersiz kalmaktadir. Tamamlanan bu proje kapsaminda calismalar Anneksin V+
hicreler Uzerine yogunlastirilarak erken doénemdeki apoptotik hicrelerin halkasal RNA
profillerinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Bu baglamda oncelikle doz-zaman
kinetik calismalari yapilarak, hlcrelerin Annexin V-pozitif asamada yakalanmasina &zen
gosterilmistir. Optimizasyon c¢alismalari 80 puM sisplatin (16 saat), 0,5 uM doksorubisin (8
saat) ve 0,5 pg/mL anti-Fas antikoru (16 saat) uygulamasinin bu sartlari sagladigini
gOstermistir (Sekil 5). TNF-alfanin tek basina Hela hucrelerinde apoptozu tetiklemekte
yetersiz kalmasi nedeniyle hicreler 10 pg/mL sikloheksimid kombine uygulamasiyla (8h)

apoptoza duyarli hale getirilmistir (Fraisse ve ark., 1998).

Bir fenotipe bagh olarak hicrelerin transkriptomunda meydana gelen degisimleri
Olgmek icin gPCR, SAGE (serial analysis of gene expression), mikroarray ve derin
sekanslama gibi degisik metotlar kullanilmaktadir. TUm genomu kapsamasi ve daha guvenilir
olmasi nedeniyle bu galigmada lllumina platformu kullanilarak derin sekanslama yapilmistir.
Derin sekans verilerinin Q30 degerlerinin %91-94,43 gibi yuksek oranlara sahip olmasi,
sekanslamanin ne kadar guvenilir bir sekilde tamamlandigina isaret etmektedir. Her bir
muameleden uger replika hazirlanmis olmasi nedeniyle istatistiki hesaplamalar yapiimis ve
istatistiki olarak anlamli farka sahip halkasal RNA'lardan aday secimi gerceklestirilmistir.
Sisplatin ve TNF-alfa ile muamele edilen hucrelerde sirasiyla 109 ve 236 halkasal RNA'nin
farkli ifade edildigi belilenmesine karsin (Sekil 9), bu sayi anti-Fas mAb ve doksorubisin ile
muamele edilen hlcrelerde 4 ve 5 gibi disuk bir sayida kalmistir. Bu iki tir muamelenin tim
biyolojik replikalarinda dusik sayida halkasal RNA belirlendiginden, bu sayinin
disukliginin deneysel bir hatadan kaynaklanmadigini disindirmektedir. Ancak, bu
g6zlemin biyolojik bir éneme sahip olup olmadigini iddia edebilmek igin ilave deneylerin

yapilmasi gerekmektedir.

Literatirde mevcut bilgiler incelendiginde, proje dnerisi yapildidi an itibariyla apoptozu
dizenledigi rapor edilen halkasal RNA’lar henlz rapor edilmemisti. Ancak, gegen U¢ sene

icerisinde, sistematik bir tarama olmaksizin bazi halkasal RNA’lar apoptoz ile
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iliskilendirilmistir (Holdt ve ark., 2016; Nan ve ark., 2016; Dang ve ark., 2017; Mehta ve ark.,
2017). Apoptoz ile iliskili ilk genom kapsamli transkriptomiks calisma, mevcut proje
kapsaminda elde edilen veriler 1siginda grubumuz tarafindan yayimlanmistir (Yaylak ve ark.,
2019). Mikroarray gibi hibridizasyon tabanli taramalara goére derin sekans verilerinin
guvenilirligi daha yuksek olmasina karsin, bu tip genom kapsaml taramalarda ikinci ve
mumkinse Gg¢lncl farkh bir yontemler verilerin validasyonu blylk énem arz etmektedir.
Ozellikle halkasal RNA tespitinde kullanilan biyoinformatik programlar, halkasal RNA’lar ile
tandem duplikasyonlari %100 guvenirlikte ayirt edemediklerinden, bu tur calismalarda
validasyonda daha da buyiik bir 6nem arz etmektedir. Ozellikle daha o6nce hig
raporlanmamis halkasal RNA’larin raporlanabilmesi igin validasyon neredeyse sart
kosulmaktadir. Bu baglamda ayrica, amplifiye edilen PCR Urlnlerinin klonlanarak “back-
splicing junction” larinin Sanger sekanslama ile dogrulanmasi gerekmektedir. Validasyon
sartlarini optimize edebilmek icin, literattirde iyi tanimlanmii circ_HIPK3 pozitif kontrol olarak
kullaniimisgtir (Li ve ark., 2017). RT-PCR ile cogaltilan drtnler TA-klonlama vektorlerine
klonlandiktan sonra Sanger sekanslamaya tabi tutularak ters-kirpilma birlesme bdlgeleri
dogrulanmistir (Sekil 10). Bu analizler aday halkasal RNA’lar ilede tekrarlanarak, aday
halkasal RNA’larin HeLa hicrelerinde sentezlendikleri belirlenmistir (Sekil 10). Daha sonra,
HelLa, Jurkat ve MCF7 hucrelerinde bazi aday halkasal RNA'larin sisplatin ile tetiklenen
apoptotik hosullar altinda ifadeleri qPCR ile belirlenmistir (Sekil 11). Bu analizler, halkasal
RNA ifadesinin hiicreye dzgiin olarak degisebilecedini isaret etmektedir. ilging bir sekilde,
bazi halkasal RNA’larin biyosentezi, koken aldigi kalip mRNA sentezini de etkilemektedir
(Sekil 12).

Halkasal RNA’larin en iyi bilinen potansiyel fonksiyonlarindan iki tanesi (1) miRNA’lar
icin sunger goérevi goérerek onlari ortamdan uzaklastirmalari ve bodylece miRNA hedef
RNA’larinin fonksiyonlarini arttirmalari ve (2) uygun 5’ sekans tagimalari durumunda proteine
cevrilerek tranke protein Uretimine yol agmalaridir (Chen ve ark., 2016; Pamudurti ve ark.,
2017). Proje Onerisi kapsaminda aday halkasal RNA’larin miRNA’lar igin slinger gorevi
goérme potansiyelleri biyoinformatik araglar kullanilarak irdelenmistir. Bir dizi aday halkasal
RNA’da tek bir miRNA icin 5 ve daha fazla baglanma bdlgesi mevcut olup, bu miRNA’larin
deneysel dogrulanmis hedef genleri arasinda MAKP, aderens ve kanser ile ilgili genler
bulunmaktadir (Sekil 13). Ancak biyoinformatik bulgularin deneysel olarakta test edilmesi
gerekmektedir. Yapilan ilave biyoinformatik analizler bazi adaylarimizin proteine g¢evriime
potansiyellerinin olduguna isaret etmekle beraber (Sekil 14), bu adaylarin polizomlarda
bulunmamasi (Sekil 15) muhtemelen bu adaylarin yalanci pozitif aday olabilecegini

dusindurmektedir. Ancak, test edilen iki halkasal RNA’nin non-polizomal fraksiyonlarda
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bulunmasi, bu adaylarin en azindan bir kisminin sitoplazmik bir konuma sahip oldugu

gOstermektedir.

Sisplatin ya da TNF-alfa gibi ligandlarin apoptoz yaninda proliferasyon, hicre
donglsu, hicre motilitesi ve stress gibi bir dizi hicresel iglevleri de etkilemesi
beklendiginden, bir adet yeni belirledigimiz aday (hsa_circ_0029693) ve bir adet literatlirde
raporlanmis halkasal RNA (circ_HIPK3) fonksiyonel analizlere tabi tutulmustur. Bu baglamda
her iki halkasal RNA HelLa hicrelerinde siRNA ile susturulduktan 48 saat sonra akim
sitometresinde  hucrelerin  apoptoz  oranlari  belirlenmistir.  Negatif siRNA ile
karsilastirildiginda, hem circ_ HIPK3 hem de hsa_circ_0029693 siRNA’si ile transfekte edilen
HelLa hiicrelerinin apoptoz oranlarinda, transfeksiyondan 48 saat sonra istatistiksel olarak
anlamlh bir oranda artis gorilmektedir (Negatif siRNA ile %37 iken, circ_HIPK3 siRNA’si
%53, hsa_circ_0029693 siRNA’s1 %52, P < 0,05). Bu hiicrelerden elde edilen toplam RNA ile
yaptigimiz qPCR sonuglarina goére, circ_HIPK3 miktarinda %26 azalma gorilirken,
hsa_circ_0029693'da daha etkin susturma (yaklasik %75) gerceklesmistir. Ozellikle negatif
siRNA’nin yol actigi 6luma minimize edebilmek igin susturma deneylerinin daha optimal
sartlar altinda (6rnegin siRNA ile doz ve zaman Kkinetidi yapilarak) tekrar edilmesi
gerekmektedir. Hem susturma islemleri hem de aday halksal RNA’larin uygun asiri ifade
vektorlerine klonlanma iglemleri, Bursiyer Bilge Yaylak'in doktora tez konusu olarak
yapilmaya devam edilmektedir. Bu islemler tamamlandijinda yeni proje Onerilerine esin

kaynagi olacak verilerin toplanmasi 6ngoérilmektedir.

Sonug olarak, HeLa hicrelerinin model olarak kullanildigi bu proje kapsaminda (1)
dort farkh ligand ile apoptozun tetiklendigi HeLa hicrelerinden elde edilen toplam RNA’lar
derin sekans analizine tabi tutularak halkasal RNA profilleri elde edilmis; (2) aday halkasal
RNA varligi RT-PCR ve Sanger sekanslama ile dogrulanmis; (3) aday halkasal RNA’larin
ifade miktarlari HeLa, MCF7 ve Jurkat hicrelerinde belirlenmis; (4) aday halkasal RNA’larin
miRNA’lar i¢in sunger olma potansiyelleri biyoinformatik araclarla irdelenmis; (5) aday
halkasal RNA’larin proteine c¢evrilme potansiyelleri biyoinformatik aracglarla ve ayrica
deneysel olarak irdelenmis ve (6) iki halkasal RNA susturularak fonksiyonel olarak
incelenmistir. Dolar kurunda yasanan ciddi ylkselmeler nedeniyle, aday halkasal RNA
susturmasi sonrasi ikinci tur RNA-seq c¢alismasi yapilamamis ancak bunun vyerine
sitoplazmik konumlanan adaylarin polizomlarla etkilesimleri irdelenmistir. Proje kapsaminda
bir adet mastir tezi Uretiimis (Yaylak, 2018) ve bir adet arastirma makalesi yayimlanmistir
(Yaylak ve ark., 2019). Elde edilen veriler Molekiiler Biyoloji Kongresi 2018 (izmir), Hiicre
Olimii ve Arastirma Kongresi 2018 (izmir) ve Complex Life of RNAs Kongresi (Almanya)’nde

s6zli ve poster bildirileri olarak paydaslar ile paylasiimistir. Aday halkasal RNA’larin
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fonksiyonel olarak detayli olarak irdelenmesi ve 6zellikle kanser gibi hastalik perspektifinde

analizi de yeni projelere esin kaynagi olmak acisindan oldukga heyecan vericidir.
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