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OZET

LNCRNA ERICD’NIN DUZENLENMESINDE ARID3A’NIN ROLU

Mohammad Kaifee ARMAN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Tez danismani: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK
Ikinci Tez danismani: Yrd. Dog. Dr. Abu Shameem Md Saadat KHANDAKAR
Mart 2017, 116 sayfa

ERICD (E2F1-Regulated Inhibitor of Cell Death) yakin zamanda kromozom 8’de
bulunmus uzun kodlanmayan bir RNA’dir. Transkripsiyon faktorii E2F1 tarafindan
diizenlenmektedir. ARID3A/DRIL1/Bright cesitli biyolojik siire¢lerde gorev alan AT
Rich Interaction Domain (ARID) DNA baglanma proteinidir. ARID3A E2F
trankripsiyon faktoriine baglanarak E2F-bagimli transkripsiyonu aktiflestirir. ERICD
tizerinde ARID3A’nmin varsayillan baglanma boélgeleri bulunmaktadir. Bu tez
calismasindaki hipotezimiz ARID3A ve ERICD’nin, kanserde, biyolojik siireclerde
birbirlerini diizenliyor olabilecekleridir. ARID3A ve ERICD’yi segmemizin bir diger
sebebi DNA hasar1 durumunda gelisen apoptotik siirecte ikisinin karsit roller iistleniyor
olusudur. ARID3A’nin IncRNA ERICD’nin ifadesini diizenleyip diizenlemedigini
arastirmak amaciyla ARID3A ve ERICD’de ifade edilen osteosarkom hiicre hatti
(U20S) kullanilmistir. DNA baglayic1 protein geni ARID3A ve IncRNA ERICD
arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla susturma ve asir1 ifadelendirme deneyleri
yapilmistir. U20S hiicre hatlarinda hiicre gocti ve koloni olusum deneyleri de
yapilmistir. ARID3A’nin ve ERICD’nin siRNA araciligi ile susturulmasi, U20S
hiicrelerinin gociinii ve kolonilerin olusumunu belirgin bir sekilde baskilamistir. Diger
bir taraftan, ARID3A’nin asir1 ifade edilmesi U20S hiicrelerinde yara kapanmasinda
onemli bir tetikleyici oldugunu dogrulamistir ve U20S hiicrelerinin koloni olusum
kabiliyetini arttirdigi bulunmustur. Ozetle, ARID3A ve ERICD’nin E2F1 aracihig ile
birbirleri ile dolayli olarak iliskili oldugu, ARID3A ve IncRNA ERICD’nin
osteosarkomda onkogenik islevlerinin oldugu ortaya konulmustur. ARID3A ve IncRNA
ERICD arasinda bulunan iliski yeni bir bulgudur ve DNA baglayic1 proteinleri
hedefleyen IncRNA’lar hakkindaki 6nemli bir kilometre tasidir.

Keywords: ARID3A, LncRNA ERICD, Gen susturma, Overekspresyon, Hiicre gogii
deneyler, Koloni olusum deneyler.



ABSTRACT

ROLE OF ARID3A IN THE REGULATION OF LNCRNA ERICD

Mohammad Kaifee ARMAN
Doctoral Thesis, Department of Medical Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Ecir Ali CAKMAK
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Abu Shameem Md Saadat KHANDAKAR
March 2017, 116 Pages

ERICD (E2F1-Regulated Inhibitor of Cell Death) is a newly found IncRNA located on
chromosome 8. ERICD is regulated by E2F1. ARID3A/DRIL1/Bright is a family
member of the AT rich interaction domain (ARID) DNA-binding proteins that are
involved in diverse biological processes. ARID3A binds to the E2F transcription factor
and activates E2F-dependent transcription. I have found putative binding sites of
ARID3A on ERICD. I think that ARID3A and ERICD might be regulated by each other
for several biological processes in cancer. The other hypothesis for selecting these two
in our study is that both of them have just opposite roles in apoptosis in case of DNA
damage indicating a probability of reciprocal interaction between each other. To explore
if ARID3A regulates expression of IncRNA ERICD, I took advantage of a human
osteosarcoma cell line (U20S) that each express conditionally active ARID3A and
ERICD. Overexpression and knockdown experiments were carried out for ARID3A and
knockdown experiment was done for ERICD. Migration assay and colony formation
assays were also performed in U20S. siRNA-mediated knockdown of ARID3A and
ERICD inhibited cell migration and reduced the formation of colonies in U20S cells to
a considerable degree. On the other side overexpression of ARID3A confirmed a
significant induction in wound closure and increased colony forming ability of U20S
cells. In summary, the obtained data in my thesis suggest that ARID3A and ERICD
interact with each other indirectly via E2F1. Moreover, ARID3A and IncRNA ERICD
have oncogenic functions in osteosarcoma. The interaction that has been found between
ARID3A and IncRNA ERICD is novel and adds a further milestone regarding IncRNAs
targeting DNA binding proteins.

Keywords: ARID3A, IncRNA ERICD, Knockdown, Overexpression, Migration
Assay, Colony Formation Assay.



1. GIRIS ve AMAC

Insan genomu, her bir hiicrenin ¢ekirdeginde ii¢ boyutlu bir yapiya paketlenmis 2 m'den
fazla lineer DNA'dan olusur (1). Molekiiler biyolojinin merkezi dogmasi, genetik bilgi
akisinin DNA'dan RNA'ya, RNA’dan proteine dogru oldugunu belirtmektedir. Bununla
birlikte, son on yilda bu dogma, kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) iizerine yeni
bulgularla baska bir boyut kazandi. Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), 200'den
fazla niikleotid uzunluga sahip protein kodlamayan (yada 100 amino asitten fazla agik
okuma cercevesi kaybi olan), genis ve ¢esitli bir transkribe RNA molekiil smifidir.
Transpozonlar, psédogenler ve biyolojik agidan onemli islevsel diizenleyici olan basit
tekrarlar dahil olmak iizere bir¢ok IncRNA, '¢cOp' olarak tabir edilen genom
bolgelerinden transkribe edilir (2, 3). LncRNA'lar, kansere iligkin bir arastirma konusu
olarak her gecen giin 6nem kazanmaktadir. Su ana kadar kanserlerde rolleri olan bir¢ok
IncRNA molekiilii tespit edilmistir. Bazi1 IncRNAlar tiimér baskilayict olarak gorev
yaparken bazilar1 onkogenler gibi davranir. Akciger kanseri, kolon kanseri, karaciger
kanseri, gogiis kanseri gibi pek ¢ok kanser tiiriinde onkogen gibi davranan MALAT],
H19 ve HOTAIR gibi bircok IncRNA tanimlanmistir (4-8). Tiimor baskilayict gibi
davranan birgok IncRNA vardir. MEG3 bir¢cok kanser cesidinde timdr baskilayici
olarak gorev yapmaktadir (9). PTCSC3 (Papiller Tiroid Karsinoma Duyarlilig1 Aday 3),
tiroid kanseri ile iligkili bir tiimor baskilayci IncRNA'dir (10). ERICD (E2F1-Regulated
Inhibitor of Cell Death) yakin zamanda bulunan bir IncRNA’dir. Kromozom 8§
(chr8:141646242-141648531) f{izerinde yerlesiktir ve iki ekzondan olugmaktadir.
Transkript boyutu 1745 bp'dir. ERICD'nin E2F (transkripsiyon faktorii 1) tarafindan

diizenlendigi ve DNA hasarina kars1 hiicresel yaniti modiile ettigi bulunmustur (11).

ERICD'nin yukar1 tarafindaki insan genomik dizisinin analizi ile, -221 / -214'de bir
varsayilan E2F baglanma yeri tespit edilmistir. Bu da endojen E2F'lerin ERICD'nin
yukar1 tarafina baglandigini diisiindiirmektedir (12). DNA hasar1 karsisinda hayatta
kalmay1 destekledigi i¢in, ERICD kanseri tesvik edici etkilere sahip olabilir, ayrica
kemo-diren¢ kazandirabilir. ARID3A/DRIL1/Bright AT zengin etkilesim bdolgesi



(ARID) DNA-baglayici protein ailesinin bir {iyesidir ve gelisim, hiicre farklilagsmasi,
hiicre dongiisii kontrolii, kromatin yeniden sekillenmesi ve epigenetik diizenlemelerin
de igerisinde oldugu c¢esitli biyolojik siirecler ile iliskilendirilmistir. Bu proteinler,
ARID DNA baglama bolgesi ile karakterizedirler. ARID3A'nin "AATTAA" baglayici
bir uzlast dizisi vardir (13). ARID3A E2F transkripsiyon faktoriine baglanir ve E2F-
bagimli transkripsiyonunu aktive eder (14). Simdiye kadar, ARID3A'nin bir onkogen
olarak m1 yoksa timor baskilayici olarak mi islev gosterdigi halen tartismaya acik bir
konudur. Cesitli kanser tiirlerinde farkli rollerinin oldugunu gosteren 6rnekler vardir.
ARID3A, primer murin fibroblastlarinda Ras'in indiikledigi erken yaslanmay1
onlemektedir (15). Ayrica, ARID3A'in yiiksek gen ifadesinin kolorektal karsinomda
iyi prognoz ile iligkili oldugu bulunmustur (16). Yukarida bahsedilen 6rnekler
ARID3A'min onkogenik roliinii gostermektedir. Bunun disinda, ARID3A tiimor
baskilayic1 aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir. ARID3A, E2F hedef gen
ifadesinde 6nemli bir role sahiptir. ARID3A'nin siRNA aracilig1 ile susturulmasi, E2F1,
pl07, CDC2 ve CDC6 gibi E2F hedef genlerinin transkripsiyonuna engel oldugu
gosterilmistir. ARID3A  sessizlestirmesinin, normal insan dermal fibroblastlarinin
(NHDF'ler) S faz girigini zayiflattifi ve insan tiimdr hiicre hatlarimin biiylimesini
baskiladig1 da bulunmustur (17). Bu bulgular, ARID3A’nin tiimdr baskilayict rollerinin
oldugunu destekler niteliktedir. Birgok biyolojik siiregte, DNA’ya baglanan proteinleri
hedefleyen birgok IncRNA vardir (18-20). LncRNA'lar DNA'nin transkripsiyonunu
epigenetik olarak diizenlemek igin DNA'ya baglanan proteinlerle birlikte hareket
etmektedirler (21). ARID3A'nin uzun kodlamayan RNA'larla olan etkilesimi halen
arastirmaya agik bir alandir. Bu tez calismasinda, ARID3A (AT-zengin etkilesim alani
3A) ve IncRNA ERICD (E2F1-Kontrollii Hiicre Oldiiriicii Inhibitérii) konularina
odaklanilmistir. Su ana kadar bu ikisinin arasindaki iligkiyi ortaya koyan herhangi bir
calisma yapilmamistir. LncRNA ERICD ile ilgili arastirmalar bile son derece yeni
caligmalar olup bununla ilgili sadece bir ¢calisma yayimlanmistir. ARID3A iizerindeki
AATTAA dizilerinin ERICD f{izerinde de benzer dizilerinin bulunmast ARID3A’nin
ERICD iizerinde baglanabilecegini diistindiirmektedir (Sekil 1.1).



>ERICD-001 ENSE000037538938 exon;ENOHN. 1ingENA

GGGAGCGEGGAGE GECGGGEGAGEAMG GAGGA GEEAG GEEGAGEEEAGECEAGECCEGCGGCGEGAGCGCGCTCECGEEEEGAG
CGEGGCT GGECG CECEGGOGEGETOC GOGEE GECEG CEGUG GUGGC GUCEEETCTEEUGEEGCCT GE6GC GEGEACCOGEEER
GGGGECCCGGAGACCTCGCOGE60GGT GEGAA CCEOGGECGEGAGCGEEEACGAGGECOGAGGECEGCGCEGCCCETETEEOGE
BBGBGECEGECECEECCCOGGEEACCC TTCAC TRCCACCCAG AGARGCCGCG TCTTCCOGAC GEGEAGGAGCCGRECCCCCOGE
CIGTGCCE00GGAGCOGEAGE GEAGECCACE CGCOCCOGCT TTCCCCGCCGO000C OEETEGEEEGCGCAGARCCCTOCCACC
CTCAGCCCCTCGGCCCCCAGCCTEEC TCERGTT ACTAC AGARR CACGEAGETC GEEALGCTC CCTCC CABCCCGGASCTT
GRAACTTGAACGC GECOGGEO0GCICGC GCAGEACCAC ACCEC CACCT COCE60GCEEC0CCAGRARC CCAGATAATCOGTTTARR
GCACTGAGARRA TCTARGAAG TTTTTAGTARACTET AGCTEGTATC AGBGATCAGA TCAGCGEAC ACGCC CATTC CAGCAGTC
BGGGGECC TECTCGEACCGETOG TECACCICOGAGCGET TTCIG TCCEETCOCT CIGGE TCOGT CIGE TITIC GEAGGCITICCTG
GARARGCCAGCC TGTGGCTAC CICCT TTCTC COCTAAGTGATGGAGGAT TAGARGG CAGAGGT TG ACCCACARTC TARAG TGC
CIGETCGCCITI TCCCAGATT TCCCGGAGCATTCCT TCACC COGTGGCATCGECIGTCTGCATAT GEGIGCARGGCOCCTGTTC
CGGGCGE AR 7 GGAG TICTGACTGA CAGGAGCTCC GCAGC CAGCAGGGTGGICAC TAGT TCTCT GCAGT CTCGGAGE
ACAGCCC TEARGARGGGCAGG AGARC CAGCACTTCC TCCGARAACT CARARGGACA TCAGT CTICACCARGT TGCCGATACAR
BAACGTGC TCCTGRARATGTGTA GTAAT GARCA CCAGGARACC TEGET AGGAGTGTGCATGECATTC TICAT CACCGCTTGEACT
BCATGBCACTGARATACCCACGGAGAGCAGGA TEEABARRCAGTGTGCTCAT ATTCACAGGA TEGAATCTAGCCAT TCACARAR
ATTCCRAARCACGCALRNNNNA CTGCATTC TT TACGGALGCATCATTAAGTAGTARATAL TTGACAGAA GGGCARGARGGTG
CITACTCTAAGT GTCAGARTGGTGGA TACAS CTGEGGETGAGRGEGCTGTGACCAC BGCAGGECCCCTGEGEEAT TTGEEGGT
GCCAGGCCIGITCCITCCIGCARTGG TGUCC TT TGG CAGCCATCCC T TARACTGCACTTTTACT T TATATGCITT TCTGLACC
TTTACTGTAGTATTTCACCCA MMM TARS TARTC ATGARTGTTACCACT TTCCTATTTATGARCCATGCARCC TCATCART
CITCCCAGITCGCAGAT GOCCACCCTCICTC TCIGCCOCIGTCICC TICACATATCCCCAR RACT CGTIT TGECCOGARR TCC
CIGAGGCCCARC TGCCOCTECT GICAGCGACT GCACGCCTCAGCARRGGCCCAGAAMG GCTCT GICATCACT GECTGCCCTCAGT
CCGCCTTCAGCT CCITT GRGCGCTGT GT TEGGGARC TTTGT TGCARGGATT TCGT T CCAGARGGC AAGAT AATGT CTCTGAGG
GCITCATTGIGICACTTCTICT TTGGE TEEUGGACAC CEIGECCCIC TG IGEUGGAGEEGT GOCATTGCT GCCIGCCCCATCT
CIATCCCCAGGGCCCATGCAG TCACT GGGTT CGCOC TCIGEGECACGGEET TCCCT CIGCT CITT TCCTAGATALGCCCATTC
TCTGCAGGICIC TACCC TCCACACCT GIGTT CAGGE ETTCAGLCCG LI TCC TECAGCOCCA TOCC TACCC TCCTCCCARCCTG
CITTTCTTCIGG TGICCCTCACTCAGCATGG CTARC AGATC CACCACCCARCGGAGCTGAG ARCT GCAGT CCCCT CTGCCTGT
TACCTCT CCTGCCATTAGTGARCCTGCTTAACTCAT CTGAC TGTGCETCTCBETEC TTGCT GTGACATGT CTCCAGCCCTTGE
TGCICTG TCCCC CAGRC COAC GTCOC BCACC COGAT GETGAC TCAGUCGAC TC GGG TCT T CTGGACCCAGIGCT TCTCCCTG
ATACART TCCTTCCTCT GTGT TTTAGGATCC TGATGCT T TG ATARGACCGT GEGCT CTART CACAGCCAGGGACA TTTGCAGC
BGCCIGGCCIGCAGCTC TECACAC TG GETGC ACTCAGTC TARAGCACCAGC TOCCC ATGAG ACAG BARGE BGGGE TGAGGGEA
BAGTACAGAGARAGCTCC TGAGGCCACAGEEC TEGACAARGCCCICGECI T TGGEGGCACTT T GITT CITCARGACT ARAATGCA
GGCALTG G TCA T T TG TTCCT ARAAC ATGTT CTGCACA TRININL: GCAGC TT TGGGALG TCARG TARAT TGEGALGC
BCTGGAT CAARCARTGATARATAAGT TTATT GTCTGCAGGCCITCT CAGAGCCTGT AGCARL GETGAGARG AATCATGCTTCTA
CARAGAGGARGGAGGECATGAGACAG TATGC ARCCT GTCCC ARACCCATTT AGCCACAGAR CCCT TTTTT CACGAGGTACCTC
BAGGTTCCGTGGAGCAT AATT TAGGA ARCAC AGAGG TAGAGGTCTI T CTATGATCCC TTCCAGCTC TARTAGTCTATGATTCTT
TGAGTAATATAT ACTTT GAGA CAGGA TCACC ARAGT GRRAG TGTAG TEECGARRACACAGC TCAT TGCAGCCTTGACTTCCCA
GECTCRARGTGAT CCTCCCACC TCAGC CTCCT GRAGCAGCTGEGACCACAGET GCATECCACCATGC CTEEC TN TAR AL
CTTTTGTAGAGACAGET CTCACTGTGTTGCT CAGGT TEETC TTRAACTGCT TEECCCARGT GATC CTCCCACCTT GGCCTCCT
CARAGTGCTEEGEATTAC AGGCATGAGCCACT ACACC TGACCTTATTTTIT

Sekil 1.1. ERICD’ye ait niikleotid dizisinin sematik gosterimi. Ekzon kismi alt1 ¢izgili,
varsayimsal ARID3A baglanma bolgeleri yesil kutular iginde gosterilmistir. Feldstein
vd. tarafindan kromatin immiinopresipitasyon ile kesfedilen promotor dizisi sari
isaretlidir (11). Goriildiigi iizere, bu promotor dizisine ¢ok yakin bir ARID3A baglanma
dizisi mevcuttur.

Yapilan ¢alismalarda, ARID3A ve ERICD’in E2F tarafindan diizenlendigi ve hiicre
dongiisiinde rol aldig1 gosterilmistir (14, 17, 21). Bu hipotezimizi desteklemektedir. Bu
ikisinin apoptozda zit rollerinin olmast ERICD'nin farkli kanserlerde ARID3A'nin
aksine islev gosterdigini diisiindiirmektedir. Hiicre dongiisiinde rol alan bir¢gok IncRNA
vardir ve bunlarin rolleri DNA sentezi ve koloni olusumu sirasinda goézlemlenmistir
(22-25). Bunlara dayanarak kanserde IncRNA ERICD ve ARID3A arasindaki iligkiyi
bulmayr hedeflemekteyiz. Birbirinden bagimsiz olarak ERICD ve ARID3A'nin
kanserdeki rolleri de arastirilacaktir. Bulgularimiz, ERICD ve ARID3A'nin kanserdeki
roliinii aydinlatacak ve kanser terapisinde kullanimlar1 ig¢in bize bir fikir verecektir.
Arastirmamiz ayni1 zamanda ERICD ve ARID3A'nin onkogenik veya tiimor baskilayici

genler olup olmadigini da gdsterecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, kontrol dis1 hiicre biiylimesi ile karakterize bir hastalik siifidir. Tiim diinyada
onemli bir halk saghg sorunudur. Ornegin ABD'de, yasam boyu kanser gelisme
olasilig1 erkeklerde %44, kadinlarda %38 civarindadir (26, 27). Her yil, Amerikan
Kanser Dernegi, Amerika Birlesik Devletleri'nde meydana gelecek yeni kanser vakalari
ve 0liim sayisin1 tahmin ederek ve kanser insidansi, mortalite ve hayatta kalma ile ilgili
en son verileri derlemektedir. 2016 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde 1,685,210
yeni kanser vakast ve 595,690 kanser oliimiiniin gerceklesmesi tahmin edilmistir (27-
29). Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) gore, oniimiizdeki 20 yil i¢inde yeni kanser
vakalariin sayisimin yaklasik %70 artmasi beklenmektedir. Erkeklerde kanserin en
yaygin oldugu bdlgeler akciger, prostat, kolon, rektum, karin ve karaciger iken,
kadinlarda go6gilis, kolon, rektum, akciger, serviks ve mide kanserleri olarak
siralanmaktadir. "Kanser", heterojen bir hastalik grubunu igermesine ragmen,
karakteristik ve birlestirici Ozelliklerden birisi, dogal smirlarinin Gtesinde biiyiiyen
anormal hiicrelerin olusturulmasidir. Tiimor olusumu ¢ok asamali bir siire¢ oldugundan,
normal hiicreler asamali olarak neoplastik asamaya gecer ve bu siire¢ boyunca,
tiimdrojenik olmasini saglayan 6zel kapasiteler kazanirlar (30). Kanser 6zellikle hiicre
bliylimesi ve boliinmesi gibi hayati biyolojik siire¢leri kontrol eden genlerde meydana
gelen bozukluklar nedeniyle ortaya c¢ikan genetik bir hastaliktir. Kansere katkida
bulunan genetik degisiklikler, iic temel gen tipini etkilemektedir: proto-onkogenler,

timor stipresor genler ve DNA tamir genleri.

2.2. Kanserin ayirt edici ozellikleri

2000 yilinda Hanahan ve Weinberg, kanser olusumunun temelini olusturan alti tane
ayirt edici 6zelligi 6ne siirdiiler (31). Bu ayirt edici 6zellikler su sekilde siralanmaktadir:
(1) cogalma uyarisinin devamliligi, (ii) biiylime baskilayicilardan kagis, (iii) 6liimsiiz
cogalmaya olanak saglama, (iv) invazyon ve metastazin aktiflesmesi, (v) anjiogenezin

indiiklenmesi ve (vi) hiicre 6liimiine kars1 direng olarak sirlanmaktadir. Son on yilda,



kanser arastirmalar1 alaninda bu ayirt edici 6zelliklerin daha iyi anlagilmasina yol agan
dikkate deger bir ilerleme kaydedildi. Ayn1 zamanda orijinal konseptin degistirilmesine

ve sonugta genisletilmesine yol act1 (32).

2.2.1. Cogalmayi desteklemek icin biiyiime faktorlerine bagimliligin azalmasi

Normal insan dokularinda, biiyltime faktorleri genellikle uzak bolgelerde ekstraseliiler
olarak firetilir ve daha sonra kan dolagimi yoluyla taginir veya yakindaki hedef hiicrelere
yayilir. Bliylime faktorii uyariminin eski modu, endokrin uyar1 ve ikinci mod, parakrin
uyarimi olarak adlandirilir. Ancak, tiimor hiicreleri kendileri biiyiime faktorii iireterek
kendi biiylime faktorii reseptorlerinin uyarabilir ve aktivitelerini arttirabilirler. Bu
durum, herhangi bir eksojen proliferatif sinyal yoklugunda bile kendi {iirettigi biiytime
faktorleri ile stirekli olarak tiimdr hiicresinin ¢ogalmasini saglayan otokrin uyarilmaya

sebep olmaktadir.

2.2.2. Biiyiime baskilayicilardan kacis

Kanser hiicrelerinde ¢ogalma uyarisinin stirdiiriilebilmesi i¢in tamamlayici bir 6zellik
de, biiyiime baskilayicilardan kacistir. Cesitli sekillerde hiicrenin biiylimesini ve
cogalmasini inhibe eden 7P53, PTEN veya RB gibi bircok tiimor baskilayict protein
kodlayic1 gen kesfedilmistir. Bu tiimor baskilayict genlerin harekete gecirilmesi harici
veya dahili uyaranlara bagli olup, ya hiicre siklusunun durmasi ya da hiicrelerde
yaslanmay1 ve hatta apoptozu indiikleyebilmektedir. Bu nedenle, tiimor hiicreleri, bu
genlerin aktivasyonlarini veya ifadelerini dnlemenin bir yolunu bulmalidir. Kanser
hiicreleri, tiimor baskilayici geninin tamamen kaybedilmesi veya bu geni inaktif hale
getiren mutasyon birikimi gibi mekanizmalar araciliiyla bu durumla basa ¢ikmaktadir.
Insan tiimérlerinin %50'sinden fazlast Tp53 geninde bir mutasyon veya delesyon
icermektedir. Tp53 geninin yalnizca bir islevsel kopyasini tagiyan insanlar yetigskinligin
erken safthalarinda kansere yakalanmasi muhtemeldir ve bu hastalik Li-Fraumeni
sendromu olarak bilinmektedir (33). Alternatif olarak, tiimor baskilayici genler, timdr
hiicrelerinde eksprese edilen diger proteinlere de baglanabilir ve bu nedenle de inaktive
olur veya hizla pargalanabilir. Insan rahim agz1 kanserlerinde tercihen eksprese edilen
human papilloma viriisii (HPV) E6 ve E7 onkogenleri bu durum 6rnek olarak verilebilir.

Tp53 ve RB ile etkilesim kurar, bu da onlarin inaktivasyonuna neden olur (34). Ayrica,



Mdm?2, Tp53'in baskin E3 ubikitin ligazidir ve bu nedenle, proteazom araciligiyla

yikilmasina neden olur (35).

2.2.3. Hiicre oliimiine kars: direnc

Hiicre o6liimiine yol acan ii¢ énemli yolak ve bunlarin aktivasyonu, timor hiicreleri
tarafindan dikkatle kontrol edilmelidir. Kontrollii hiicre Oliimiine yol agan ilk
mekanizma apoptozdur. Apoptoz cesitli dis ve i¢ uyarilarla indiiklenebilir. Bir¢ok
calisma, oldukca malign kanserlerin apoptozu zayiflatabilecegini ve tedaviye direngli
olabilecegini gostermistir (36, 37). DNA hasarinin kemoterapotik ajanlar (sisplatin,
etoposid, vb.) ile indiiklenmesi, TP53 (p53) yolu ile apoptozu tetiklemenin yollarindan
biridir. TP53, BH-3 proteinleri Bax, Noxa ve Puma gibi ¢esitli proapoptotik genlerin
transkripsiyonunu aktive etme yetenegine sahiptir ve boylelikle hiicre 6liimiine yol
acabilir (Sekil 2.1) (38). Tiim insan kanserlerinin %50'sinde TP53 geninin kayb1 veya
mutasyonlart goriilmiistiir (33). Bu, bu tiir hiicresel streslere karsi daha direncli
olunmasin saglar. Alternatif olarak, tlimoérler, hayatta kalma faktorlerinin veya Bcel-2 ve

Bcl-xL gibi anti-apoptotik diizenleyicilerin artmis ekspresyonunu gostermektedir.
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Sekil 2.1. Sitozolik ve mitokondriyal p53’lin apoptotik yolaklarinin gosterimi. Sitozolik
p53 apoptotik yolakta, niikleer p53, Puma ifadesini indiikler, bu da Bcl-XL'e baglanarak
sitoplazmada aktif olmayan sitosolik p53'i serbest birakir. Mitokondride p53, Bax ve
Bak oligomerizasyonunu indiikler, Bcl-2 ve Bcl-XL antiapoptotik etkisini baskilar ve
mitokondriyal membranda siklofilin D ile kompleks olusturur. Bu degisiklikler,
mitokondriyal zarlarin bozulmasina ve daha sonra ¢oziiniir ve ¢ozlinmez apoptojenik
faktorlerin salinmasina neden olur. MPT, mitochondrial permeability transition; U,
ubiquitin (38).

Kontrollii hiicre 6liimiine yol agan ikinci bir mekanizma otofajidir. Bu mekanizma
genellikle hiicrelerde diistik seviyelerde calisir, ancak besin eksikligi gibi hiicresel stres
durumlarinda aktive edilebilir (39). Otofaji, hiicrelerin organellerini par¢alamasina izin
veren ve yikilan iriinlerin biyosentez yolaklarinda ve enerji iiretiminde yakit olarak
kullanilmasina olanak saglayan bir geri doniisiim programi olarak goriilebilir (39, 40).
Son hiicre o6liim sekli nekrozdan olusur. Siklikla "kontrol edilemeyen" hiicre Sliimii
olarak adlandirilsada, nekrozun 6lmek i¢in kontrolsiiz bir yol olmaktan ¢ok kontrollii bir
siire¢ oldugunun kanisi giderek artmaktadir (41, 42). Otofajiye benzer sekilde, nekroz
kanser hiicrelerini ortadan kaldirir veya c¢ogalmalarini tesvik edebilir (Sekil 2.2).
Nekrotik hiicreler, proinflamatuar hiicreleri ¢ekebilir, bu da anjiogenezi, kanser hiicresi

¢ogalmasini ve invazyonunu harekete gecirir (41, 43).
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Sekil 2.2. Nekroz, otofaji ve apoptoz arasindaki iliski. Metabolik ve terapdtik stresler,
artmis hiicre i¢i kalsiyum ve ROS esliginde akut NAD +ve ATP tiikenmesine yol agar.
AMPK'ya bagh fosforilasyon ayrica, Bax ve Bak'in aktivasyonu, sitokrom c'nin
sitoplazmik salinmasi1 (Cyt. C) ve kaspazlarin aktivasyonu vasitasiyla otofajiye veya
apoptozise neden olabilen p53'i de aktive eder. Apoptoz veya nekrozdan farkli olarak,
stres kaynakl1 otofaji, otofajik hiicre dliimiine veya hiicre sagkalimina yol agabilir (44).

2.2.4. Oliimsiiz ¢cogalmaya olanak saglama

Sadece smirlt sayida hiicre boliinme dongiisiinii gegirebilen normal hiicrelerin aksine,
tiimor hiicreleri neredeyse sinirsiz replikasyon gosterir. Normal hiicrelerde replikasyon
potansiyeli yaglanmanin veya krizin ortaya ¢ikmasi nedeniyle sinirlhidir ve kriz durumu
genellikle hiicre Oliimii ile sonuglanir. Kromozom uglarinda yer alan telomerler,
replikasyonun smirlandirilmast i¢in ¢ok Onemlidir (45, 46). Omurgalilarda, bu
sekanslar, "TTAGGG" heksaniikleotidinin birden fazla tekrarindan olusur ve
kromozomlarin ugtan uca baglanmalarina engel olur (47). Bununla birlikte, normal
hiicrelerde, bu telomerik tekrarlar, her hiicre béliinmesi sonrast kisalir ve dolayisiyla
telomer DNA'nin uzunlugu hiicre boliinme donglisii sayisimi belirler (48). Timor
hiicreleri telomer kaybin1 6nlemenin iki yolunu bulmuslardir: (i) Tim insan
kanserlerinin yaklasik %90 telomeraz olarak adlandirilan ve kromozomlarin sonuna
telomerik tekrarlar ekleyebilen 6zel bir enzimi ifade etmektedir, (i1) geri kalan %10",

kardes kromatidler arasinda telomer ardisik tekrarlarinin transferini igeren, konservatif
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olmayan bir telomer uzatma yontemi olan telomerlerin alternatif uzamasi (ALT)

mekanizmasini kullanmaktadir (49-52).

2.2.5. Invazyon ve metastazin aktive edilmesi

Diger bir ayirt edici 6zellik ise istila etme ve uzak yerlere metastaz yapabilme
yetenegidir. Bu aywrt edici 6zellik, son derece zorlayict bir konudur ve karmasik
etkilesimler ve diizenleyici mekanizmalar1 icermektedir. Genellikle kanser hiicreleri
morfolojik degisiklikler gecirir ve hiicre-hiicre veya hiicre-matrik etkilesimlerini
degistirir. Biitiin bunlar, invazyon ve metastazin ¢ok basamakl siirecinin ilk adimlarmi
basariyla gecmesini saglar (30). Bu invazyon-metastaz kaskadi, kanserli hiicrelerin
saglikli dokulara girmesine izin veren ¢oklu biyolojik degisikliklerden olusur, bunu
takiben kan ve lenfatik damarlara girmelerine olanak saglar (53, 54). Son yillarda bu
konuda c¢ok ilerleme kaydedilmistir ve "epitelyal mezenkimal gecis" (EMT) olarak
bilinen gelisimsel diizenleyici program tarafindan istilanin diizenlenmesi gibi ilging

kavramlar ileri siirlilmiistiir (55-57).

2.2.5.1. Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), polarize bir epitel hiicresinin, artmis go¢ kapasitesi,
artmis invazyon kapasitesi, apoptoza kars1 artmig direng ve bliyiik dlgiide artmis ECM
(hiicredis1 matris) bilesenlerini igeren ve hiicrelerin epitelyal 6zelliklerini kaybederek
mezenkimal hiicre fenotipi elde etmesini saglayan ¢oklu biyokimyasal degisikliklere
izin veren biyolojik bir siiregtir (58). E-cadherin (CDHI) 6nemli bir hiicre-hiicre
yapisma molekiiliidiir ve epitel hiicre katmanlarini bir araya getirmeye yardimc1 olur.
Dolayisiyla artmis bir E-cadherin ekspresyonu invazyon ve metastaz olusumunu
baskilar. Bir dizi farkli molekiiler siirec, EMT siirecini baslatmak ve tamamlanmasina
olanak saglamak icin birlikte islev gosterir. Bunlar, transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu, spesifik hiicre yiizey proteinlerinin ekspresyonunu, hiicre iskelet
proteinlerinin yeniden diizenlenmesini ve ekspresyonunu, ECM'nin yikilmasina olanak
saglayan enzimlerin iiretilmesini igerir. Cogu durumda ilgili faktorler, bir hiicrenin

EMT siirecini gostermek i¢in biyolojik belirte¢ olarak da kullanilir (Sekil 2.3) (59).
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Sekil 2.3. EMT’nin mezenkimal hiicrelere donilisim mekanizmasi. EMT, polarize epitel
hiicrelerinin mobil ve ECM bilesen-salgilayan mezenkimal hiicrelere fonksiyonel
gecisini igerir. EMT arastirmacilart tarafindan yaygin olarak kullanilan epitel ve
mezenkimal hiicre belirtegleri listelenmistir (59).

Diger taraftan, gé¢ eden noronlarda ve mezenkimal hiicrelerde bulunan N-Cadherin
(CDH2) genellikle bircok invazif tiimorlerde asir1 ifade edilmektedir. Kanser
hiicrelerindeki bu degisimlerin yaninda kanser hiicrelerinin tiimor stroma hiicreleri ile

birbirleri ile haberlesmesi ile bu ayirt edici 6zellik i¢in gereklidir (60-63).

2.2.6. Anjiyogenezin uyarilmasi

Kanser hiicreleri biiyiidiigii ve ¢ogaldigi zaman tiimor biiytikligl ve kiitlesi artmaktadir.
Eger kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarma 6zelligini kazanmazlarsa bu biiylime siireci
oksijen ve besinlerin dogal diflizyon limiti ile siirlanacaktir. Yeni kan damarlarinin
olugsmasi yalnizca besin maddeleri ve oksijen alimimi degil ayn1 zamanda tiimdrlerin
metabolik atiklarmin atmasina ve hematojen metastatik siirece girmesine izin verir.
Anjiyogenik anahtar “angiogenic switch” timor ilerlemesinde de aktiftir. Bu da tiimor
biiylimesini siirdiirmeye yardimci olan yeni kan damarlarinin siirekli olusmasina yol
acar (64). Timor hiicreleri bunu saglamak i¢in pro-anjiyogenik etmenleri uyarir veya
anti-anjiyogenik uyarilar1 baskilar (65). Anjiyogenezin en iyi bilinen aktivatdrlerinden
birisi VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)’dir. VEGF-A hipoksi veya
onkogenik iletilerle uyarilabilen bir salgi proteinidir (66). VEGF-A’nin etkisi, aym
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zamanda endotel hiicreleri tarafindan hiicre ylizeyinde ifade edilen zargegis
(transmembrane) almaclara baglanan  Thrombospondin-1 ile dengelenebilir (67).
Dolayisiyla, bu etmenlerin ifadesi sik1 bir sekilde kontrol edilmelidir ve Ras ve Myc
gibi onkogenlerin ¢ogalma uyarisina ve anjiyogeneze katkida bulundugu dikkati

¢ekmektedir.

2.3. Kodlanmayan RNA’lar

Insan genomu her bir hiicrenin ¢ekirdeginde ii¢ boyutlu bir yapiyla yerlestirilen 2 m'den
fazla lineer DNA'dan olusur (1). Molekiiler biyolojinin merkezi dogmasi genetik bilgi
akisinin DNA’dan RNA’ya ve RNA’dan proteine dogru oldugunu 6ne siirmektedir.
Bununla birlikte son on yilda bu dogma kodlanmayan RNA’larin (ncRNAs) kesfi ile
yeni boyutlar kazanmistir. The Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) projesi
insan genomunun en az %75’inin RNA’lar1 kodladig1 ve sadece %3’liik bir kisminin
protein kodlayan genleri olusturdugunu ortaya koymustur (68). Son on yilda en biiyiik
biyolojik kesiflerden biri bircok biyokimyasal hiicresel siireclerde (6rn; RNA diizeltme)
anahtar roller oynayan kodlanmayan RNA’larin kesfidir ve insan saglig1 ve hastaliklari

acisindan biiyiik 6neme sahiptir (69).

2.4. Kodlanmayan RNA diinyas1

Kodlanmayan RNA’lar (ncRNA) protein kodlamayan RNA transkriptleridir. Ancak bu
onlarin herhangi bir bilgi veya islev tasimadiklar1 anlamma gelmemektedir.
Kodlanmayan RNA'’lara transkripte edilen bir¢ok genomik bolge daha dnce genomda
‘cop’ olarak degerlendirilmekteydi ve bu bolgelerden yapilan transkipsiyon yazilimsal
parazit (transcriptional noise) olarak degerlendirilmekteydi (70). Son on yilda
kodlanmayan RNA’larin biyolojik islevinin ve klinik éneminin anlagilmasinda énemli
gelismeler kaydedildi. Dizileme teknojileri ve biyoinformatik gelismeler ile birlikte,
endojen kiiciik miidahaleci RNA (endo-siRNAs), PIWI-etkilesimli RNA (piRNA),
kiiciik ¢ekirdek¢ik RNA (snoRNA), dogal antisense transkript (NAT), halkasal RNA
(circRNA), uzun intergenik kodlanmayan RNA (lincRNA), arttiric1 kodlanmayan RNA
(eRNA) ve asir1 korunmug bolgelerden transkripte edilen RNA’lar (T-UCR) gibi kisa ve

uzun kodlanmayan RNA’lar tanimlanmis ve karakterize edilmistir (71, 72).

13



2.5. NcRNA’larin siniflandirilmasi

Kodlanmayan RNA’lar trankript biiytikliiklerine gore iki biiyiik smifa ayrilmislardir;
kisa ncRNA’lar ve uzun ncRNA’lar. Yeni kesfedilen kodlamayan RNA'larin

siniflandirilmasi Tablo 1'de 6zetlenmistir.

2.5.1. Kisa kodlamayan RNA'lar

Birkag diizine kisa ncRNA’nin kesfi ile birlikte ¢esitliligi en ¢ok artan RNA simifi kisa
ncRNA'lar olmustur (74, 75). Bunlar, hiicre biyolojisinin temel yonleri i¢in gerekli olan
iyl tanimlanmis hamarat ncRNA’lar (tasiyict RNA(tRNA) ve bazi ribozomal RNA
(rRNA)’lar), splicing RNA’lar (kiicik niikleer RNA'lar (snRNA'lar)), kiigiik
transkripsiyon baslatma RNA'lari, promoter ile iligkili kisa RNA'lar, 3'UTR'den
tiiretilen RNA'lar gibi protein kodlayan gen transkripsiyonuyla iligkili son zamanlarda

gozlenen cesitli RNA'lar1 igermektedir (74).
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Tablo 2.1. Yakin zamanda kesfedilen insan kodlamayan RNA c¢esitleri (73).

bolgelerde
transkripte edilen
ncRNA

Sumf Sembol  Ozellik
= MikroRNA miRNA 18-25 nt uzunlugunda, insan genomunun %1-2’lik kismini
2 olusturmakta, protein kodlayan genlerin %50’sini kontrol eden,
z cevrimsel baskilanmaya kilavuzluk eden ve Drosha ve Dicer
= enzimine bagiml kiigiik RNA molekiilleridir.
&
5 Kiiciik siRNA 19-23 nt uzunlugunda, Dicer ile islenen, kilavuz dizilimin hedef
B miudahaleci RNA mRNA’y1 pargaladigi 6zgiil RNA molekiilleridir.
5 Piwi-etkilesimli piRNA 26-30 nt uzunlugunda, Piwi proteinleri ile etkilesimli, Dicer
§ RNA bagimli, esasen germ hiicreleriyle ve germ hiicrelerine bitigik
> somatik hiicreler ile smirlanmig kiigiik RNA molekiilleridir.
Kiigiik snoRNA  60-300 nt uzunlugunda, cekirdekeikte yerlesik, pre-mRNA
cekirdekgik RNA intronlarin1 ¢ikarmada gorevli, snoRNP proteinlerine baglanan
kiigiik RNA molekiilleridir.
Ozendirici bolge PASR 20-200 nt uzunlugunda, 5’ basliklart modifiye edilmis, protein
iligkili kiigiik kodlayan ve kodlamayan genlerin yazilimsal baslama
RNA bolgelerinde bulunan ve kisa baglikli transkritplerdir.
Yazilim baglatict  tiRNA ~ 18 nt uzunlugunda, yazilimsal baslama bdlgesinin asagi
RNA kisminda yiiksek yogunluk gosteren, GC zengin 6zendirici
bolgelerde tercih edilen kiigilk RNA molekdilleridir.
Sentromer crasiRN 3442 nt uzunlugunda, uzun dsRNA’lardan islenmis kiigiik
tekrarlari ile A RNA molekiilleridir.
iligkili kiigiik
etkilesimli RNA
Telomer  ozgiil tel-sRNA ~ 24 nt uzunlugunda Dicer bagimli, 3’ uglar1 2'-O-methylated,
kiigiik RNA protozoalarda korunmus ancak heniiz insanda tanimlanmamis
kii¢iik RNA molekiilleridir.
Pyknons Degisken uzunlukta, protein kodlayan genlerin g¢evrilmeyen
kisminda, siklikla 3> UTR bolgesinde olan RNA molekiilleridir.
—~ Uzun intergenik lincRNA  Yiizlerce ve on binlerce niikleotid uzunlugunda, iki tane protein
&  kodlanmayan kodlayan genin arasinda bulunan ve komsu genlerin yazilimsal
; RNA cis-diizenlenmesinde gorevli olabilen RNA’lardir.
e
% Uzun intronik Intron icinde buluna, evrimsel olarak korunmus ve doku ve
E kodlanmayan hiicrlerde 6zgiil ifade gosteren RNA’lardir.
& RNA
E  Telomer-iligkili TERRAs 100 bp - >9 kb uzunlugunda, birgok Okaryotta korunmus, C-
§ ncRNA zengin zincirden sentezlenen, poliadenilasyona ugrayabilen
S RNA’lardir.
Iki yonli islevi Hem protein kodlayan genler gibi hem de diizenleyici RNA’lar
olan uzun gibi 6zellik gdsteren RNA’lardr.
kodlanmayan
RNA’lar
Pseudogen RNA Protein kodlayan genlerin dzelliklerini kaybetmis ancak kopyasi
olan genler, doku 6zgiil olabilirler ve protein kodlayan genlerin
diizenlenmesinde gorev alabilen RNA’lardir.
Asirict korunmus  T-UCR 200 nt uzun, insan, fare ve siganda asir1 korunmus olan ve intra

ve intergenik bolgelerde yerlesik olan RNA’lardir.
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2.5.1.1. Mikro RNA’lar

Mikro RNA'lar (miRNA'lar), protein kodlayici genlerin mRNA'larinin yazilim sonrasi
baskilanmasi i¢in mRNA’lar ile tamamlayici yap1 olusturan, hayvanlarda ve bitkilerde
onemli gen diizenleyici rol oynayan endojen RNA'lardir. Okaryotlarda gen
ekspresyonunun spesifik diizenlenmesinde yer alan 18-25 niikleotid uzunlugunda,
evrimsel olarak korunmus, tek sarmalli RNA molekiilleridir (76). Larval gelisim
zamanlamasimi kontrol eden C. elegans genlerinin karakterizasyonu lin-4 ve let-7
RNA'lar1 olarak bilinen iki kii¢ciik diizenleyici RNA’nin kesfedilmesine olanak
saglamistir (76, 77).

MiRNA'larin hedef yerlerini inceledigimizde, mRNA hedefleri ile tohum dizisi olarak
bilinen olgun miRNA'min 5' bolgesinin dogrudan Watson-Crick baz eslestirmesi ve
kismen tamamlayict mRNA'larin 3'UTR'si ile etkilesirler (78). Tiim insan mRNA'larinin
ticte ikisinden fazlasi, protein kodlayan genlerin ve ayni zamanda uzun kodlamayan
transkriptlerin araya giren bolgelerinden (intronlar) kodlanir (79). MiRNA'lar, pre-
mRNA'nin alternatif baglanma durumuna bagli olarak ekzonlarda veya intronlarda
kodlanabilir (80). Buna ek olarak, miRNA’lar, intergenik orijinli olabilir, yani iki gen
arasindaki kromozomal bolgede bulunabilir (81, 82). miRNA biyogenezi transkripsiyon
ile baslar ve cesitli asamalardan sonra olgun miRNA iiretilir. MiRNA'lar, kapak yapis1
ve poliadenilasyon ile modifiye edilmis pri-mRNA olarak RNA polimeraz II veya III
tarafindan trankribe edilirler. Pri-miRNA'nin baslangigtaki islenmesi, miRNA'y1 sag
tokasi seklinde bir pre-miRNA'ya doniistiiren Drosha kompleksi tarafindan ¢ekirdekte
gerceklesir. Daha sonra pre-miRNA, Dicer tarafindan kesilmek i¢in Exportin-5 / Ran-
GTP kompleksi ile sitoplazmaya tasinir. Bunu takiben, hedef mRNA’nin translasyonel
baskilanmasi ya da mRNA yikimi / deadenilasyonu yoluyla gen susturmasina aracilik
etmek i¢in miRNA dubleksinin diziliminden biri miRNA-RISC'yi olusturmak iizere
Ago'ya dahil edilir. Noncanonik intronik miRNA'lar "mirtronlar", Drosha mikroiglemci

kompleksinden bagimsiz olan spliceosome tarafindan iglenir (Sekil 2.4) (79).
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Sekil 2.4. miRNA biyogenezinin genel molekiiler mekanizmalari (79).

Ozetle, miRNA'lar gen ifadesinin susturulmasi igin birden fazla mekanizma kullantyor
gibi goziikiiyor. Bununla birlikte, caligmalarin  ¢ogunlugu iki ana modeli
desteklemektedir: (i) baslama veya uzama asamasinda translasyonun baskilanmasi
(Sekil 2.5) ve (i1) mesajin deadenilasyonu ve daha sonra bozulmasi (Sekil 2.5, 2.6). Bu
mekanizmalarin birlikte islev gordiigii ve bir gen veya hiicre tipine spesifik bir sekilde

diizenlendigi 6ngoriilebilir (79).
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Recognition of the target site in 3’ UTR

Decapping & degradation
Endonucleolytic cleavage

Deadenylation & degradation and mRNA degradation

Sekil 2.5. miRNA’lar ile hedef miRNA’larin iliskisi. miRNA'lar, hedef mRNA'larin
3'UTR bolgesi ile kismi (A) veya miikkemmel (B) tamamlayici bir yap1 olusturabilir
(79).

/A mRNA 3’ UTR, engaged to miRNA-RISC

Cap s5’yUTrR ’
5’ .—| Open Reading Frame
3!

B Deadenylation & Degradation

Cap 5’ UTR o A c
5’ Q= Open Reading Frame ELECATA; A i 4R
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D premature Termination
Ribosomal drop off O c
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. 3°UTR AAA A
5 en Reading Frame A A
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=

Sekil 2.6. Onerilen miRNA aracili translasyonel baski mekanizmalari. (A) RISC ve
miRNA ile iligki kuran bir mRNA’nin 3’UTR bolgesi; (B) CAFI1/CCR4/NOT1
kompleks aracili hedef mRNA deadenilasyonu ve yikimi; (C) Depl / 2 kompleks aracili
baslik ¢ikarimi ve (D) aktif olarak translasyona ugrayan polizomlarin baslama ve uzama
asamalarinda ribozom diigmesi ile translasyon baskilanmasi (79).
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miRNAlar, proliferasyon, apoptoz, invazyon / metastaz ve anjiyogenez gibi kanser
biyolojisinin hemen hemen tiim siire¢lerinde rol oynar. Transkripsiyonun
diizenlenmesine ek olarak, miRNA araciligiyla gerceklestirilen yazilim sonrasi
baskilanma genis bir gen aginin ifadesinin ince ayarmin yapilmasina olanak saglayarak
farklilagmis durumlara katkida bulunmaktadir. Kanser gelisimi, bir siire boyunca
onkogenlerde ve tiimor baskilayict genlerde ¢ok sayida degisimi igeren ¢cok basamakli
bir siirectir (83). Yapilan bircok ¢alismada zaten kanser patogenezinde yer alan birgok
diizenleyici faktor arasinda miRNA’larin 6nemli rollerinin oldugunu gostermistir.
Bircok miRNA'nin bugiine kadar taranan kanserlerin ¢ogunda onkogenler veya tiimor

baskilayict miRNA'lar olarak islev gordiigii gosterilmistir (Tablo 2 ve 3).
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Tablo 2.2. Tiimor baskilayict miRNA’lar (83).

miR Kromozom  Tiimér Hedef Notlar
miR-15/16 13q14.2 KLL BCL2 miR-15/16, 16semi hiicre hattinda
3925.33 BCL2’yi  hedefleyerek  apoptoza
tegvik etmistir.
Kolon COX-2 MiR-16, COX-2’yi hedefler; HuR
Kanseri seviyesi arttiginda miR-16’nin islevi
antagonize edilir.
Folikiiler CHEK1 miRNA profilleri hiicre gogalmasinin
lenfoma artmasi ile iliskilendirilmistir ve ‘ge¢’
germinal B-hiicre fenotipi
gostermektedir.
Fibroblast CEBPg, Hiicre dongiisiiniin yeniden girisi
CDC25a, iizerine, miR-16'nin ¢abuk bozulmasi,
CCNEI hedef dongilisiinin  baskilanmasini
hafifleterek hiicre dongiisiiniin diizgiin
sekilde yeniden baglatilmasini saglar
Kansere FGF2, Kansere iliskili fibroblastlarda (CAF)
iligkili FGFR1 miR-15 ve miR-16"!n diigik ifade
fibroblast edilmesi, timdr biiyiimesini ve
ilerlemesini arttirdi
Ovaryan BMI-1 MiR-15a / 16 hedefi Bmi-1 diigiik
kanseri hiicre  ¢ogalmasina ve  klonal
biliylimeye neden olur.
miR-34 1p36.22 Kolon SIRT1 MiR-34, yalnizca p53 yabanil tip
11g23.1 kanseri baglamda apoptoza yol agan SIRT1'i
hedef alir.
Mide kanseri BCL2, MiR-34 Bcl-2, Notch ve HMGA2’yi
NOTCH, hedefler.
HMGA2
Fibroblast MYC Yaslanma sirasinda, miR-34a MYC'yi
hedef alir ve bir dizi hiicre dongiisii
diizenleyicisini kontrol eder.
Akciger AXL MiR-34a ve -199a / b Axl reseptoriinii
kanseri hedefler; Her iki miR 6zendirici bolge
metilasyonuyla susturulur.
Ovaryan MET MiR-34 MET’i hedefler.
kanseri
Let-7 ailesi 9q22.32 Akciger KRAS Let-7 ailesi, C. elegans ve akciger
Xpl1.22 kanseri tiimorlerinde let-60 / RAS" negatif
22q13.31 olarak diizenler.
21q21.1
19q13.41
11q24.1
3g21.1
12q14.1
Burkitt MYC Let-7'in diizensizligi, Burkitt lenfoma
lenfoma ve diger MYC-diizensiz kanserlerin
olusumuna ve bakimina katilir.
Meme 116 Enflamasyon, epigenetik
kanseri doniistiiriilmiis durumu koruyan bir
pozitif geri besleme dongiisiinii
etkinlestirir.
Karaciger BCL-XL Let-7, Bcl-xL'yi hedef alir ve
kanseri sorafenib ile uyarilan apoptozu

giiclendirir.
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Tablo 2.3. Onkogenik miRNA’lar (83).

miR Chromosome  Tumor Target Notes
miR-17-92 13g23.1 Kolon TSP-1, K-Ras, c-Myc ve p53 ile bozulmus
CTGF aktiviteyi  birlikte ifade eden
kolonositlerde asirt ifadelenmistir.

Prostat kanseri, E2F2, E2F etmenleri ile miR17 / 92

Burkitt lenfoma, E2F3 arasindaki otomatik diizenleme

Testis kanseri geri besleme dongiisii.

Akciger kanseri  HIFla C-myc, miR-17/92 ve HIFla
iceren karmasik ve ince ayarlanmis
devre.

miR-222/221 Xpll.3 Glioblastom, p27(Kipl) Yiiksek miR-222/221 diistik p27'yi
prostat ve tiroit (Kipl) korur ve ¢cogalmay1 uyarir.
kanseri

Meme kanseri FOXO03A MiR-222/221, transkripsiyonel
seviyede p27'yi (Kipl) bastirmak
icin FOXO3A'y1 hedef alir.

Endotel hiicreler KIT MiR-222, endotel hiicrelerinin yeni
kilcal damarlar olusturma
kabiliyetini kontrol eden c-Kit'i
hedefler.

Glioblastoma PUMA MiR-221/222 direkt olarak
PUMA'y1 hedefleyerek apoptozu
diizenler.

miR-21 17g23.1 Meme kanseri TPM1 Mir-21'in ~ bastirilmast  tlimor
biliytimesini baskilar.

Glioblastoma RECK, Kanserde diizensiz ifade edilen
TIMP3 MiR-21'in baskilanmasi, birden

fazla proteinin "fizyolojik"
modiilasyonu  i¢in  yeni  bir
terapdtik yaklasim saglar.

Prostat kanseri MARKS  MiR-21 apoptoz direncini,
hareketliligi ve istilay: arttirir.

miR-155 21921.3 Meme kanseri SOCS1 MiR-155, inflamasyon ile kanser
arasindaki koprii gorevi gorebilir.

Lenfositler C-MAF Bic / microRNA-155 bagisiklik
sisteminin homeostaz ve
fonksiyonunda 6nemli bir rol
oynamaktadir.

Nazofaringeal JIMIDIA LMP1 ve LMP2A, JMJD1A'nin

karsinoma baskilanmast icin  miR-155"
etkinlestirir.

Kolon kanseri hMSH?2, Uyumsuzluk onariminin
hMSHS6, etkiszilesmesi, miR-155 tarafindan
and uyarilir.
hMLH1
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2.5.1.2. Kiiciik miidahaleci RNA (siRNA)'lar

Kiiciik miidahaleci RNA (siRNA)'lar RNA miidahalesi (RNAi) siirecinde mRNA
parcalanmasinin aracilaridir (84). Eksojen veya endojen kaynakli uzun dsRNA'lardan
uretilirler (85). RNAi, cogu Okaryotik hiicrede ¢ift sarmalli RNA (dsRNA)
goriinlimiiyle tetiklenen korunmus bir yazilim sonrasi gen susturma mekanizmasidir
(86, 87). DsRNA ilk olarak, siRNA ¢iftleri olarak adlandirilan 2-nt 3'-hidroksil ¢ikintili
uclar ve 5’ fosfat ucu ile karakterize 21-23 nt uzunlugunda kiiciik RNA c¢iftlerine Dicer
tarafindan islenir (88-90). Bunun ardindan, substrat mRNA’nin veya tamamlayici
hedefin dizi 6zgiil kesilimini yonlendirmek i¢in siRNA ¢ift sarmalinin bir ipligi RNA
ile uyarilan susturma karmasimina (RISC) dahil edilir (91-93).

Sentetik siRNA’lar ¢ogunlukla saf, kararli ve kolayca modifiye edilmis siRNA’larin
iiretiminde olanak saglayan kati-faz kimyasal sentez yontemleri ile iiretilir. Kiiclik ¢ift
iplikli siRNA’lar kilavuz ipligin RISC’e yiiklendigi hiicrelere aktarilir. Etkinlestirilmis
bu protein-niikleik asit karmasimi1 milkemmel tamamlayicilik vasitasi ile tek bir hedef
mRNA dizisine baglanarak mRNA’nin boliinmesini ve pargalanmasini saglayarak gen

susturabilir (Sekil 2.7) (94).
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Passenger strand
cleavage

RISC loading
and activation @

Hybridization
to target mMRMNA £

Target mMRMNA

Sekil 2.7. RNA miidahalesi. Sitoplazmaya giren uzun dsRNA, Dicer enzimi tarafindan
3 'uclarinda 2-nt tek sarmal c¢ikintili 22-nt uzunlugunda parcalara islenir. Sentetik
siRNA yapis1 Dicer iiriinlerini taklit eder. Kilavuz siRNA ipligi RISC’e ytiklenir. Diger
iplik Argonaute-2 (Ago2) tarafindan parcalanir. Etkinlesen RISC-kilavuz iplik
karmasimi kilavuz iplige tamamlayici olan hedef mRNA’y1 tanir ve pargalanmaya
sebep olur. Boylelikle ¢evrimin Oniine gecer ve gen ifadesinin susturulmasini saglar
(94).

2.5.1.3. Piwi proteinleri ile etkilesimli RNA (piRNA)

piRNA’lar tipik olarak 24-32 nt uzunlugunda Dicer’dan bagimsiz bir mekanizma ile
tiretilen RNA’lardir. Bu RNA’lar Argonaute protein ailesinden Piwi proteinleri ile
karmasim olusturabilirler. piRNA’lar 5’ ucunda {iridin ve 3’ ucunda 2’-O-metil
modifikasyonu ile karakterizedirler. Bunlarin ana roli germ hatti gelisiminde
transpozan elementlerin susturulmasidir (95). Memeli Piwi proteinleri erkek igin
ozellikle spermatogenez i¢in Onemlidir (96,97). Son zamanlarda yapilan calismalar

piRNA’larin kanser olusumunda da 6nemli roller oynayabilecegini gosterilmistir. Mide
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kanseri dokularinda piR-823 ifadesinin kanserli olmayan dokulardan anlamli derecede
diisiik oldugu saptanmistir. Bunun aksine piR-651 seviyesinin mide, kolon, akciger ve
meme kanseri dokularinda kontrol grubuna kiyasla asir1 ifade edildigi bulunmustur.
ilging bir sekilde mide kanserli hastalarda piR-651 ve piR-823’tin periferal kan

seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiikk bulunmustur (98, 99).

2.5.1.4. Kiigiik cekirdekcik RNA’lar (snoRNAs)

snoRNA’lar genellikle 60 ile 300 nt arasinda olan RNA’lardir ve hedef RNA’larda
bolgeye 6zgiil niikleotid modifikasyonuna kisa baz eslemesi vasitasiyla aracilik ederler
(100). 2’-O-ribose-metilasyonuna aracilik eden kutu C/D snoRNA’lar ve
pseudoiiridilasyona aracilik eden kutu H/ACA snoRNA olmak iizere iki ana sinif
snoRNA mevcuttur (101-104). Ik baslarda snoRNA’larin rollerinin ribozom
biyogenezi sirasinda RNA modifikasyonu ile sinirli oldugu diisiiniilmekteydi. Ama su
anda snoRNA’larin snRNA’lar ve mRNA’larin igerisinde oldugu diger RNA’lari
hedefledigi ortaya konulmustur (101-105). snoRNA’larin bir¢ogu protein kodlayan
genlerin intronlar1 igerisinde yerlesiktir ve RNA pol II tarafindan transkripte edilirler.
Bununla birlikte, kodlanmayan RNA onciillerinin intronik bdlgelerinden de
sentezlenebilirler (106). Bircok c¢alisma snoRNA’lardaki degisimlerin kanser
gelisiminde ve ilerlemesinde Onemli rollerinin oldugunu gostermistir. Tablo 4’te

gosterilmistir.

Tablo 2.4. Kanserde rol oynayan snoRNA’larin listesi.

snoRNA Kanser cesidi snoRNA islevi
h5sn2 Insan meningiomlari Baskilayici
Us0 Prostat kanseri /meme kanseri Baskilayici
snoRD33,snoRD66, Akciger kanseri Onkogenik
snoRD76, snoRA42

snoRD112-114 Promiyelositik 16semi (APL) Onkogenik

2.5.1.5. Ozendirici bolge iliskili RNA’lar

Ozendirici bolge iliskili RNA’lar (promoter-associated RNAs (paRNAs), as promoter-
upstream transcripts — PROMPTs olarak da bilinen) (107), yazilimin baslangi¢c bolgesi
iligskili RNA’lar (108, 109) da bilinen yeni bir ncRNA smifi kesfedilmistir. Uzunluklar

18 ve 200 nt arasinda degismekte olup uzun ve kisa RNA smifa girebilmektedirler.
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paRNA’lar, potansiyel olarak yazilimi diizenleyebilecegi icin bunlarin ifadesinin
bozulmasi kanserin de i¢inde bulundugu bir¢cok hastalik ile iligkili olabilecegi One
stiriilmiistiir. paRNA mimiklerinin HeLa ve HepG?2 hiicrelerine aktarimi insan ¢-MYC
ve bag dokusu biiyime etmeninin (CTGF) yazilimsal baskilanmasina neden oldugu
ortaya konulmustur (110). Bundan ayr1 olarak paRNA’larinin kanserdeki rollerini

gosteren bir¢ok calisma mevcuttur (111-114).

2.5.2. Uzun kodlanmayan RNA’lar

Uzun Kodlanmayan RNA’lar (IncRNAs), protein kodlamayan 200 niikleotidden uzun
(veya >100 amino asit acik okuma cercevesinden yoksun) genis ve cesitli transkripte
edilen bir RNA smifidir. Protein merkezli dogma protein kodlamayan genom
bolgelerini ‘¢op” DNA olarak goriiyordu. Simdi birgok IncRNA’nin, biyolojik agidan
onemli isglevleri olan transpozonlarin, psddogenlerin ve basit tekrarlarin bu ¢op
bolgelerinden kopyalanmakta oldugu anlasilmistir (2,3). LncRNA’larin  biiylik
cogunlugu RNA Pol II tarafindan sentezlenmektedir. RNA pol II etkinliinde rol
oynayan IncRNA’larin RNA pol III tarafindan sentezlendigi gdsterilmistir (115, 116).
RNA Pol sentezini takiben her bir IncRNA 5’ baslik eklenme, 6n-IncRNA splicing ve
poliadenilasyon gibi diger yazilimsal diizenleme islemlerine tabi tutulur (115). Nihai
IncRNA olgunlagsmasi esasen bireysel IncRNA’ya kendi 6zgii islevsel rollerini veren

istikrarli bir ikincil (veya ti¢iinciil) yapinin olusturulmasini igerir (115).

LncRNA’lar genomda protein kodlayan genlere uzakliklarina gore kategorize edilirler.
Buna gore IncRNA’lar bir veya besten fazla genis kategoriye ayrilabilirler. (i) protein
kodlayan genler ile Ortiisen bolgeler igerdigi iplik aymi yonlii ise sense veya karsi
sarmalda ise (ii) antisense; (iii) iki yOnlii, kendisinin ve kars1 sarmaldaki komsu protein
kodlayan genin ifade seviyesi genomik yakinlikta baslatildiginda; (iv) intronik,
tamamen ikinci transkriptin intronundan sentezlendiginde, (v) intergenik, iki gen

arasindaki genomik bdlgede yer aliyorsa (Sekil 2.8) (117, 118).
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Sekil 2.8. LncRNA’larin genomik yerlesimi. Protein kodlayan genler ve ekzonalari
mavi renk ile gosterilirken IncRNA’lar ve ekzonlar1 kirmizi renk ile gosterilmistir. (A)
Intergenik IncRNA, intergenik olarak her iki iplikten sentezlenebilmektedir. (B)
Intronik  IncRNA, tamamiyla protein  kodlayan genlerin  intronlarndan
sentezlenmektedir. (C) Sense IncRNA, protein kodlayan genlerin sense ipliginden
sentezlenmektedir ve protein kodlayan genlerin ekzonlarini igermektedir, protein
kodlayan genler ile ortiisen bolgeler icermekte veya intron araciligiyla protein kodlayan
biitlin dizilimini i¢ermektedir. (D) Antisense IncRNA, protein kodlayan genlerin karsi
sarmalindan sentezlenmektedir. Ekzonik ve intronik bolgeleri ile 6rtlismekte veya intron
ile protein kodlayan genin tamamini icermektedir (117).

2.5.2.1. LncRNA’larin islevleri

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ncRNA’larin ne kadar siire ¢alistifina dair c¢esitli
diizenleyici paradigmalar tanimlanmistir. Yukari yonde kodlanmayan RNA’nin
0zendirici bolgesinden yazilim negatif (i) veya pozitif (i1) asagr yonde bulunan genin
ifadesini sirasiyla RNA Pol II'nin o bolgeye gelmesini ve kromatin yeniden
sekillenmesini baskilayarak etkiler. (iii) Bir antisense transkript Ortiisen sense transkript
ile hibridize olma yetenegine sahiptir ve splisozom tarafindan kaynasim bdlgelerinin

taninmasina engel olur. Dolayisiyla alternatif splicing neden olur. (iv) Alternatif olarak,
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sense ve antisense transkriptlerin hibridizasyonu Dicer’in endojen siRNA iiretmesine
olanak saglar. Ozgiil protein eslerine baglanarak bir kodlanmayan transkript proteinin
etkinligini degistirebilir (v), daha biiyiik bir RNA-protein karmasimin olusmasina izin
veren yapisal bir bilesen olarak gorev yapabilir (vi) veya proteinin hiicre icerisindeki
yerlesimini degistirebilir (vii). (viii) Uzun ncRNA’lar, miRNA’lar, piRNA’lar ve diger
1yi karakterize edilmemis kii¢iik RNA’lar1 tiretmek i¢in islenebilirler (Sekil 2.9) (119).

1. Transcriptional
Interference

[3

2. Induce chromatin
remodeling and
histone modifications

q

Hybridization of sense
and antisense RAs

-~

mcAMNAS bind
specific protein

e
\l

8.5mall RNA
Precursor
-\ IIIIIIIII i ﬁ
N
Elesck recognition af exon Dicer Cleavage
by the spliceasome 5. Modulate 7. Alter protein
= protein activity localization
3. Modulate alternative 4. Generate 6. Structural or

splicing patterns endo-siRNAs organizational role
Sekil 2.9. Uzun ncRNA’larin nasil ¢aligti§in1 gosteren paradigma (119).
2.5.2.2. Isleyis mekanizmalari
LncRNA'larin  ¢ok  g¢esitli  hiicresel — molekiiler  islevlerde yer  aldigi

diisiiniilmektedir. Isleyis mekanizmalarma gére, LncRNA'lar, yazilimin diizenlenmesi,
yazilim sonrast diizenlenme veya diger islevler olmak iizere kabaca ii¢ gruba ayrilir

(Sekil 2.10) (117).
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Sekil 2.10. LncRNA'larin islevsel mekanizmalari. LncRNA, "L" harfiyle ve eklenen bir
say1 ile temsil edilmistir. (A) Yazilimsal diizenleme: Cis-IncRNA (L1 ve L3) ve trans-
IncRNA (L2) ornekleri. L1 gen A'nin promotdr bolgesinden kopyalanir ve gen A'nin
promotoriine baglanmasi, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini bloke eder ve
bdylece A geninin transkripsiyon baslama iglemine etki eder. L2, uzak bir bolgeden
transkripsiyon faktorii veya RNA polimeraz ile etkilesim yoluyla gen B'nin
transkripsiyonunu etkiler. Dolayisiyla, L1 ve L2 de transkripsiyonel miidahale
vasitasiyla iglev goriirken, L3 kromatin modifikasyonu ile islev goriir. (B) Yazilim
sonras1 diizenleme: L1, L2 ve L3’iin hepsi gen splicing’e etki eder. L4, translasyonu
inhibe etmek icin translasyon faktorleri ile etkilesime girer. LS ve L6, miRNA'lar ile
dogrudan veya dolayli olarak etkilesim kurabilir iki ceRNA 6rnegidir. LS, miRNA'ya
baglanir ve boylece miRNA'nin hedef mRNA'nin 3 'UTR'ye baglanmasini engeller. L6,
hedef mRNA'min 3 'UTR'sine baglanir. Bu da, miRNA'nin hedef gene baglanmasini
bloke eder. L7, mRNA'min bozunmasini tesvik etmek i¢in dogal antisens inhibitorii
olarak gorev yapmaktadir. L1, protein taginmasinda yer alir ve L2, RNA girisimini
etkilemek icin Dicer'e baglanir. L1, protein taginmasinda yer alir ve L2, RNA
miidahalesine etki etmek i¢in Dicer'e baglanir (117).
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Yazihimsal diizenleme: Yazilimsal miidahale (6rnegin; DHFR upstream
transcripts, SRG1 RNAs, 7SK snRNA, B2  SINE RNA) ve kromatin  yeniden
sekillenmesi (6rnegin; fbpl (fructose-1,6-bisphosphatase-1) promoter
RNAs, Xist, MEG3, GAL10-ncRNA, HOTAIR, HOTTIP and COLDAIR) yoluyla gen
transkripsiyonunu diizenleyen ¢ok sayida IncRNA vardir. Dolayisiyla, yazilimin
diizenlenmesinden IncRNA'lar, isleyis mekanizmalarina gore alt gruplara ayrilabilirler:

(1) yazilimsal girisim ve (i1) kromatin yeniden sekillenmesi (Sekil 2.10 A).

Yazihm sonrasi diizenleme: LncRNA'larin yer aldigi iki yaygin yazilim sonrasi
diizenleme mekanizmasi vardir: splicing diizenlenmesi ve translasyonel kontrol (Sekil
2.10 B). mRNA splicing’i etkileyen IncRNA'lar, splicing faktorlerine baglanma veya
degistirme yoluyla veya splicing islemini engellemek i¢in mRNA dizileri ile dogrudan
hibrid olusturma yoluyla islev gorebilirler (120-123). MIAT (myocardial infarction
associated transcript) ~9—10 kb uzunlugunda olan bir IncRNA’dir ve giiclii intron dal
noktas1 dizileri (UACUAAC tekrarlar1) icermektedir ve splicing ve spliceosomal

karmasim olusumunu engellemek i¢in SF1'e (baglanma faktorii 1) baglanabilmektedir.

LncRNA islevinde diger mekanizmalar: Yazilimsal diizenlemeye ve yazilim sonrasi
diizenlemeye ek olarak, LncRNA'lar protein yerlesimi (124, 125), telomer tipkiyapimi
(126), RNA miidahalesi (127) gibi diger mekanizmalar yoluyla islev gosterebilir (Sekil
2.10 C).

2.5.2.3. LncRNA mekanizmalari

Son zamanlarda IncRNA islevinde yer alabilecek molekiiler mekanizmalarin ¢esitli
tiirlerini kategorize etmeye ¢alisilmistir. LncRNA'lar, asagidaki dort modelden biri veya

daha fazlasi olarak tanimlanabilir (Sekil 2.11) (128).
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Sekil 2.11. LncRNA mekanizmasinin dort modelinin sematik gosterimi. Model I:
Sinyaller olarak, IncRNA ifadesi, transkripsiyon faktorlerinin ya da sinyal yolaklarinin
kombinasyonal etkilerini uzay ve zamandaki gen diizenlemesini gosterebilir. Model 1I:
Yikim olarak, LncRNA'lar, transkripsiyon faktorlerini ve diger proteinleri kromatin
disina dogru titre edebilir. Model III: Rehberler olarak, LncRNA'lar kromatin
degistirici enzimleri cis veya trans pozisyondaki uzak hedef genlere toplayabilir. Model
IV: yap1 iskelesi olarak, LncRNA'lar, riboniikleoprotein kompleksleri olusturmak i¢in
birgok proteini bir araya getirebilir (128).

Sinyal modeli: LncRNA'lar molekiiler sinyal gorevi gorebilirler, c¢linkii bireysel
IncRNA'larin transkripsiyonu gelisimsel ipuglarini entegre etmek, hiicresel igerigi
yorumlamak veya cesitli uyaranlara cevap vermek i¢in ¢ok 6zel zaman ve yerde
gerceklesir. Bu model IncRNA'lar, iglevsel olarak dnemli biyolojik olaylarin belirtecleri
gibi davranabilir (128).

Yikim modeli: Bu IncRNA modeli transkribe edilir ve sonra bir protein hedefini baglar
ve uzaklastirir, ama bagka higbir ek islev gostermez. Muhtemelen bir efektorii olumsuz
bir sekilde diizenleyerek hareket eder. Yikicilar olarak, LncRNA'lar, miRNA hedef
bolgeleri igcin miRNA'lar ile rekabet edebilir. Gas5, stem-loop yapilarindan birinden bir

RNA motifi olusturulmasi yoluyla glukokortikoid almacini baskilar, bdylelikle
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Glukokortikoid-sorumlu genlerin promotoér bdlgelerinde bulunan hormon yanit

elementlerine esdeger olan DNA motifini taklit eder (128).

Rehber modeli: Bu model IncRNA rehber RNA’dir ve proteinlere baglanarak
IncRNA riboniikleoprotein ~ karmasiminin ~ 6zgiil  hedeflere  lokalizasyonunu
yonlendirir. IncRNA gen ifadesi degisikliklerine cis (komsu genler {izerinde) veya trans

(uzakta yerlesik genler) rehberlik ederler ve IncRNA dizisine dayanarak kolayca tahmin

edilemez (128).

Yapr iskelesi modeli: Yap1 iskelesi olarak gorev  yaparlar. LncRNA'lar,
riboniikleoprotein karmasimlarini olusturmak i¢in birgcok proteini bir araya getirebilir.
LncRNA-RNP, histon modifikasyonlarini etkilemek i¢in kromatin {izerinde etki
gosterebilir (128).

2.6. LncRNA’larin E2F’ler tarafindan diizenlenmesi

E2F'ler, hiicre dongiisii ilerlemesi i¢in gereken gen ifadesinin zamaninda
diizenlenmesinde yer aldiklari i¢in en iyi bilinen transkripsiyon faktorleridir (129). E2F
ailesinin iyeleri, pRB tiimor baskilayict asagr yonde etkileyicileridir. RB/E2F
yolaginin anormal hiicre ¢cogalmasindaki kritik rolii E2F gen ifadesinde bozukluklara
yol agan mutasyonlarin insan tiimorleri arasindaki yaygin insidansi ile dikkat
¢cekmektedir (130). Bu diizenlenmemis E2F aktivitesi timor hiicrelerinin bir ayirt edici
0zelligi olan kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla sonuglanir. Hiicre ¢ogalmasinin temel
diizenleyicileri olarak hareket etmenin yani sira, E2F’ler, DNA onarimi, farklilasmasi
ve gelismesi gibi ¢esitli hiicresel islevleri modiile eder (131, 132). E2F ailesinin en az
bir liyesi, yani E2F1 apoptozu (129, 133) ve otofajiyi (134-136) tetikleyebilir. E2F1 ile
indiiklenen apoptoz, hem p53'e baghh hem de p53'ten bagimsiz yollarla gerceklesebilir
(129-132). E2F'lerin hem proliferasyon hem de apoptoz iizerine etkileri uyumlu olarak,
E2F1 in vivo olarak baglam-bagimli bir sekilde bir onkogen veya tiimor baskilayici
olarak islev goriir (137). Su anda, IncRNA'larin E2F1 ile transkripsiyonel olarak
diizenlenmesi veya IncRNA'larin E2F1 tarafindan diizenlenen biyolojik fonksiyonlarda
oynadigi rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Son zamanlarda, E2F1 ve DNA hasar1
tarafindan asir1 ifadelenen yeni bir IncRNA, ERIC (E2F1 ile diizenlenmis hiicre 6liimii
Onleyicisi) tanimlanmistir ve ERIC’in baskilanmasi E2F1 veya bir DNA hasar ajani

tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre 6limiinii arttirir (11). LncRNA H19'un kendisi,
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E2F1'in asag1 yonde S-fazina girigini arttirdig1 goriilmektedir. Bu da artan biiylime hiz1
ve tlimorigenez ile sonuglanir (138). Bir baska calismada, IncRNA ANRIL, DNA
hasarindan sonra ATM'ye bagh sekilde E2F1 transkripsiyon faktorii tarafindan
yazilimsal olarak asir1 ifade edilir (139).

2.7. LncRNA’larm kanserdeki rolleri

LncRNA'larin, timoér olusumu, tiimor ilerlemesinde, kok hiicre pluripotansi, gelisimi,
hiicre biiylimesi ve apoptozisi ve kanser invazyonu ve / veya metastazi gibi gesitli
hiicresel siireclerin diizenlenmesinde kritik bir role sahip olabilecegini gosteren
calismalarin sayis1 giin gectikce artmaktadir (140). Bu molekiiler aileden gelen en
onemli prognostik biyolojik belirteclerden biri siiphesiz homeobox antisens intergenik
RNA'dir (HOTAIR) (141). HOTAIR IncRNA'nin gastrik adenokarsinoma dokularinda
asir1 ifade seviyesine sahip oldugu belirlenmistir (142). Gastrik adenokarsinomlardan
ayr1 olarak, HOTAIR IncRNA'nin kolorektal kanserde klinik olarak &nemli oldugu
bulunmustur (143). HOTAIR hepatocellular karsinomada (HCC) da kétii prognoz ve
timor progresyonu igin bir biyolojik belirte¢ olarak tanimlanmistir (144-146). Bircok
calismada, HOTAIR’1n meme kanseri ile de korrelasyon gosterdigi bulunmustur (147,

148).

Kanserde onemli rol oynayan bir bagska IncRNA metastaz ile iliskili akciger
adenokarsinom transkript 1 (MALAT1)’dir (149). Akciger adenokarsinoma disinda,
MALATI, hepatoseliller karsinom (HCC) gibi diger tiimor tirleri ile de
iligkilendirilmistir (150). MALAT1 IncRNA’nin rolii osteosarkom, rahim endometriyal
stromal sarkom, servikal, mesane ve kolorektal kanser dahil olmak iizere diger bir¢ok
tiimor modelinde aydinlatilmistir (4). LncRNA H19, HCC prognozu i¢in giivenilir bir
biyobelirteg olarak taninmistir (5). H19 LncRNA’nin rolii ayrica mesane kanserinde de
gosterilmistir (5). Prostat kanseri de onkogenik IncRNA aktivitelerinden dogrudan
etkilenmektedir. Kok ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada, IncRNA DD3'iin
prostat tiimorlii doku oOrneklerinde yiiksek ifade edildigi ortaya konulmustur (151).
Chung ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise prostat kanseri
kodlamayan RNA 1 (PRNCR1)'in up-regiilasyonu ile prostat karsinom tiimorii olusumu
arasinda bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir (152). Bir baska ¢alismada, prostat
kanseri ile iligkili kodlanmamis transkript 1 (PCAT-1) uzun intergenik kodlamayan
RNA'nin tiimoriin ilerlemesi ile asir1 ifade edildigi gosterilmistir. Boylelikle, PCAT-1,
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prostat kanseri i¢in bir baska potansiyel negatif prognostik biyolojik belirteg olarak
tanimlanmistir (153). LncRNA PTEN pseudogene 1 (PTENP1), prostat ve kolon
karsinom tiimor modellerinde diisiik ifade edilmektedir (154). Diger tiimor baskilayici
IncRNA'lar1n, bir¢ok tiimdr modellerinde prognostik 6nemi oldugu bulunmustur. Huarte
ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, IncRNA link-p21'in diisiik
ifadesinin fare sarkom tiimor modellerinde, akciger adenokarsinomu ve lenfomada
tiimor ilerlemesi ile iliskili oldugu bulunmustur (155). Buna ek olarak, maternal olarak
ifade edilen gen (MEG3) IncRNA'nin meningiom ve gliom gibi ¢esitli tiimor tiplerinde
azalan gen ifadesi nedeniyle bir timdr baskilayici olarak hareket ettigi bulunmustur (22,

156). Kanserde rol oynayan bazi IncRNA'larin listesi Tablo 5 ‘te verilmistir.
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Tablo 2.5. Kanserde rol oynayan bazi IncRNA'lar (157).

LncRNA Islev Kanser Tiirii Kanser Fenotipi
HULC Biyobelirteg Hepatoseliiler Bilinmiyor
PCA3 Biyobelirte¢ Prostat Bilinmiyor
ANRIL/p15AS Onkogenik Prostat, 16semi Yaglanmanin INK4A yoluyla
bastirilmast
HOTAIR Onkogenik Meme, hepatoseliiler Metastazi tesvik eder
MALATI1/NEAT2 Onkogenik Akciger, prostat, meme, Net degil
kolon
PCAT-1 Onkogenik Prostat Hiicre c¢ogalmasimi destekler;
BRCAZ2'yi baskilar.
PCGEM1 Onkogenik Prostat Apoptozu  baskilar;  Hiicre
¢ogalmasini tegvik eder
TUC338 Onkogenik Hepatoseliiler Hiicre ¢ogalmasmi ve koloni
olusumunu hizlandirir.
uc.73a Onkogenik Losemi Apoptozu  baskilar;  Hiicre
¢ogalmasini tegvik eder
H19 Onkogenik; Meme, hepatoseliiler Hiicrenin bliylimesini ve
Timor ¢ogalmasini destekler; ¢cMYC
baskilayici tarafindan etkinlesir; Uzamig
hiicre ¢ogalmast ile agag1 yonlii
diizenlenmistir
GASS Timor Meme Apoptozu ve biiylime durusunu
baskilayici uyartr; GR ile uyarilan gen
ifadesini 6nler
linc-p21 Tlimor Akciger, sarkom, P53 uyarilmasina aracilik eder;
baskilayici lenfoma fare modelleri Apoptozu uyarir
MEG3 TUmor Meningiom, P53 uyarilmasina aracilik eder;
baskilayici hepatoseliiler, l6semi, hiicre gogalamsini baskilar
hipofiz tiimdrleri
PTENPI Timor Prostat, kolon PTEN'yi baskilayn miRNA'lari
baskilayici baglar

2.8. Osteosarkomda rol oynayan IncRNA'lar

Osteosarkom, cocuklarda ve ergenlerde en sik goriilen malign kemik tiimdoridiir.
Yapisal kromozom degisiklikleri ile karakterize genetik olarak kararsiz ve oldukca
malign bir mezenkimal tiimoriidiir (158, 159). Osteosarkom agirlikli olarak ergenlerde
ve geng yetiskinlerde goriiliir ve ¢ocukluk kanserlerinin yaklagik %5'ini olusturur. Cogu
osteosarkom hastasina 25 yasin altinda teshis konur ve hastalik erkeklerde kadinlara
gore daha sik goriiliir (160). Bugiine kadar, osteosarkom gelisiminin altinda yatan
molekiiler mekanizma belirsizligini korumaktadir. Onceki c¢alismalarin ¢ogunlugu,
onemli bilesenler olarak osteosarkomun ilerlemesi ve metastazinda rol oynayan protein
kodlayan genlere odaklanmistir ve kodlanmayan RNA’lar g6z ardi edilmistir. Ayni

zamanda, IncRNA'larin osteosarkom osteogenezi, gelisimi, invazyonu, metastazi veya
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kemoterapi direncindeki rollerini goOsteren az sayide ¢alisma bulunmaktadir.
Osteosarkomda ¢esitli IncRNA'larin gen ifadesinde degisiklikler gbzlemlenmistir. Dong
ve ark. MALAT1'in insan osteosarkom dokularinda yiiksek oranda ifade edildigini ve
ifade diizeyinin pulmoner metastazi ile yakindan iligkili oldugunu bulmuslardir (161).
Ustelik, MALAT1 susturulmasmin insan osteosarkom hiicresi proliferasyonunu,
invazyonunu ve metastazini in vitro ve in vivo olarak baskiladigini tespit etmislerdir.

Osteosarkomda IncRNA'lara genel bir bakis Tablo 6'da verilmistir.
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Tablo 2.6. Osteosarkomda IncRNA'larin genel bir bakis (162).

LncRNA

Islev

Diisiik/yiiksek  Diizenleme mekanizmasi

ifade

HI19

MALATI

ANCR

HOTAIR

PACER

SNHG12

TUGI

MEG3

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Tiimor baskilayici

HIF2PUT  Timor baskilayici

TUSC7

Tiimdr baskilayici

+

H19, Yapl’in osteosarkom dokular1t ve primer
osteosarkom hiicrelerinde asir1 ifade edilmesi ile
uyarilir.

MALATI,  osteosarkomun  ¢ogalmasmi  ve
metastazini arttiran bir onkogenik IncRNA olabilir
ANCR, hiicre dongiisii ilerlemesini diizenleyerek
osteosarkom ¢ogalmasini tesvik eden bir onkogenik
IncRNA olarak iglev yapmaktadir.

HOTAIR'in  asirn  ifade  edilmesi, insan
osteosarkomunda MMP-2 ve MMP-9 salinimini
arttirarak tiimor bilylimesini ve metastazini arttirdi
PACER’in asir1 ifadesi NF-kB'ye bagiml bir sekilde
COX-2  genini  etkinlestirerek  osteosarkom
hiicrelerinin ¢cogalmasini ve metastazini arttirdi.

SNHG12 ifadesi, primer osteosarkom doku
Oorneklerinde  ve  bitisik normal dokularda,
osteosarkom hiicre halar1 SAOS-2, MG63, U-
20S’de ve insan osteoblast hiicre hatti
hFOB(OB3)’de AMOT geninin ifade seviyesini
arttirdig1 gosterilmistir.

TUGI osteosarkomlu hastalarda asir1 eksprese edildi

Diisiik IncRNA MEG3 ifadesi olan hastalarda daha
kisa bir genel sagkalim oldugu goriilmiistiir.

MEG3 osteosarkom hastalarin genel sagkalim igin
bagimsiz bir belirleyici oldugu gosterilmistir.
HIF2PUT, osteosarkom kok hiicrelerinin yeni bir
diizenleyici etmendir.

HIF2PUT, kismen HIF2a ifadesini kontrol ederek
islevini yerine getirmistir.

TUSC7, osteosarkom dokularinda 6énemli derecede
diisiik ifade edilmektedir.

(+: Yiiksek ifade, -: Diisiik ifade)

2.9. Diger IncRNA cesitleri

2.9.1. Uzun intergenik kodlamayan RNA'lar

Uzun intergenik kodlamayan RNA'lar (lincRNAs) yeni kesfedilen ncRNA'lardir. Bu alt

siifin RNA'lari, birka¢ yiiz ile on binlerce baz arasinda degisen uzunluktadirlar ve

protein kodlayici genlerle ¢akismamalart nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmislerdir. Farkli

lincRNA'larin imprinting veya kanser metastazi gibi ¢esitli biyolojik siireclerde yer

aldig1 gosterilmistir (6, 163, 164). HOTAIR, islevsel ve mekanik agidan aydinlatilan ilk
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lincRNA'dir (163). Bir HOXC gen kiimesinden kopyalanan HOTAIR, trans-etki yoluyla
gen ifadesini kontrol eder (163). LincRNA-p21, p21°in yukar1 yoniinde karsit iplikten
trankribe edilen poliadenilasyona ugramis bir RNA’dir. LincRNA-p21, DNA hasar ile
tetiklenir ve p53 yazilimsal cevabinin asagi yonde diizenleyicisi olarak gorev yapar
(155). LincRNA-p21, fiziksel olarak 5' ucu ile hnRNP K ile etkilesime girer ve p53
duyarli apoptotik genleri baskilar (155).

2.9.2. Dogal antisens transkriptler (NAT'lar)

Bunlar, protein kodlayan transkriptlere kismen veya tamamen tamamlayici olan endojen
RNA molekiilleridir. Genomik orijinlerine gore, aynt genomik bolgeden ancak sense
transkriptlere gore karsi sarmaldan transkribe edilen cis-NAT ve farkli genomik
bolgeden transkribe edilen trans-NAT’lar olarak ayrilirlar (165, 166). Genellikle sense
transkriptlerine kiyasla nispeten diisiik diizeyde ifade edilmesine ragmen, NAT'larin
protein kodlayan hedeflerinin ifade seviyesini etkili bir sekilde diizenledigi
gosterilmistir (167). ANRIL, tiimor baskilayici genler CDKN2A ve CDKN2B'yi
kodlayan INK4A-INK4B gen kiimesi lokusu tarafindan transkribe edilen bir NAT'dir
(168). NAT'lar aym1 zamanda, splicing gibi yazilim sonrasi diizenleme yoluyla gen
ifadesini etkiler. Epitelyal-mezenkimal gecis sirasinda, ZEB2 lokusunda bir NAT
yazilimsal olarak aktive edilir. Bu ZEB2 NAT, bir i¢ ribozom giris bolgesi igeren
intronun splicing’ini engeller ve ZEB2 protein ifadesini pozitif olarak diizenler (122).
NAT'lar tarafindan sense transkriptlerin diizenlenmesi, protein ifadesinin artirtlmasi

veya azaltilmasiin dogal bir yolunu saglar (169).

2.9.3. Arttirici benzeri IncRNA'lar (eRNA'lar)

Orom ve ark., arttirict benzeri IncRNA'larin (eRNA'lar) insan hiicre dizilerinde
arttiricilarin islevsel ozelliklerine sahip olduklarini bulmuslardir (170, 171). Bu tip
IncRNA'larin (eRNA'lar) ifadesinin azalmasi, ana transkripsiyon faktorleri TAL1 / SCL,
Snail (Snail) ve Slug (Snai2) da dahil olmak iizere komsu protein kodlayic1 genlerin
gen ifadesinin azalmasma neden olmaktadir. Ornegin; NcRNA-a3'iin ifadesinin
azalmasi, hematopoeziste anahtar diizenleyici olan Tall/ SCL'nin gen ifadesini énemli
Olctlide azalttig1 bulunmustur. Buna ek olarak, ncRNA-A7 susturulmasi hiicre yapismasi,
gocli ve epitel-mezenkimal gegiste Onemli bir rol oynayan komsu Snail geninin

ifadesini azalttig1 bulunmustur (170). Bu bulgular, bu gibi arttirict benzeri eRNA'larin
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komsu genler icin bir yazilimsal aktivator iglevi sergiledigini gostermektedir. Evf2
IncRNA, DIx kiimesinin gen ifadesini DIx2 transkripsiyon faktorii ile etkilesim yoluyla
diizenleyen diger bir arttirict RNA 6rnegidir (172). Son zamanlarda, agresif prostat
kanserlerinde yiiksek seviyede ifade edilen iki IncRNA tanimlanmistir. PRNCRI ve
PCGEMI1 IncRNA’larin androjen reseptoriine baglanarak yaklasik olarak 2000 androjen

reseptoriine duyarl genlerin transkripsiyonunu arttirdigi kesfedilmistir (173).

2.9.4. Asir1 korunmus bolgelerden transkripte edilen RNA’lar (UCRs)

Asirt korunmusg bolgeler (UCR'ler) 200 bg'ten daha uzun korunan genom dizilerinin bir
alt kiimesine karsilik gelir. Asir1 korunmus bdélgeler insan, sigan ve fare genomlarinin
ortolog bolgeleri arasinda %100 benzerlikle korunmustur. Genomik koruma derecesinin
yiiksek olmasi genellikle islevsel onemi oldugunu gdsterir, ancak Bejerano ve ark.
tarafindan tanimlanan 481 asir1 korunmus bdlgenin yarisindan fazlasi, protein kodlama
potansiyeline sahip degildir (174). T-UCR'lerin kanserde onemli roller oynadigi
gosteren cesitli calismalar vardir. Ornegin, insan hepatoselliiler karsinomda normal
komsu dokulara kiyasla belirgin sekilde artmis olan uc.338 T-UCR, ankoraja bagh
(anchorage-dependent) ve ankorajdan bagimsiz (anchorage-independent) hiicre
proliferasyonunu tesvik eder (175). Hipoksi ile indiiklenen bir asirt korunmus bolge
olan uc.475’nin hipoksik kosullarda hiicre ¢ogalmasini arttirdigi bulunmustur (176).
Buna ek olarak, Ling ve ark. yiiksek derecede korunmus bir "gen ¢oli" bolgesinden
kopyalanan ve kansere bagli SNP 156983267 ‘yi kapsayan CCAT2 olarak adlandirilan
yeni bir IncRNA tanimlamiglardir. Son zamanlarda uc.283 + A T-UCR'nin, dizi
tamamlayicis1 vasitasiyla birincil miRNA-195'e (pri-miR-195) baglanarak miRNA
islemesine miidahale ettigi gosterilmistir (177). Bu bulgulara ragmen, T-UCR'lerin

cogunlugunun biyolojik aktiviteleri ve islevsel mekanizmalari halen arastirilmamastir.

2.9.5. Ozendirici bolge iliskili IncRNA’lar

Genlerin 06zendirici  bolgeleri transkripsiyon faktorleri ve RNA polimerazlarla
etkilesime girerek yazilimi aktive eder (178). Bu IncRNA'lar arasinda, CDKNIA
TSS’nim 5 kb yukari yoniinden transkribe edilen splicing olmamis 1.5 kb ncRNA
PANDA’nin DNA hasar1 cevabinda islev gordiigii kanitlanmistir (179). Ilging bir
sekilde, CDKNI1A, hiicre dongiisiiniin durdurulmasia aracilik ederken, PANDA,
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transkripsiyon faktorii NF-Y A'nin, apoptozu inhibe eden genlerin 6zendirici bolgelerine

baglamasini 6nleyerek, DNA hasarina kars1 hiicre sagkalimini arttirmaktadir (179).

Bu, DNA hasar tepkisini takiben, hem hiicre dongiisii durmas1 hem de anti-apoptotik
genler (ve muhtemelen diger islevlere sahip genler) ayni lokustan indiiklenebilir ve
karmasik bir ag biyolojik fenotipleri belirleyecektir. Baska bir ¢alismada, rRNA geni
Ozendirici bolgesine tamamlayict bir 6zendirici bolge iliskili IncRNA, IncRNA-DNA
ticliisii olusturmak iizere rRNA genine baglanir. Bu RNA-DNA f{igliisti, Transkripsiyon
Sonlandirma Faktorii 1'in (TTF1) rRNA genine baglanmasini engeller ve onu susturmak

icin DNMT3b'yi ortama ¢agirir (180).

2.10. Biikiilmiis bir 8q24 genomik bolgesi

8924 genom bolgesi siklikla, bir¢cok insan kanserinde amplifikasyon, silinme (deletion),
viral entegrasyon veya translokasyon ile degistirilir (181). GWAS (Genome Wide
Association Studies) calismalar1 8q24'i, SNP'lerin yogunlugu, kuvveti ve yiiksek alel
siklig1 nedeniyle kanser iligkili SNP'ler i¢in sorunlu biri (hotspot) olarak gosteriyor
(182). Bununla birlikte, 2 Mb SNP acisindan zengin 8q24 bdlgesi, MYC proto-
onkogeni istisnas1 diginda, biiylik oranda islevsel olarak agiklanmis genlerin
bulunmamasi nedeniyle bir 'gen ¢6li' olarak diisiiniilmemistir (183). Son zamanlarda
yapilan caligmalar, CCAT1, CCAT2, CARLo-5, PVTI1, PCAT1 ve PRNCRI1 gibi
IncRNA'larin bu bolgelerden transkribe edildigini ortaya koymustur. Laboratuvarimizda

kromozom 8 iizerinde yeni bir IncRNA transkripti bulunmustur. Uzunlugu 1529 bp'dir.

2.11. ARID Ailesi

ARID (AT-zengin etkilesim bdlgesi), tim sekanslanmis yiliksek okaryotik genomlarda
tanimlanan bir milyar yillik DNA'ya baglanma boélgesidir (184). ARID uyusum dizisi,
yaklagik 100 amino asit kalintisin1 kapsar ve yapisal ¢aligmalarda biiyiik oluk temas
yerinin modifiye helix-turn-helix motifi olarak tanimlanmistir (185-187). Ayrica, ARID
iceren proteinlerin kromatin yeniden sekillenmesi, hiicre biiylimesi sirasinda gen
ifadesinin diizenlenmesi, farklilasma ve gelisim olmak {izere bir¢ok hiicresel islev
gosterdigi rapor edilmistir. ARID ailesi proteinlerinin bir alt kiimesi DNA'y1 6zgiil
olarak AT-zengin bolgelerinden baglanir; Geri kalani DNA'y1 6zgiil olmayan bir
bicimde baglanir. ARID uyusum dizisi, ilk dnce fare B-hiicresine 6zgii transkripsiyon
faktorii Bright'da tanimlanmustir (188). Dizi iliskileri, metazonlarda ARID igeren

proteinlerin yedi farkli alt ailesi oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir. Sekil 2.12 ve Tablo
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7’de gosterildigi gibi, memelilerde bunlar ARID1 ila ARIDS5 ve JARIDI ve JARID2

olarak isimlendirilmistir.

Previous Human/Mouse names

. - ] i = 1 228588 ARID1A  pzio. SMARCF1, BAF250a
E il i 23188 ARIDAB  BAFz500. D342
1835 aa
O ;' ARID2
] e P ARID3A  Eright, DRIL1, E2FEP1
= J=—= 580aa ARID3B  Bap. DRILZ
=== 4122a ARID3IC
= ] . } 3 1257 aa ARID4A  RBP1, REBP1
=" 1 3 13123 FBPIL1. RBEFILY, BCAA,
1_F - Hzaa ARIDAB Moo e ras
o jje—— 50 aa ARID5A  MRF-1
- [l 3 f18Baa ARIDSE MRF2 Deart
O @0 172243 JARIDIA REP2.REBP2
1544 aa JARID1E PLU-
G —————0—F— 100 JARIDIC SMCX XE8
===t} wu JARDID sicvim
G == 124522 JARIDZ  UMON, Jrj
] 4RriD @ Tudor domain d min o ] LoaL
[F - Extended ARID @ chomodomsin - [} Jmic | LXCXE
@ RFX DNA binding domain @ PHD Zn Finger B Z-C5HC2 Zn finger

Sekil 2.12. insan ARID ailesi proteinleri. Genom dizileme insanlarda 15 adet ARID
iceren protein oldugunu ortaya koymaktadir. ARID ailesi proteinleri, ARID
bolgesindeki birbirlerine olan benzerliklerine dayanarak alt ailelere gruplanabilir. ARID
iceren proteinlerin bir alt kiimesi de JmjN ve JmjC bdlgeleri igerir ve Onerilen
isimlendirme bu iliskileri yansitir. 15 insan ARID ailesi proteini acik cubuklar ile
gosterilmigtir ve ARID dizisinin konumuna gore hizalanmistir. Diger iyi karakterize
edilmis bolgelerin ve motiflerin goreceli konumlari, seklin alt kisminda tanimlanan
renkli sembollerle gosterilmistir. Her proteinin amino asit (aa) uzunlugu ¢ubugun
saginda gosterilmistir (184).
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Tablo 2.7. Insan ARID’lerinin isimlendirilmesi (184).

ARID ailesi HUGO Insanda 6nceki isimleri Kromozomal
siiflandirmasi yerlesimi
(gen/protein)
ARID1 ARIDIA / ARID1A p270, SMARCF1, BAF250a, B120, 1p35.3
OSAL, hOsal, p250, Clorf4, hSWI1
ARIDIB/ ARID1B pKIAA1235, BAF250b, p250R, hOsa2, 6q25.1
hELD/OSA1
ARID2 ARID2 / ARID2 pKIAA1557, DKFZp686G052 12q12
ARID3 ARID34 / ARID3A Bright, DRIL1, E2FBP1 19p13.3
ARID3B / ARID3B Bdp, DRIL2 15q24
ARID3C / ARID3C LOC138715: similar to E2F binding 9pl3.2
protein, XM 071061,
Bright-like
ARID4 ARID4A4 / ARID4A RBP1, RBBPI 14g23.1
ARID4B / ARID4B RBPIL1, BCAA, BRCAAI, SAP180, 1g42.1-qg43
RBBPILI
ARIDS ARIDS5A / ARIDSA MRF-1 2ql1.2
ARID5B / ARID5SB MREF2 10g21.2
JARIDI JARIDIA / JARIDIA RBP2, RBBP2 12pl1
JARIDIB /JARID1B PLU-1, PUT1, RBBP2H1A 1q32.1
JARIDIC/JARIDIC SMCX, XE169, DXS1272E Xpl1.22—p11.21
JARIDID / JARIDID SMCY, HY, HYA, KIAA0234 Yqll
JARID2 JARID2 / JARID2 jumonyji 6p24—p23

Insan ve fare ARID ailesi proteinleri, ARID uyusum bolgeleri icindeki ve bunlarin tam
dizileri (full-length) boyunca dizi benzerliginin derecesine gore yedi alt aileye

gruplanabilir (Sekil 2.12).
2.11.1. ARID1A ve ARID1B

Bu proteinlerin ilk alt ailesi ARID1 olarak isimlendirilmistir. ARID1A ve ARID1B
olmak iizere iki iiyeden olugmaktadir. Bu proteinlerin her biri literatiirde ¢esitli isimler
altinda tanimlanmigstir (Tablo 7). Bunlar, memeli SWI / SNF iligkili kromatin yeniden
sekillenme karmasiminin alternatif bilesenleridir (189, 190), ve ARIDIA’nin meme ve
bobrek tiimorlerinde ifadesinin kayboldugu rapor edilmistir (189, 191). ARIDIA,

ARID1B'de tam olarak korunmamis ilave glutamin agisindan zengin bolgelere ve birkag
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LXXLL motifine (varsayimsal niikleer hormon reseptér baglanma bolgeleri) sahip
olsada, ARIDIA ve ARIDI1B, ARID i¢inde %80 benzerdir ve tam uzunluktaki amino
asit dizileri boyunca yaklasik %50 benzerdir (Sekil 2.12).

2.11.2. ARID2

Bu proteinlerin ikinci alt ailesi ARID2 olarak isimlendirilmistir ve yalnizca bir tiyeden
olusmaktadir. insan ARID2, DKFZ p686G052 ad1 altinda, maya triplehybrid ydntemi
vasitastyla siklin A1-CDK1 kompleksinin yeni bir partneri olarak tanimlanmistir (192).
Bu calisma, ozellikle testisde yiliksek olmak tizere ARID2'nin genis ifadesini
bildirmektedir.

2.11.3. ARID3A, ARID3B ve ARID3C

Ucgiincii memeli ARID alt ailesi ARID3 olarak adlandirilir ve ii¢ iiyeden olusur. ARID3
alt ailesi iiyeleri, Drosophila DRI'nin en dogrudan memeli muadilleridir. ARID3A
(baslangicta Bright olarak tanimlanmistir) ve ARID3B'nin boyutu benzerdir (sirasiyla
75 ve 61 kDa) ve ARID dizilimlerinde %80 6zdestir. ARID3C daha yakin bir zamanda
tespit edilmis ve daha az calisilmistir. Insan proteininin toplam uzunlugunun 412 amino
asit oldugu tahmin edilmektedir. ARID3C, ARID dizisinde ARID3A ve ARID3B'ye
yaklagik olarak %80 oranda benzerdir ve ii¢ protein de kalan amino asit dizisi boyunca
yakindan iligkilidir. ARID3 alt ailesi tiyeleri doku dagilimi bakimindan farklilik
gosterir. ARID3A, olgun B hiicrelerinde (188, 193) yiiksek oranda ifade edilir; burada
immiinoglobiilin agir zincir intronik arttirict EA’y1 etkinlestirmek i¢in homeoprotein
CUX (CUTLI) 'un yerini degistirebilir (194). Insan ARID3A, pRb tarafindan kontrol
edilen yazilim etmeni E2F1'e baglanir ve primer murin fibroblastlarinda Ras'in neden
oldugu yaslanmay1 baskilar (15). ARID3A'min aksine, ARID3B genis bir doku
dagilimina sahiptir. ARID3C ifade profili heniiz rapor edilmemistir.
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2.11.3.1. ARID3A

ARID3A/BRIGHT/DRIL1/E2FBP1, ARID ailesi DNA-baglayict proteinlerin bir
tyesidir. Fare ortologu BRIGHT, B hiicresi immiinoglobiilin agir zincir
transkripsiyonunun diizenleyicisidir (188, 195). Sigan Bright ifadesi B-hiicresi
soylartyla sinirlt olmasia ragmen (188, 196), ARID3A'nin ¢esitli dokularda yayginca
ifade edildigi rapor edilmistir (193, 197), bu da ARID3A'nin diger dokularda ek
biyolojik islevlere sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bu baglamda, ARID3A'nin ¢esitli
hiicresel diizenlemelerde rol oynadigini gosteren bir dizi rapor ortaya c¢ikmistir.
Ornegin, ARID3A, hiicre dongiisii kontrolii igin gerekli olan bir E2F transkripsiyon
faktorii olan E2F-1 (E2FBP1) ile etkilesen bir protein olarak tanimlandi (14). ARID3A,
promiyelositik 16semi protein-niikleer cisimlerini (PML-NBs) negatif yonde diizenler ve
ARID3A’nin susturulmasi, PML'ye baglh erken yaslanmayi uyarir (198). Buna ek
olarak, ARID3A'nin asir1 ifadesi, RAS'!m yol agtig1 erken yasghiligin Oniine gegebilir
(15). Bu raporlar, ARID3A'nin hiicre ¢ogalmasinin idame ettirilmesi i¢in gerekli
oldugunu ve onkogenik islevler ile iliskili olabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, farkli calismalarda, ARID3A'nin tiimor baskilayic1 olarak islev gordiigi
bildirilmistir. ARID3A DNA hasarini takiben p53'e bagiml bir sekilde tetiklenmektedir
(199). Dahasi, transkripsiyonel olarak p21 WAF114'i aktive etmek i¢in p53 ile igbirligi
yapar. Simdiye kadar, ARID3A'nin bir onkogen olarak mi yoksa tiimor baskilayici

olarak m1 gorev yaptig1 tartismalidir.

2.11.4. ARID4A and ARID4B

Dordiincii memeli ARID alt ailesi ARID4 olarak adlandirilmistir ve ARID4A ve
ARID4B olmak iizere iki liye icermektedir. Bu proteinler, ARID bdlgelerinde %74
benzerlik gostermektedir ve her protein tam uzunlugu boyunca %40-50 benzerdir.
ARID4A, pRb tarafindan ortama cagirilan E2F transkripsiyonunun bir baskilayici
olarak karakterize edilmistir (200-202). ARID4A yaygin bir sekilde ifade edilmektedir.
ARID4B ifadesi normal dokuda oldukg¢a sinirlidir; sadece testiste bol miktarda ifade
edilmektedir. Ancak, ilk olarak insan karsinomalarinda siklikla dile getirilen bir tiimor

belirteci olarak gézlemlenmistir (203).
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2.11.5. ARIDSA ve ARIDSB

Besinci ARID alt ailesi ARIDS, ARIDSA ve ARIDS5SB olmak iizere iki tiyeden
olusmaktadir. Her iki protein de, insan sitomegaloviriisiiniin transkripsiyonel
modiilatoriinde benzer AT-zengin dizilerini baglama yetenekleri ile karakterize edildi.
Bu proteinler ARID sekanslar1 i¢inde %70'den fazla benzer olmakla birlikte, ARID
bolgesi disinda benzer degildirler. ARID dizileri, ARID ailesinin diger iiyelerinden ¢ok,
birbirlerine daha fazla benzerlik tagidiklarindan birlikte gruplandirilmistir (184).

2.11.6. JARID1A, JARID1B, JARID1C ve JARID1D

Altinc1 ARID alt ailesi, bu proteinlerin JmjN ve JmjC bolgesi igerdiklerini yansitacak
sekilde JARIDI olarak adlandirilir. JARID1 en biiyiik ARID alt ailesidir. Dort tane
oldukca homolog tiye igerir. JmjN ve JmjC bolgeleri, ARID bolgelerini igermeyen en az
lic insan proteininde birlikte bulunurken, JmjC yalniz basina bir¢cok baska proteinde
mevcuttur (184). Dort JARIDI1 proteini ARID bolgesinde %80'den fazla amino asit

benzerligine sahiptir ve tam trankript dizileri olduk¢a benzerdir.

2.11.7. JARID2

Yedinci ARID alt ailesi, JARID2, sadece bir iiyeye sahiptir. JARID2, JARIDI alt ailesi
ile ortak olan JmjN, JmjC ve ¢inko parmak -C5SHC2 bolgelerine sahip olmakla birlikte
JARID1'in tiyeleri JARID2'ye gore daha ¢ok birbirine benzediginden, ayr bir alt aileye
atanmigtir. ARID bolgesinde JARID2, kendi aralarinda %80 benzer olan JARIDI
grubunun iiyelerine yalnizca yaklasik %25 benzerdir. JARID2 ifadesi, karaciger ve kalp
hiicrelerinde gelisimsel olarak Onemlidir ve kardiyak miyositlerde siklin D1'in

bastirilmasi i¢in gereklidir; bu, hiicresel cogalmayi diizenleyen bir aktivitedir (204-206).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre hatlar1 ve hiicre kiiltiiri

Bu tezde calisma i¢in 10 hiicre hatt1 se¢ilmistir. Secilen hiicrelerin listesi Tablo 3.1°de
gosterilmigtir. Bu hiicreler ATCC (American Type Culture Collection, VA, USA)’den
satin alinmistir. hFOB1.19 hari¢ diger tiim hiicreler 50 U/ml penicillin/streptomisin ve
%10 fetal cenin serumu iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimum Essential
Medium (DMEM) (GIBCO, NY, USA) igerisinde %5 CO, 37 °C ‘de kiiltiir edilmistir.
hFOB1.19 hiicre hatt1 1:1 oraninda karigimi hazirlanmis Ham's F12 Medium Dulbecco's
Modified Eagle's Medium ile 2.5 mM L-glutamine igceren 0.3 mg/ml G418 ortamda
biiyiitiilmiistiir. hRFOB1.19 hiicresi %5 CO, ortamda 34 °C’de biiytitiilmiistiir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri.

No Hiicre ismi Hiicre tipi  Hiicre o6zellikleri

1 MCF7 Epitel Meme, meme bezi ve metastatik bolgeden tiirevli doku,
Adenokarsinom

2 HCT116 Epitel Kolon, kolorektal karsinom

3 U208 Osteoblast  Kemik, osteosarkom

4 hFOBI1.19 Osteoblast  Kemik, SV40 biiyiik T antijeni transfekte edilmis, normal hiicre

5 A549 Epitel Akciger, karsinom

6 DU-145 Epitel Prostat, metastatik bolgeden tiirevli doku, karsinom

7 HGC-27 Epitel Mide, metastatik bolgeden tiirevli doku, farklilasmamis
karsinom

8 BCPAP Epitel Zayif farklilasmis papiller tiroid karsinomdan (PTC) tiirevli PTC

9 PANC-1 Epitel Pankreas/Duct, karsinom

10 A-172 Noéron Beyin, Glioblastom

3.2. Hiicre hatlarindan RNA eldesi

Hiicrelerin %80-90 yogunluga ulasmasinin ardindan uygun kosullarda RNA
izolasyonu i¢in kaldirilir. Hiicre kiiltiiriinden RNA eldesi High Pure RNA Isolation
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(Roche, Mannheim, Germany) kiti kullanilarak yapilmigtir. RNA izolasyon
protokolii su sekildedir;

-Uygun yogunluga ulasmis hiicreler tripsin ile kaldirilir, tripsinin etkisini
durdurmak icin FCS iceren DMEM eklenir.

-Hiicreler 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Siipernatant kisim pellet
dokunmadan uzaklastirilir. Kalan pellet 200 pl PBS ile siispanse edilir.

-Bu elde edilen karisim tlizerine 400 pl Lysis Buffer eklenerek 15 saniye vorteks
yapilir.

-Tiim karisim filtreli tiiplere aktarilir, 9200 rpm’de 30 sn santrifiij edilir. Alt
kisim atilir.

-Filtreli tiiplere 100 pl (10 pl DNAse ve 90 ul DNAse incubation buffer) DNAse
karisimi eklenerek 45 dakika oda sicakliginda beklenir.

-500 ul Wash Buffer I eklenerek 30 saniye 9200 rpm’de santrifiijlenir. Alt kisim
atilir.

-500 ul Wash Buffer II eklenerek 30 saniye 9200 rpm’de santrifiijlenir. Alttaki
tiip yenisi ile degistirilir.

-Tekrardan 200 pl Wash Buffer II eklenerek 2 dakika 11800 rpm’de
santrifiijlenir. Alttaki tiip atilir ve yeni bir tiip yerlestirilir.

-50 pl Elution Buffer eklenir ve 1 dk oda sicakliginda beklenir. 9200 rpm’de 1
dakika santrifiij yapilir. Filtreli tiip atilir.

-RNA miktarini belirlemek i¢in NanoDrop 1000 ‘de 6lgiim yapilir.

-RNA’lar ¢alisma siirecine kadar -80 °C’de saklanir.
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Tablo 3.2. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 gosterilmistir.

No Hiicre ismi ng/pl 260/280 No Hiicreismi  ng/ul  260/280

1 MCEF7 1502 2,07 6 DU-145 814 2,06
2 HCT116 1451 2,05 7 HGC-27 668 2,12
3 U208 761 2,06 8 BCPAP 588 2,09
4 hFOB1.19 336 2,02 9 PANC-1 263 2,05
5 A549 329 2,07 10 A-172 1646 2,05

Bu calismada hiicre hatlarinin yani sira 20 farkli insan dokusundan elde edilen RNA
ornegi kullanilmigtir. Doku RNA paneli Clontech (#636643, Human Total RNA Master
Panel II, Clontech Laboratories) firmasindan alinmigtir. Bu paneldeki RNA’lar 1 pg/ul
konsantrasyonundadir. Paneldeki RNA’lar Tablo 3.3.’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. RNA panelinde bulunan doku tiirleri.

No Doku No Doku
1 Kalp 11 Prostat

Z Kemikiligi 12 iskelet kasi
3 Beyin, serebellum 13 Dalak

4 Beyin (tiim) 14 Tiroid bezi
S Fetal beyin 15 Timus

6 Fetal karaciger 16 Uterus

7 Bobrek 17 Kolon

8 Karaciger 18  ince bagirsak
9 Akciger 19  Mide

10 plasenta 20 Adrenal Bez

3.3. Tek Sarmal cDNA Sentezi

RNA izolasyonu yapilan 6rneklerden ve doku RNA’larindan tek sarmal cDNA sentezi
Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit #K1652 (Thermo Scientific) ile
yapilmustir (Tablo 3.4). Hiicre kiiltiirii 6rneklerinden son konsantrasyonda 2 pg/ul RNA
olacak sekilde ve doku RNA’larindan ise son konsantrasyonda 1 pg/ul RNA olacak
sekilde RNA eklenerek cDNA sentezi yapilmustir.
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Tablo 3.4. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin oranlari.

Bilesen Miktar

Random Hexamer Primer, (100 pM) 1ul

10 mM dNTP karigimi 1 ul

dH,O *

RNA *E
Toplam 15 pul

5X RT Tampon

(250 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C), 375 mM KClI,

15 mM MgCl2, 50 mM DTT) 4 pl

Maxima H Minus Enzim karigim1 1 ul

Toplam karisim  20ul

* Tablo 3.2’deki RNA miktarlarina gore toplam karisimdaki RNA miktarlar1 2 pg/ul olacak sekilde her
ornek icin ayri ayri hesaplanmigtir. Tablo 3.3’deki doku RNA panel i¢in 1 pg/pl olacak sekilde
hesaplanmuistir.

** Toplam karigim 15 pl olacak sekilde RNA miktarlarina gore niikleaz igermeyen distile su eklenmistir.

Karigimlar1 hazirlanan 6rnekler Sensquest PCR cihazinda Tablo 3.5’de gosterildigi sekli

ile RT-PCR tepkimesi gerceklestirilmistir.

Tablo 3.5. cDNA sentezi tepkime kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dk)
Inkiibasyon 25 10

Enzim aktivasyonu 50 30

Enzim inaktivasyonu 85 5

Elde edilen tek sarmal ¢cDNA o6rnekleri, dondurma ¢ézme isleminin tek sarmal DNA
tizerine bozucu etkisinin Oniine gecilmesi amaci ile 0,2 ml’lik PCR tiiplerine belirli
miktarlarda boliinmistiir. Esit miktarlarda bolme islemi yapildiktan sonra cDNA’larin

kullanim 6mriinii uzatmak i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir.
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3.4. Primer Tasarimi

Gen ifade seviyelerini belirlemek icin ilgili genlerin bazi bolgelerine 6zgiil primerler
tasarlanmistir. RNA izolasyonu sirasinda olast DNA kirliligini 6nlemek ve sadece RNA
transkriptini ¢ogaltmak i¢in primerler ekzon-ekzon baglant1 bolgelerine tasarlanmistir.
Referans gen olarak Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) geni
se¢ilmistir. Primerler NCBI veri tabani kullanilarak tasarlanmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Tasarimi yapilan primerlerin forward

ve reverse dizilimleri, iiriin boyutu ve baglanma sicakliklar1 Tablo 3.6’da gdsterilmistir.

Tablo 3.6. Calisilacak ilgili genlerinin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
primer dizilimlerinin 6zellikleri (F:Forward, R:Reverse).

Primer Ad1 Primer dizilimi Uriin boyutu (b¢)  Tm (°C)
ARID3A-F CAACAAGAAGCTGTGGCGTG 259 60.3
ARID3A-R TAGCTTGGGTGAGGAGAGCA

ERICD-F AGCCTGTGGCTACCTCCTTT 149 57
ERICD-R CTTGCACCCATATGCAGACA

GAPDH-F AGACCACAGTCCATGCCATCAC 456 62
GAPDH-R GGTCCACCACCCTGTTGCTGT

3.5. Kismi Miktarlara Dayali RT-PCR Analizleri

ARID3A ve ERICD’nin primer optimizasyonu ve RT-PCR kosullar:

Primer optimizasyonu i¢in, hem ARID3A hem de ERICD i¢in gradient PCR yapilmustir.
ARID3A ve ERICD i¢in gradient PCR kosullar1 Tablo 3.7’de gosterilmistir. Her iki gen
icin  optimum baglanma sicakligi belirlendikten sonra uygun sicaklikta PCR
gerceklestirilmistir. ARID3A ve ERICD genleri i¢in RT-PCR bilesenleri Tablo 3.8’deki
gibidir. Ayn1 zamanda ARID3A ve ERICD genleri i¢in RT-PCR tepkime kosullar
Tablo 3.9. ve 3.10’daki gibidir.

49



Tablo 3.7. Gradient PCR tepkime sicaklik kosullart (ARID3A ve ERICD i¢in).

Sicaklik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi

iIk Denaturasyon 95 03:00 1

Denaturasyon 95 00:30

Baglanma 56-61 00:30 35

Polimerizasyon 72 00:45

Uzama 72 10:00 1
+4 e

Tablo 3.8. RT-PCR bilesen ve miktarlar1 (ARID3A ve ERICD i¢in).

Bilesen Miktar (ul)

Saf su 14,875
10X PCR tamponu 2,5
25 mM MgCl, 2

2 mM dNTPs 2.5
Ileri primer (F) 10 pM 1
Geri primer (R) 10 pM 1

5 U/ul Taq polimeraz 0,125
cDNA 1
Toplam hacim 25

Tablo 3.9. ARID3A’nin RT-PCR tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi

[k Denaturasyon 95 03:00 1
Denaturasyon 95 00:30

Baglanma 60,3 00:30 35
Polimerizasyon 72 00:45

Uzama 72 10:00 1

+4 0




Tablo 3.10. ERICD’nin RT-PCR tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi

[k Denaturasyon 95 03:00 1

Denaturasyon 95 00:30

Baglanma 57 00:30 35

Polimerizasyon 72 00:30

Uzama 72 10:00 1
+4 0

3.6. GAPDH’in RT-PCR kosullar1

Hamarat (housekeeping) genler, normal ve patofizyolojik kosullar altinda bir
organizmanin tim hiicrelerinde sabit ifade seviyesine sahip genler olarak
tanimlanmaktadir. Bu sayede, hamarat genler, gen ifade analizlerinde normalizasyon
icin kullanilmaktadir. ARID3A ve ERICD geninin farkli hiicre soylarindaki ve RNA
dokularindaki ifade seviyesinin PCR analizlerinde, GAPDH geni hamarat gen olarak
kullanilmigtir. GAPDH geninin ¢ogaltilmasi i¢in uygun sicaklik kosullar1 ve PCR
bilesenleri, Tablo 3.11 ve Tablo 3.12°de gdsterilmistir.

Tablo 3.11. GAPDH’1n RT-PCR bilesen ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
Saf su 14,875
10X PCR tamponu 2,5
25 mM MgCl, 2
2 mM dNTPs 2,5
fleri primer (F) 10 pM 1
Geri primer (R) 10 pM 1
5 U/ul Taq polimeraz 0,125
cDNA 1
Toplam hacim 25%

*Her tepkime yarim 6l¢ii (toplam 12,5 ul) seklinde yapilmustir.
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Tablo 3.12. GAPDH’in RT-PCR tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi

[k Denaturasyon 95 05:00 1

Denaturasyon 95 00:30

Baglanma 62 00:30 30

Polimerizasyon 72 00:30

Uzama 72 5:00 1
+4 0

3.7. Sonuclarin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

Uygun tepkime kosullarinda elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde goriintiilenmistir.
Elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde elektrik akimi verilerek yiiriitilmistiir.
Agaroz jele PCR iirlinleri ile birlikte DNA belirtegleri de eklenerek iiriinlerin boyutlari
tespit edilmistir. Ornekler 140V’da 45 dk yiiriitiilmiistiir, sonrasinda UV 15181 altinda

Fusion V marka goriintiileme cihazinda goriintiiler alinmastir.

3.8. Real-Time PCR (qPCR) Analizleri

Dokularda ve hiicre hatlarinda hedef genlerin ifade seviyelerini daha etkili olarak
belirlemek i¢in qPCR yapildi. Bu deney i¢in, Rotor Gene Q (QIAGEN, ) Real-Time
PCR cihazi kullanildi. qPCR deneyleri, Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(#K0251) kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gercgeklestirlmistir.
Tablo 3.13’de qPCR analizi i¢in her bir tiipte bulunacak bilesenler ve miktarlari

gosterilmistir.

Tablo 3.13. qPCR i¢in tepkime bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 7,5
10 pM F primeri 0.5
10 pM R primeri 0.5
Niikleaz igermeyen distile su 5,5
cDNA (<500 ng) 1
Toplam 15
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Karisim daha etkin bir analiz sonucu alabilmek i¢in buz kalib1 iizerinde hazirlanmistir.
Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) cihazina
Olclim i¢in gerekli program girilerek cihaz ¢alistirilmistir (Tablo 3.14).

Tablo 3.14. qPCR i¢in tepkime kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dk) Tekrar sayisi
UDG - 6n muamele 50 02:00 1

Ik denatiirasyon 95 10:00 1
Denatiirasyon 95 00:15 40

Baglanma 60 00:30 40

Uzama 72 00:30 40

Melting Curve 55-99 Dakikada 1 derece artarak

3.9. siRNA ile Gen Susturma

RNA miidahalesi (RNA interference, RNAi), RNA molekiillerinin hedeflenen mRNA
molekiillerini nétralize ederek gen ifadesini veya proteine ¢evrimi (translation)
baskilandig1 biyolojik bir siiregtir. RNA miidahalesi i¢in iki ¢esit kiiciik riboniikleik asit
(RNA) molekiilii mevcuttur: MikroRNA (miRNA) ve kiiclik miidahaleci RNA (small
interfering RNA, siRNA). RNA’lar genlerin direk iiriinleridir ve kiiciik RNA’lar diger
mesajct RNA (mRNA) molekiillerine baglanabilir ve onlarin etkinlikleri arttirabilir veya
azaltabilir. Ornegin; mRNA nin proteine ¢evriminin dnlenmesi veya transkriptin yikimi.
RNAI yolagi, hayvanlarda dahil oldugu bir¢ok okaryot canlida bulunmusgtur. RNAi
yolagi, uzun ¢ift zincir RNA molekiillerini (double-stranded RNA, dsRNA) kisa ¢ift

zincir ~20 niikleotid uzunlugunda siRNA parcalarina ayiran Dicer enzimi ile baslar.

Her siRNA, gezgin zincir (passenger strand) ve kilavuz zincir (guide strand) olmak
tizere iki tek zincir RNA (ssRNA) olarak agilir. Gezgin zincir yikilir ve kilavuz zincir
RNA ile uyarilan susturma karmasimina (RNA-induced silencing complex, RISC) girer.
Bu durumun bilinen en iyi sonucu, kilavuz zincir, mRNA molekiilii ile tamamlayici
dizilim ¢iftleri olusturdugunda RISC karmasiminin katalitik bileseni Argonaute 2

(Ago2) tarafindan kesilime ugrayarak hedef genin yazilim sonrasi sessizlesmesidir.
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Bu calismada, ARID3A ve ERICD’yi hedefleyen siRNA ciftleri ve negatif kontrol
(siRNA Universal Negative Control, SIC001-5X1NMOL) ciftleri Sigma-Aldrich marka
olarak satin alinmistir. ARID3A ve ERICD’yi hedefleyen siRNA’larin dizilimleri Tablo
3.15’te gosterilmistir.

Tablo 3.15. Susturma deneylerinde kullanilacak siRNA’larin dizileri goriilmektedir.
ERICD igin iki siRNA kullanilacaktir.

siARID3A 5’-AACAGAACUCCUGUGUACAUGAUGC-3’
siERICD-1 5’-AAGCCAGCCUGUGGCUACCUCCUUU-3’
siERICD-2 5’-CCCGUGGCAUCGGCUGUCUGCAUAU-3’

Hiicreye aktarmak icin, 37°C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerince
Lipofectamine RNAIMAX (Katalog Numarasi1:13778-030, Invitrogen) kullanilarak ters
aktarim (reverse transfection) ile gerceklestirilmistir. siRNA aktarim protokiilii

asagidaki gibidir.

-Hiicreler 1 x 10° yogunlugunda 6 kuyucuklu kaplara ekilmistir. Hedef gen,
negatif kontrol, transfeksiyon ajaninin toksik etkisini analiz etmek i¢in sadece
transfeksiyon ajan1 ve bos kontrol olmak iizere 4 kuyucuk kullanilmistir.

-1,5 mI’lik ependorf tiipte 150 pl Opti-MEM® Medium ve 9 pl Lipofectamine®
RNAiIMAX Reagent hazilanir ve iyice karistirilir.

-1,5 mI’lik ependorf tiipte 150 ul Opti-MEM® Medium ve 3 pul ilgili siRNA (10
uM) hazilanir ve iyice karistirilir. (Not: ERICD IncRNA’s1i¢in 5 ul siRNA (10
puM) kullanilmastir).

-Hazirlanan siRNA ve Lipofectamine® RNAIMAX Reagent 1:1 oraninda
kanistirilir. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

-siRNA-lipid karmagimu ilgili hiicreye damla damla akatilir. 6 kuyucuklu kap ‘8’
cizecek sekilde giizelce karigtirlir.

-37°C’de 1-3 giin inkiibe edilir. Sonra aktarim yapilan hiicreler analiz edilir.

Not: Transfeksiyon ajaninin toksik etkisini belirlemek icin 1,5 ml’lik ependorf tiipte 9
ul Lipofectamine® RNAIMAX Reagent ve 150 pl Opti-MEM® Medium karistirildi. 5

dk oda sicakliginda bekletildi ve hiicrelere damla damla verildi.
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3.10. ARID3A’nin Asir ifadelendirilmesi (Overexpression)

Klonlanmis ARID3A ve pozitif kontrolii Tokyo Tip ve Dis Hekimligi Universitesi’nden
(Tokyo, Japan) Prof. Masa-Aki Ikeda tarafindan temin edilmistir. Klonlanmis gen
pEF xpress ARID3A olarak adlandirilmistir. Xpress epitop etiketli ARID3A, ARID3A
cDNA'st (5 'primer, 5-CGCGGATCCATGAAACTACAGGCCGTGATGG-3'; 3
'primer,5'-TGGGAGTGATGCGGTTAAGGTCTAGAATA-3") PCR amplifikasyonuyla
iretildi ve ardindan PCR-bluntII-TOPO vektoriine klonland1 (Invitrogen). Ortaya ¢ikan
klondan elde edilen BamHI ve Xbal parcalar1 daha sonra pEF / His-ARID3A'y1
olusturmak tlizere BamHi-Xbal ile kesilmis pEF4 / His vektoriine (Invitrogen) baglandi.
Japonya'dan gonderilen plazmid pEF4 / His vektoriinde bulunan klonlanmig ARID3A
geni, kesim enzimi kullanilarak dogrulandi ve sonrasinda midi i¢in hazirlandi.

ARID3A’y1 igeren vektoriin kesim protokolii Tablo 3.16’da verilmistir.

Tablo 3.16. ARID3A klonlanmis geninin dogrulama protokolii.

Bilesen Miktar (ul)
Plasmid DNA 0,85 (1pg)
10X buffer 5.0
BamH1 1.0
Xbal 1,0
Niikleaz igermeyen distile su 42,15
Toplam 50,0*

*Hazirlanan karisim 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir ve sonrasinda kesilen bantlar jelde goriintiilenmistir.

Klonlanan genin ve bos vektoriin (pEF4/HisC, pozitif kontrol) aktarimi i¢in hiicreler
asagidaki protokole gore Lipofectamine™ 3000 Reagent (Katalog Numarasi:
L3000008, Invitrogen) ile ters aktarim yapilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler 24, 48 ve
72 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

-6 kuyucuklu kaplara, her kuyuya 1 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir.
Bunlardan birisi hedef gen, birisi pozitif kontrol ve birisi de bos kontrol olarak
tic kuyucuk kullanilir.

-1,5 mI’lik ependorf tiip igerisinde 125 ul Opti-MEM® Medium ve DNA (2,5
png/ul) eklenmistir. Sonrasinda, 5 pL. P3000™ Reagent (2 pL/ug DNA) eklenip

tyice karistirilir.
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-1,5 ml’lik ependorf tiip icerisinde 125 pl Opti-MEM® Medium ve 3.75 pl
Lipofectamine™ 3000 Reagent eklenmistir ve 1yice karistirilir.

-Hazirlanan DNA ve Lipofectamine™ 3000 Reagent karisimlart 1:1 oraninda
eklenerek iyice karistirlir.

-Karigim 10-15 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

-Ilgili hiicre iizerine damla damla hazirlanan karisim eklenlir.

-6 kuyucuklu kap ‘8’ cizecek sekilde giizelce karistirlir.

-37°C’de 1-3 giin inkiibe edilir. Sonra aktarim yapilan hiicreler analiz edilir.

3.11. Go¢ Deneyleri (Yara iyilesmesi Deneyleri)

Gog, normal gelisimde, immun cevapta ve kanser metastazi ve yangi gibi hastalik
stireglerinde 6nemli olan ve canli hiicrelerin anahtar bir 6zelligidir. Hiicre gogiinii test
eden yontemler kanser biyolojisi, immiinoloji, vaskiiler biyoloji, hiicre biyolojisi ve
gelisim biyolojisi gibi bircok biyomedikal arastirma alanlari i¢in kullanish ve dnemlidir
(207). Hiicre gogiinii calisma yollar1 arasinda hiicre yara kapanmasi deneyi en kolayidir.
Bu yontem, biitiin hiicre kiitlelerinin go¢iinli 6lgmek igin yararlidir. Dahasi, hiicrelerin
go¢ sirasindaki morfolojik karakteristiklerinin incelenmesi agisindan da kullanilabilir
(208). Yara kapanmasi analizi sonrasinda bir¢ok fenotip ortaya konulabilir. Zamana
gore kapanan uzakligin dl¢lilmesi ve bu uzakligin kontrollere gore kiyaslanmasi 6zgiil
goc degisikliklerini veya daha Once bilinmeyen sorunlu bir go¢ fenotipini ortaya
koyabilir. Ayrica, tek hiicre lamellipodium olusumu, kuyruk geri ¢ekmesi ve hareket

yonii hiicrelerde neyin sikintili veya artmis oldugu hakkinda bilgi verebilir (208).

Bu c¢alismada, konfluent hiicre tek tabakasi lizerinde olusturulan ¢izik ile hiicre kiiltiirti
yara iyilesmesi deneyi calisilmistir. Yara iyilesmesinin hizi ve hiicre gogii farkli zaman
araliklari ile siradan bir inverted mikroskop kullanilarak resimlerinin ¢ekilmesi ile elde
edilmigtir. Go¢ deneyleri, ARID3A ve ERICD siRNA’larinin yaninda, klonlanmig
ARID3A geninin osteosarkoma hiicrelerinde etkisinin  gosterilmesi amaciyla

yapilmustir. Go¢ deneyleri (yara iyilesmesi deneyleri) igin protokol asagida verilmistir.

-Hiicreler 90,25 Trypsin-EDTA ¢ozeltisi ile kaldirildi. 50 ml’lik santrifii
tiiplere hiicreler aktarildi ve santrifiij edildi. Supernatant kisim uzaklastirildi ve

hiicreler bliylitme ¢ozeltisi (media) ile tekrar ¢ozdiirtildii.
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-6 kuyucuklu kaplara, 24 saat sonra %80 yogunluga erisecek sekilde 1 x 10°
hiicre ekildi. Not: Hiicre tiiriine ve kullanilan kuyunun biiytikliigiine bagl olarak
%380 birlesme oranina ulagmak i¢in zaman ve hiicre sayisimi belirlemek gerekli
olabilir.

-Bu yontemde dogru (forward) aktarim kullanilmistir. Ters aktarim ile, biitiin
protokoller ayni uygulanmistir. Yalnizca ilgili hiicreler 1 giin 6nceden ekilerek
hiicrelerin kaplara tutunmasi beklenmistir.

-100 pl’lik pipet ucu kullanilarak kiiltiir kaplarinin ortasindan yukaridan asagiya
dogru bir ¢izgi cekilmistir. Yiizeye zarar verebilecegi i¢in pipet ucuyla kiiltiir
kabina kars1 asir1 kuvvet uygulamamak i¢in 6zen gosterilmistir.

-Kiiltiir kaplar1 dikkatli bir sekilde HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)
cozeltisi ile iki kez yikanmistir. Hiicre kalintilar1 uzaklastirmak i¢in kaplarin
icindeki c¢ozelti aspire edilmistir. Kuyucugun altin1 o6rtmek ve tutunmus
hiicrelerin ayrilmasini 6nlemek i¢in kuyu duvarina karst yavagca 2 ml DMEM
eklenmistir. Yaranin ortaya c¢ikmasi ve incelenmesinin ardindan ilk resim
¢ekilmistir ve kiiltiir kaplar1 inkiibatore konulmustur

-24 saatlik zaman araliklarinda inkiibatorden alinan kiiltiir kaplarinin igindeki
cozelti uzaklastirilip inverted mikroskop altinda goriintii alinmistir ve yara
kapanma siireci gdzlemlenmistir.

-Anlik ¢ekilen resimlerin elde edilen sonuglarla yara iyilesmesi analiz edilmistir.
Bir dagilim grafigi veya ¢ubuk grafigi kullanarak zamanla yara kapanis1 analiz

edilmistir ve agik bir sekilde gosterilmistir.

3.12. Koloni Olusum Deneyleri

Koloni olusum deneyi (kolojenik deney), tek bir hiicrenin koloni olusturma kapasitesi
esasina dayali in vitro hiicre sagkalim deneyidir (209). Koloni 50 hiicreden olusan hiicre
toplulugu seklinde tanimlanir. Bu deney esasinda hiicre popiilasyonundaki her bir
hiicrenin “limitsiz” bir sekilde boliinme kapasitesini test etmektedir. Koloni olusum
deneyi, 1yonize radyasyonun yam sira hedef genlerin asir1 ifade edilmesi veya
susturulmasinin  hiicre  kiiltiiriinde ¢ogaltilan farkli hiicre hatlarinda etkisinin
arastirilmasi icin tercih edilen bir yontemdir. Ekilen hiicrelerin yalnizca bir kismi1 koloni

tiretme kapasitesi gosterir.

57



U20S hiicrelerine 6 kuyucuklu kaplar kullanilarak siARID3A, siERICD, siRNA negatif
kontrolleri, pEF xpress ARID3A, pEF4/ His vektoriiniin (pozitif kontrol) aktarimi
yapilmistir. 24 saat transfeksiyon sonrasinda yeni bir 6 kuyucuklu kaplara, her kuyuya
ilgili hiicreden 100,000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 2 ml DMEM eklenerek
inkiibatorde kiiltiir edilmistir. Besi yeri her ii¢ giinde bir degistirilmistir. Bir hafta
sonrasinda besi yeri uzaklastirilmistir ve PBS ile iki kez yikanmistir. Sonrasinda, 2 ml
%70’lik etanol ile oda sicakliginda 30 dk hiicreler fikse edilmistir. Etanol
uzaklagtirilmistir. 2 ml 9%0,5’lik kristal viyole eklenerek oda sicakliginda 20 dk
bekletilmistir. Koloniler goriinlir hale gelinceye kadar dH,O ile yikama yapilmistir.

Kuruduktan sonra, fotograf ¢ekilerek koloniler 151k mikroskopu altinda sayilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gen ifadesi Sonuglar

4.1.1. Farkh doku ve hiicre hatlarinda ARID3A’nin gen ifade sonuclari

ARID3A’nin ifade seviyesi 20 farkli insan dokusunda analiz edilmistir. Gen ifadesi
analizleri hem kismi-miktarlara dayali PCR hem de Real-Time PCR yontemleri ile
gerceklestirilmistir (Sekil 4.1). ARID3A, normal dokular arasinda en fazla plasentada
ifade edilirken bunu takiben fetal karaciger, kemik iligi, akciger ve prostat dokularinda
da fazla ifade edildigi gosterilmistir. ARID3A kolon, iskelet kasi, mide ve karaciger

dokularinda ise diisiik ifade gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 4.1. ARID3A ve GAPDH genlerinin farkli dokularindaki ifade seviyeleri
gosterilmigtir. A. RT-PCR yontemi ile ARID3A ve GAPDH genlerinin ifade
seviyelerinin gosterilmesi. B. qPCR sonucunda, ARID3A geninin ifade seviyesi.
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ARID3A’nin ifade seviyesi 10 farkli hiicre hattinda gosterilmistir. Gen ifadesi analizleri
hem kismi-miktarlara dayali PCR hem de Real-Time PCR yontemleri ile
gerceklestirilmistir (Sekil 4.2). ARID3A, hiicre hatlar1 arasindan en fazla osteoblast
hiicre hattinda (hFOB 1.19) ifade edilirken, bunu takiben MCF7, U20S ve HCT116
hiicrelerinde de yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu gosterilmistir. ARID3A A172,
PANCI1 ve BCPAP hiicre hatlarinda ise diisiik ifade gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 4.2. ARID3A ve GAPDH genlerinin farkli hiicre hatlarindaki ifade seviyelerinin
gosterilmesi. A. RT-PCR yontemi ile ARID3A ve GAPDH genlerinin ifade
seviyelerinin gosterilmesi. B. qPCR sonucunda, ARID3A geninin ifade seviyesi.

4.1.2. Farkh doku ve hiicre hatlarinda ERICD’nin gen ifade sonuclari

ERICD’nin ifade seviyesi 20 farkli insan dokusunda analiz edilmistir. Gen ifadesi
analizleri hem kismi-miktarlara dayali PCR hem de Real-Time PCR yontemleri ile
gerceklestirilmistir (Sekil 4.3). ERICD, normal dokular arasinda en fazla fetal
karacigerde ifade edilirken bunu takiben beyin (tiim), akciger, timiis ve omurilik

dokularinda da fazla ifade edildigi gosterilmistir. ERICD en diisiik karacigerde ifade
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edilirken bunu takiben kalp, kemik iligi ve iskelet kas1 dokularinda da diisiik ifade

gosterdigi bulunmustur.

ERICD’nin ifade seviyesi 10 farkli hiicre hattinda gdsterilmistir. Gen ifadesi analizleri
hem kismi-miktarlara dayali PCR hem de Real-Time PCR yontemleri ile
gerceklestirilmistir (Sekil 4.4). ERICD, hiicre hatlar1 arasindan en fazla A549 hiicre
hattinda ifade edilirken, bunu takiben PANCI1 ve A172 hiicrelerinde de yiiksek ifade
seviyesine sahip oldugu gosterilmistir. ERICD’nin en diisiik BCPAPda ifade edilirken
bunu takiben DU-145 ve HCTI116 hiicre hatlarinda da diisiik ifade gosterdigi

bulunmustur.
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Sekil 4.3. ERICD ve GAPDH genlerinin farkli dokularindaki ifade seviyeleri
gosterilmigtir. A. RT-PCR yontemi ile ERICD ve GAPDH genlerinin ifade
seviyelerinin gosterilmesi. B. gPCR sonucunda, ERICD geninin ifade seviyesi.
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Sekil 4.4. ERICD ve GAPDH genlerinin farkli hiicre hatlarindaki ifade seviyelerinin
gosterilmesi. A. RT-PCR yontemi ile ERICD ve GAPDH genlerinin ifade seviyelerinin
gosterilmesi. B. qPCR sonucunda, ERICD geninin ifade seviyesi.

4.2. ARID3A’min Susturulmasi ve ERICD Uzerine Etkileri

ARID3A’nin IncRNA ERICD’nin ifadesini diizenleyip diizenlemedigini arastirmak
amaciyla ARID3A ve ERICD’de ifade edilen U20S osteosarkom hiicre hatti
kullanilmistir. Aym1 zamanda U20S kolay bir sekilde transfeksiyon yapilabilen bir

hiicredir. Transfeksiyon sonras1t U20S morfolojisi her giin gézlemlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. U20S hiicre hattinin siARID3A, negatif kontrol siRNA, yalnizca
transfeksiyon kimyasali ile transfeksiyonu yapilmis ve normal (transfeksiyon
yapilmamis) hiicrenin morfoloji ve hiicre yogunlugunun 24, 48 ve 72 saat sonunda
gosterilmesi.

Susturulmadan sonra ARID3A’nin ifade seviyesi RT-PCR ve qPCR yontemleri ile
analiz edilmistir. ARID3A siRNA’s1 ile transfeksiyon sonrasi ARID3A gen ifadesi
analiz edilmistir ve transfekte edilmemis normal hiicreler ile Kkarsilastirilmistir.
ARID3A’nin ifade seviyesinin azaldigi bulunmustur. Ayni1 zamanda t testi ile bu
degisimin istatistiksel olarak 24, 48 ve 72 saatlerde anlamli oldugu gosterilmistir

(p<0,0001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin susturulmasinin qPCR ile gosterilmesi.
Gen ifadesi analizleri 24, 48 ve 72 saatler i¢in yapilmustir.

RT-PCR’da ARID3A’nin tamamen susturuldugu gosterilmistir. ImageJ programi bant

yogunluklarinin dlgiilmesi i¢in kullanilmigtir ve ARID3A’nin ¢ogalmadigr goriilmiistiir

(Sekil 4.7).

PCR gel with densiometry by Imagel

4: Normal

2: Negatif kontrol siRNA
3: Transfeksiyon reagent

¢ Results
File Edit Font Results
Area IntDen RawintDen
1 1044 485 40258925 44403
2 1044485 122101421 134670
3 1044485 100770166 111143
4 1044.485 114333.9668 126103
1:siARID3A

Sekil 4.7. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin susturulmasinin RT-PCR ile gosterilmesi.
(transfeksiyondan 24 saat sonra). Gen ifadesi analizi jel elektroforezi ve Imagel

programi ile yapilmustir.
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ARID3A’nin susturulmasindan sonra ERICD ifadesi iizerine etkileri belirlenmistir.
ERICD’nin gen ifadesi analizi hem RT-PCR hem de qPCR yontemleri kullanilarak
yapilmistir ve transfekte edilmeyen normal hiicrelerle kiyaslanmistir. ARID3A’nin
susturulmasi sonucu ERICD ifade seviyesinin azaldigi bulunmustur. Ayrica, t-testi bu
sonugclarin istatistiksel olarak 24 (p < 0.0021) , 48 (p< 0.0002) ve 72 (p< 0.0001) saatler
icin anlamli oldugunu gostermistir (Sekil 4.8). ERICD en diisiik ifade seviyesi tiglincii

glinde gozlemlenmistir ve bu da 72 saat transfeksiyon sonrasi bulunan en anlaml

sonugtur.
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Sekil 4.8. ARID3A’nin susturulmasi sonrasinda ERICD’nin ifadesinin diismesi. Fold
change degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

RT-PCR sonuglart siARID3A transfeksiyonu sonrasinda ERICD ifadesinin diistiigiinii
gostermistir. Image] programi bantlarin yogunlugunun o6lgmek i¢in kullanilmistir.
Normale, negatif kontrol siRNA’ya ve transfeksiyon kimyasalina gore bant

yogunluklarinin diisiik oldugu bulunmustur (Sekil 4.9).
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PCR gel with densiometry by ImageJ
¢ Results
File Edit Font Resuits
Area intDen RawintDen
1 1088 006 99984989 110277.000
2 1088.006 130491.757 143924
3 1088.006 126076.268 139054
4 1088006 128541507 141773
1: Expression of ERICD after silencing ARID3A
2: Negative control siRNA
3: Transfection reagent
4: Normal

Sekil 4.9. ARID3A’nin susturulmasi sonrasinda ERICD’nin ifadesinin diismesinin RT-
PCR ile gosterilmesi.

4.2.1. Negatif kontrol siRNA kullanilarak siARID3A’nin 6zgiilliigiinii kontrol etme

ve transfeksiyon kimyasalinin hiicre iizerindeki toksik etkisini kontrol etme

Negatif kontrol siRNA 06zgiill olmayan sonuclarin olup olmadigmi belirlemek i¢in
transfekte edilmistir. Bu kontroliin transfeksiyonundan sonra alinan sonuglar transfekte
edilmeyen (normal) hiicrelerin sonuclar1 ile benzer olmalidir. Negatif kontrol
sonuglarinin ¢alismadaki 6zgiil siRNA’dan elde edilen sonuclar ile karsilastirilmasi
gozlemlenen sonuglarin ¢alisilan siRNA’ya 6zgiil olup olmadigini teyit etmek igin
kullanilabilir. Transfeksiyon kimyasalinin herhangi bir toksik etkisinin olup olmadigina
bakmak i¢in sadece transfeksiyon kimyasali verilmistir. Bu kontroliin eklenmesinden
sonra elde edilen sonuglar da transfekte edilmemis (normal) hiicrelerden alinan

sonuglarla ayn1 olmalidir.

Bu calismada, negatif kontrol siRNA ve yalnizca transfeksiyon kimyasali sirasiyla,
siARID3A’nin  6zgiilliigiinii  kontrol etmek icin ve transfeksiyon kimyasalinin
hiicrelerdeki gen ifadesi {izerindeki toksik etkisini kontrol etmek icin kullanildi.

ARID3A ve ERICD’nin gen ifade seviyeleri negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon
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kimyasali ile muamelesi sonrasi sonuglar transfekte edilmeyen (normal) hiicrelere
benzer bulunmustur. Bu da gozlemlenen sonuglarin siARID3A’ya 6zgiil oldugunu ve

transfeksiyon kimyasalinin toksik olmadigin1 géstermektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. ARID3A ve ERICD’nin negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon kimyasali
muamelesi sonrasinda goreceli ifade seviyeleri.

4.2.2. ERICD’nin Susturulmasi ve ARID3A Uzerine Etkileri

ERICD’nin susturulmasi amactyla iki farkli siRNA kullanilmistir. Bunlar sirasiyla,
siERICD-1 (ERICD-1) ve siERICD-2 (ERICD-2)’dir. Susturulmadan sonra ERICD nin
ifade seviyesi RT-PCR ve qPCR yontemleri ile analiz edilmistir. ERICD i¢in ERICD-1
ile transfeksiyon sonrasinda ERICD’nin ifade analizi yapilmistir ve transfekte
edilmeyen (normal) hiicreler ile kiyaslanmistir (48 ve 72 saat). ERICD’nin ifade
seviyesinin diismedigi bulunmustur (Sekil 4.11). Dolayisiyla ERICD-1’in ERICD’yi

susturmak i¢in uygun olmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.11. siRNA olarak siERICD-1 (ERICD-1) kullanilarak ERICD ifade seviyesinin
katl degisim analizi. Belirgin bir diisiis gozlemlenmemistir.

ERICD’nin susturulmasi amaciyla bir baska siRNA olan siERICD-2 (ERICD-2)
kullanilmistir. Transfeksiyondan sonra U20S hiicrelerinin morfolojileri géz Oniine

alimmustir ve her gegen giin degisimler gézlemlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. siERICD-2 (ERICD-2), negatif kontrol siRNA, transfeksiyon kimyasalinin
etkisi ve normal (transfeksiyon yapilmamis) U20S hiicrelerinin 48 ve 72 saatlerdeki
hiicre yogunlugunun ve morfolojilerinin gosterilmesi.
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Susturulma sonrasinda ERICD’nin ifade seviyesi hem RT-PCR hem de qPCR ile analiz
edilmistir. ERICD i¢in ERICD-2 ile transfeksiyon sonrasinda ERICD’nin ifade analizi
yapilmistir ve transfekte edilmeyen (normal) hiicreler ile kiyaslanmistir (48 ve 72 saat).
ERICD’nin ifade seviyesinin diistiigli bulunmustur. 48 ve 72 saatlik transfeksiyon

sonraasinda t-testine gore sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur

(p<0,0001) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. qPCR yontemi ile azalan ERICD ifade seviyesinin gosterilmesi. siERICD-2
(ERICD-2) siRNA olarak kullanilmistir. Gen ifadesi analizleri 48 ve 72 saatler igin

yapilmistir.

RT-PCR ile siRNA transfeksiyonundan sonra ERICD ifade seviyesinin azaldigi
gosterilmistir. Imagel] programi, bantlarin yogunlugunu o6l¢mek icin kullanilmistir,
normale, negatif kontrol siRNA’ya ve transfeksiyon kimyasalina gore bant

yogunluklarinin diisiik oldugu bulunmustur (Sekil 4.14).

70



PCR gel with densiometry by ImageJ

¢ Results
File Edit Font Results
Area IntDen RawintDen
1 1019472 93773.384 103426
2 1019472 130828.132 144295
3 1019472 131790110 145356
4 1015472 137838515 152027

1: siERICD (ERICD-2)

2: Negative control siRNA
3: Transfection reagent
4: Normal

Sekil 4.14. RT-PCR kullanilarak azalan ERICD ifade seviyesinin gosterilmesi (72 saat
transfeksiyon sonrasi). sSiERICD-2 (ERICD-2), siRNA olarak kullanilmistir. Gen ifadesi
analizi agaroz jel ile ve dansiometri analizi ImageJ programi ile yapilmistir.

ERICD’nin azalmasmin gosterilmesinin ardindan, ARID3A ifade seviyesi iizerine
etkisine bakilmistir. ARID3A geninin ifade seviyesinin analizi, transfekte edilmemis
(normal) hiicreler ile hem RT-PCR hem de qPCR yontemleri kullanilarak yapilmaistir.
ERICD’nin susturulmasinin ardindan, ARID3A’nin ifade seviyesinin azaldig:
gosterilmistir. Ayrica, t-testi sonuglarina gore, 48 saat (p < 0.0823) ve 72 saat (p <

0.0754) maruziyet sonrasinda anlamli olmadig gosterilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. ERICD’nin susturulmasindan sonra ARID3A’nin ifade seviyesinin azalmasi.
Katl degisim degerleri istatistiksel olarak anlamli degildir.

RT-PCR, siERICD-2 (ERICD-2) ile transfeksiyon sonrasinda ARID3A’nin ifade
seviyesinin azaldig1 gostermektedir. ImageJ programi bant yogunluklarini 6lgmek igin
kullanilmistir ve normale, negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon kimyasalina gore

daha zay1f bant oldugu gosterilmistir (Sekil 4.16).
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PCR gel with densiometry by ImageJ

¢ Results

File Edit Font Results

Area IntDen RawlntDen
1 1196806 105607.257 116478.000
2 1196806 136764.109 150842

3 1196806 132584.354 146232

4 1196806 136522028 150575
1

2

3

4

: Expression of ARID3A after silencing ERICD
: Negative control siRNA

: Transfection reagent

: Normal

Sekil 4.16. ERICD’nin susturulmasindan sonra ARID3A’nin ifade seviyesinin
azalmasinin RT-PCR ile gosterilmesi.

4.2.2.1. Negatif kontrol siRNA kullanilarak siERICD-2 (ERICD-2)’nin
ozgiilligiinii kontrol etme ve transfeksiyon kimyasalinin hiicre iizerindeki toksik

etkisini kontrol etme

Negatif kontrol siRNA siERICD-2 (ERICD-2)’nin 6zgiilliigiinii kontrol etmek i¢in
kullanilmistir. Dahasi, hiicrelere ve gen ifadesi iizerine toksik etkilerinin belirlenmesi
icin transfeksiyon kimyasali kullanilmistir. Negatif kontrol siRNA kullanilarak ERICD
ve ARID3A’nin gen ifade seviyeleri, sadece transfeksiyon kimyasali maruz birakilan
hiicreler ve transfekte edilmemis (normal) hiicreler ile olduk¢a benzer sonuglar oldugu
gosterilmistir.  Ayrica, kullanilan siERICD (ERICD-2)’nin  6zgil oldugu ve

transfeksiyon kimyasalinin toksik etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. ARID3A ve ERICD’nin negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon kimyasali
ile muamelesi sonrasinda nisbi ifade seviyeleri.

4.3. ARID3A’nin Asiri ifadelendirilmesi ve ERICD Uzerine Etkisi

Klonlanmig ARID3A geni (pEF xpress ARID3A), BamH1 ve Xbal kesim enzimleri
ile dogrulanmistir. Kesilim sonrasinda, klonlanmig ARID3A geni 1809 bp ve vektdriin

5,8 kb uzunlugunda oldugu bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Klonlanmig ARID3A geninin kesim enzimleri kullanilarak dogrulanmasi. 1:
ThermoScientific GeneRuler 1 kb DNA belirteg, 2: vektér uzunlugu 5,8 kb, eklenti
(ARID3A geni) uzunlugu 1809 bp.

Klonlanmig ARID3A geninin dogrulanmasinin ardindan, ifade seviyesini arttirmak i¢in
U20S  hiicrelerine transfekte edilmistir ve ERICD ifadesi iizerine etkileri
gbzlemlenmistir. Asir1 ifadelendirme i¢in transfeksiyondan sonra U20S hiicrelerinin

morfolojileri gézlemlenmistir ve gilinliik degisimlere dikkat edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. 24, 48 ve 72 saatlerde pEF xpress ARID3A, pozitif kontrol pEF4-HisC ve
normal (transfekte edilmemis) U20S hiicrelerinin morfolojileri ve yogunluklari
gosterilmistir.

ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesi hem RT-PCR hem de qPCR yontemleri kullanilarak
analiz edilmistir. Bos vektor pEF4-HisC pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. ARID3A
icin pEF xpress ARID3A ile transfeksiyonundan sonra, ARID3A geninin ifade
seviyesi transfekte edilmeyen (normal) hiicreler ile belirli zaman araliklarinda
kiyaslanmistir. ARID3A geninin ifade seviyesinin arttig1 bulunmustur. Ayni1 zamanda,
24, 48 ve 72 saatleri i¢in istatistiksel olarak anlamli oldugu gdstermektedir (p<0.0001)
(Sekil 4.20). Pozitif kontrol pEF4-HisC’deki katli degisim orani transfekte edilmemis
(normal) hiicrelerde neredeyse esit bulunmustur ve boylelikle pEF _xpress ARID3A’nin
0zgiil sonuglar verdigi gosterilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. qPCR kullanilarak U20S hiicrelerinde ARID3A geninin ifade seviyesinin
arttigr gosterilmistir. Pozitif kontrol ifade seviyesi analizi klonlanmig ARID3A’nin
0zgil oldugunu gostermektedir. Analizler 24, 48 ve 72 saatler i¢in yapilmistir. p degeri
istatistiksel olarak anlamlidir.

RT-PCR, asir1 ifadelendirme deneylerinden sonra ARID3A’nin ifade seviyesinin

arttigin1 gostermektedir. ImageJ programi bantlarin parlakliklarini veya yogunluklarini

Olemek icin kullanilmistir ve normal ve pozitif kontrole gére daha parlak ve kalin bir

bant oldugunu gostermistir (Sekil 4.21).
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PCR gel with densiometry by ImageJ

¢ Results
File Edit Font Results
Area IntDen RawlntDen

1 1893.130 235104396 259305
2 1893.130 106146.727 117073
3 1893.130 148244 381 163504

1: ARID3A
2: Positive control
3: Normal

Sekil 4.21. RT-PCR kullanilarak ARID3A’nin ifade seviyesindeki artig gdsterilmistir
(24 saat transfeksiyon sonrasi). pEF4-HisC pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gen
ifadesi analizi agaroz jel ile ve dansiometri analizi ImagelJ programi ile yapilmustir.

ARID3A’nin asin1 ifadelendirilmesinin gosterilmesinin ardindan bu sonuglarin ERICD
ifade seviyesi lizerine etkisi analiz edilmistir. ERICD’ nin ifade seviyesinin analizi i¢in,
hem RT-PCR hem de qPCR yontemleri kullanilarak belirli zaman araliklarinda
transfekte edilmemis (normal) hiicreler ile kiyaslanmistir. ARID3A’nin  asiri
ifadelendirilmesinin ERICD’nin ifade seviyesi iizerinde anlamli bir etkisi olmadigi
gosterilmistir. t-testi p degerlerinin anlamli olmadigini gostermektedir. 24, 48 ve 72

saatler i¢in p degerleri sirasiyla 0.2235, 0.1265 ve 0.2314’tiir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. gPCR yontemi kullanilarak ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin ERICD
ifade seviyesinin katli degisim oranlari. ERICD ifade seviyesinin anlamli olarak
etkilenmedigi gosterilmistir. t —testi degerleri 24, 48 ve 72 saatler i¢in istatistiksel olarak

anlamli degildir.

RT-PCR ile ERICD ifade seviyesinin pozitif kontrol ve normale gore bant

yogunluklarinin farkli olmadig1 gosterilmistir. ImageJ programi bantlarin parlakliklarini

veya yogunluklarii 6lgmek i¢in kullanilmistir ve normal ve pozitif kontrole gére bant

yogunluklarinin hemen hemen birbirlerine yakin oldugunu géstermistir (Sekil 4.23).

79



PCR gel with densiometry by Image]

{ Results

File Edit Font Results

Area IntDen RawintDen
1 1392647 139492283 153851
2 1392647 148792010 164108
3 1392647 144200627 159044

==& __1 1: Expression of ERICD after overexpressing ARID3A
2: Positive control
3: Normal

Sekil 4.23. RT-PCR kullanilarak, ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin ardindan
ERICD’nin gen ifade analizi. Bant yogunluklari, ERICD pozitif kontrol ve normal
(transfekte edilmemis) arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gostermektedir.

4.4. Yara lyilesmesi Deneyi (Go¢ Deneyi)
4.4.1. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin susturulmasinin gog iizerine etkisi

Goc¢ deneyleri U20S hiicrelerinde yapilmistir. ARID3A’nin susturulmasindan sonra
hiicrelerin gog¢ii lizerine etkisi ardisik {i¢ giinde gézlemlenmistir. ARID3A’nin siRNA
aracili susturulmasi1 U20S hiicrelerinde hiicre gd¢iinii baskilamigtir. U20S hiicrelerinin
gbciiniin negatif ve bos kontrole kiyasla azaldigi bulunmustur (Sekil 4.24 A).
Olusturulan yara genisligi 24, 48 ve 72 saatlerde susturulmus ARID3A igin daha
fazladir (Sekil 4.24 B). Ug giiniin sonunda bile kullanilan kontrollere gére goriiniir bir
genis alan vardir. ARID3A i¢in siRNA kullanilmasi, hiicrelerdeki gbcii ciddi derecede

azaltmistir.
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Sekil 4.24. (A) siNC ve bos kontrole kiyasla ARID3A’nin susturulmasi sonrasinda
U20S hiicrelerinin gocii. (B) Olusturulan yara genisligi 24, 48 ve 72 saatlerde
Olgiilmiistiir. siARID3A igin, 72 saatin sonunda bile siNC ve transfekte edilmemis
kontrole kiyasla daha fazla bosluk bulunmaktadir.
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4.4.2. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin goc¢ iizerine

etkisi

ARID3A ifadesinin arttirilmasindan sonra hiicrelerin gogii {lizerine etkisi ardisik ii¢
giinde gozlemlenmistir. ARID3A’nin ifadesinin arttirilmast U20S hiicrelerinde hiicre
goclinti arttirmigtir. U20S hiicrelerinin gd¢iliniin negatif ve bos kontrole kiyasla daha
belirgin oldugu bulunmustur (Sekil 4.25 A). Olusturulan yara genisligi 24, 48 ve 72
saatlerde asir1 ifadelendirilmis ARID3A i¢in daha azdir (Sekil 4.25 B). ARID3A'nin
asir1 ifadesi, U20S hiicrelerinde yara kapanmasinda onemli bir tesvik edici oldugunu
dogrulamigtir. Ug giiniin sonunda, kullanilan kontrollere neredeyse gériinmeyen bir
bosluk vardir. ARID3A’nin ifadesinin arttirilmasi, hiicrelerdeki gogii ciddi derecede

hizlandirmustir.
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Sekil 4.25. (A) Pozitif kontrol ve bos kontrole kiyasla ARID3A’nin asiri
ifadelendirilmesi sonrasinda U20S hiicrelerinin gocii. (B) Olusturulan yara genisligi 24,
48 ve 72 saatlerde olciilmiistiir. pEF xpress ARID3A i¢in 72 saatin sonunda bile pEF-
HisC ve transfekte edilmemis kontrole kiyasla daha az bosluk bulunmaktadir.
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4.4.3. U20S hiicre hattinda ERICD’nin susturulmasinin gog iizerine etkisi

ERICD’nin susturulmasinin U20S hiicre hattinda hiicre gogii lizerine etkisi
gosterilmistir. ERICD nin susturulmasindan sonra hiicrelerin gocii iizerine etkisi ardisik
lic giinde gozlemlenmistir. ERICD’nin siRNA aracilt susturulmasi U20S hiicrelerinde
hiicre gogiinil baskilamistir. U20S hiicrelerinin gogiiniin negatif ve bos kontrole kiyasla
azaldig1 bulunmustur (Sekil 4.26 A). Olusturulan yara genisligi 24, 48 ve 72 saatlerde
susturulmus ERICD igin daha fazladir (Sekil 4.26 B). Ug giiniin sonunda bile kullanilan
kontrollere gore gorliniir bir genis alan vardir. ERICD i¢in siRNA kullanilmasi,

hiicrelerdeki go¢ii ciddi derecede azaltmistir.
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Sekil 4.26. (A) siNC ve bos kontrole kiyasla ERICD’ nin susturulmasi sonrasinda U20S
hiicrelerinin gogii. (B) Olusturulan yara genisligi 24, 48 ve 72 saatlerde Ol¢iilmiistiir.
siERICD igin, 72 saatin sonunda bile siNC ve transfekte edilmemis kontrole kiyasla
daha fazla bosluk bulunmaktadir.
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4.5. Koloni Olusum Deneyi

4.5.1. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin susturulmasinin koloni olusumu iizerine

etkisi

Koloni olusum deneyleri U20S hiicre hattinda yapilmistir. ARID3A’nin
susturulmasinin ardindan, hiicrelerin koloni olusumu {izerine etkisi gozlemlenmistir.
siRNA aracili ARID3A’nin susturulmast U20S hiicrelerinde koloni olusumunu
baskilamistir. U20S hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri negatif kontrol ve bos
kontrole kiyasla azalmistir (Sekil 4.27). ARID3A igin siRNA kullanilmasi koloni

olusumunu ciddi derecede diistirmiistiir.

SiARID3A siNC Blank Control

Sekil 4.27. siARID3A U20S  hiicrelerinin - koloni  olusumunu  baskilamstir.
ARID3A’nin susturulmasinin ardindan U20S hiicreleri siNC ve bos kontrole gore daha
az koloni olusturmuslardir.

4.5.2. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin koloni olusumu

iizerine etkisi

ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin ardindan, hiicrelerin koloni olusumu {izerine
etkisi gozlemlenmistir. ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesi U20S hiicrelerinde koloni

olusumunu arttirmigtir. U20S hiicrelerindeki koloni siklig1 pozitif kontrol ve bos
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kontrole kiyasla belirgin bir sekilde fazla oldugu bulunmustur (Sekil 4.28).
ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesi U20S hiicrelerinde koloni olusumunu arttirmistir.
U20S hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerinin kontrollere kiyasla fazla oldugu
bulunmustur. ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesi koloni olusumunu ciddi derecede

arttirmistir.

pEF_xpress_ARID3A pEF-HisC Blank Control

Sekil 4.28. ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesi (pEF xpress ARID3A) U20S
hiicrelerinin koloni olusumunu arttirmistir. ARID3A’nin asirt ifadelendirilmesinin
ardindan U20S hiicreleri pozitif kontrol (pEF-HisC) ve bos kontrole gore daha fazla
koloni olusturmuslardir.

4.5.3. U20S hiicre hattinda ERICD’nin susturulmasimnin koloni olusumu iizerine

etkisi

Koloni olusum deneyleri U20S hiicre hattinda yapilmistir. ERICD’nin susturulmasinin
ardindan, hiicrelerin koloni olusumu iizerine etkisi gozlemlenmistir. siRNA aracili
ERICD’nin susturulmasit U20S hiicrelerinde koloni olusumunu baskilamistir. U20S
hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri negatif kontrol ve bos kontrole kiyasla
azalmistir (Sekil 4.29). U20S hiicre hattinda siERICD ile transfekte edilmis gruptaki

koloni olusum orani anlaml1 bir sekilde diismiistiir.
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SiERICD SiNC Blank Control

Sekil 4.29. siERICD U20S hiicrelerinin koloni olusumunu baskilamistir. ERICD’nin
susturulmasinin ardindan U20S hiicreleri siNC ve bos kontrole gore daha az koloni
olusturmuslardir.
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5. TARTISMA

Protein merkezli dogma protein kodlamayan genom bdélgelerini “¢Op” olarak
degerlendirmekteydi. Transpozonlar, psddogenler ve biyolojik acidan onemli islevsel
diizenleyici olan basit tekrarlar dahil olmak iizere bircok IncRNA, '¢6p' olarak tabir
edilen genom bolgelerinden transkribe edilir (2, 3). Uzun kodlamayan RNA'lar
(IncRNA'lar), 200'den fazla niikleotid uzunluga sahip protein kodlamayan, genis ve
¢esitli bir transkribe RNA molekiil smifidir. LncRNA'lar, kansere iliskin bir arastirma
konusu olarak her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Su ana kadar kanserlerde rolleri olan
bircok IncRNA molekiilii tespit edilmistir. Bazi IncRNAlar tiimor baskilayict olarak
gorev yaparken bazilar1 onkogenler gibi davramir. Ornegin, IncRNA ANRIL pl15'in
ifadesini ve dolayisiyla hiicre cogalmasini (yaslanmay1) baskilayarak 16semi ve prostat
kanserinde onkogenik bir role sahiptir (207-209). Akciger kanseri, kolon kanseri,
karaciger kanseri, gogiis kanseri gibi pek ¢ok kanser tiiriinde onkogen gibi davranan
MALATI, H19 ve HOTAIR gibi birgok IncRNA tanimlanmistir (5-8, 150). Timor
baskilayict gibi davranan bir¢ok IncRNA tanimlanmistir. MEG3 bir¢cok kanser
cesidinde tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadir (9). PTCSC3 (Papiller Tiroid
Karsinoma Duyarliligi Aday 3), tiroid kanseri ile iliskili bir timdr baskilayci
IncRNA'dir (10). ERICD (E2F1-Regulated Inhibitor of Cell Death) yakin zamanda
bulunan bir IncRNA’dir. Kromozom 8 (chr8:141646242-141648531) iizerinde
yerlesiktir ve iki ekzondan olusmaktadir. Transkript boyutu 1745 bp'dir. ERICD'nin
E2F (transkripsiyon faktorii 1) tarafindan diizenlendigi ve DNA hasarina kars1 hiicresel
yanitt modiile ettigi bulunmustur (11). ERICD'nin yukar tarafindaki insan genomik
dizisinin analizi ile, -221 / -214'de bir varsayilan E2F baglanma yeri tespit edilmistir. Bu
da endojen E2F'lerin ERICD yukar tarafina baglandigini diisiindiirmektedir (12). DNA
hasar1 karsisinda hayatta kalmay destekledigi i¢in, ERICD kanseri tesvik edici etkilere

sahip olabilir, ayrica kemo-diren¢ kazandirabilir.

ARID3A, kromatin yeniden sekillenmesi ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynayan AT zengin etkilesim bolgesi (ARID) DNA-baglayic1 protein ailesinin bir
tiyesidir. Bu proteinler, ARID DNA baglama bolgesi ile karakterizedirler. ARID3A'nin
"AATTAA" baglayici bir uzlasi dizisi vardir (13). ARID3A E2F yazilim etmenine ve
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E2F-bagimli yazilimi etkinlestirir (14). ARID3A, primer murin fibroblastlarinda Ras'in
indiikledigi erken yaslanmayi Onlemektedir (15). ARID3A, p53 ve DNA hasar ile
transkripsiyonel olarak yazilimsal olarak aktif olur (199). Ayrica, ARID3Ain yiiksek
gen ifadesinin kolorektal karsinomda iyi prognoz ile iligkili oldugu bulunmustur (16).
ARID3A, E2F hedef gen ifadesinde onemli bir role sahiptir. ARID3A'nin siRNA
araciligl ile susturulmasi, E2F1, p107, CDC2 ve CDC6 gibi E2F hedef genlerinin
transkripsiyonuna engel oldugu gdosterilmistir. ARID3A susturulmasinin, normal insan
dermal fibroblastlarimin (NHDF'ler) S faz girisini zayiflattigt ve insan timor hiicre
hatlarinin biiylimesini baskiladigt da bulunmustur. Dolayisiyla tiimor baskilayici
rollerinin oldugu diisiiniilmektedir (17). Simdiye kadar, ARID3A'nin bir onkogen olarak
mi1 yoksa tiimor baskilayici olarak mi islev gosterdigi halen tartismaya agik bir konudur.
Pek cok IncRNA'nin bir¢ok biyolojik siirecte DNA baglama proteinlerini hedef aldigi
bilinmektedir (18-20). LncRNA'lar DNA'nin transkripsiyonunu epigenetik olarak
diizenlemek i¢in DNA'ya baglanan proteinlerle birlikte hareket eder (21). ARID3A'nin

uzun kodlamayan RNA'larla etkilesimi hentiz gosterilmemistir.

Bu tez calismasinda, ARID3A (AT-zengin etkilesim alan1 3A) ile IncRNA ERICD
(E2F1-Kontrollii Hiicre Inhibitdrii) arasinda muhtemel etkilesimi bulmay1 amagladik.
Her ikisinin tizerinde de E2F varsayilan baglanma bolgeleri oldugu ve E2F tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir ve cesitli biyolojik siireclerde rol oynadiklari rapor
edilmistir. ARID3A ve ERICD DNA hasar1 sirasinda apoptozda zit rollere sahiptir ve
hiicre dongiisii ile diizenlenmektedirler. Bu da hiicresel siire¢lerde birbirinin tersi
yoniinde rol oynadiklarmi diigiinmemizi saglamaktadir. Bu bulgulara dayanarak,
ikisinin arasindaki olas1 etkilesimi bulmay1 amagladik. Bunun igin, heniiz literatiirde
bulunmadigindan, ERICD i¢in ifade profili analizini yapmay1 amagcladik. Sonuglarin
karsilastirilabilmesi i¢in farkli kanser hiicre hatlar1 ve normal doku oOrneklerinde
ARID3A’nin ifade profili analizi de yapilmistir. Olas1 muhtemel etkilesimlerini bulmak

i¢in susturma ve asir1 ifade (overexpression) deneyleri yapildi.

Normal dokularda ARID3A’nin plasentada en fazla ifade edildigi bulunmustur ve bu da
memeli plasentasinin gelisimi ve embriyogenezde rolii oldugunu gostermektedir.
ARID3A’nin plasentada asir1 ifade edilmesi, hem igsel hem de digsal gelisim
programlarinin diizenlenmesi yoluyla memeli plasental gelisiminde ARID3A’nin
korunmus bir islevi oldugunu dogrulayan yeni bir ¢alisma yayinlanmistir (214). Kemik

iliginde de asir1 ifade edilen ARID3A’nin hematopoezde roliiniin oldugu ortaya
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konulmustur. Yeni yayinlanan iki arastirmada, yazilim etmeni ARID3A’nin insan
hematopoetik atalarinin in vitro farklilagsmasi i¢in 6nem tasidigi ve B lenfosit gelisimi
icin 6nemli oldugu belirtilmistir (215,216). Bizim ¢alismamizda akcigerde ARID3A’nin
asir1 ifade edilmesi idiopatik pulmoner fibrozlu hastalarin akcigerlerdeki yiiksek ifadesi
ile ¢elismektedir (217). Normal insan kolon dokusunda ARID3A’nin ifadesinin diisiik
oldugu ve kolorektal kanser hiicre hattt (HCT116)’da olduk¢a yiiksek ifade edildigi
bulunmustur. Boylece, kolorektal kanserde bu genin rollerinin oldugunu
kanitlamaktadir. Bizim sonuglarimiz ile ortiisen bir bigcimde AT-zengin etkilesimli
bolge 3A (ARID3A) nin yiiksek ifadesi kolorektal kanserli hastalarin iyi hastalik seyri
ile iligkilendirilmistir (16). Ayrica, meme kanseri hiicre hattinda (MCF7) yiiksek ifade
edilmesi meme kanserinde énemli rolleri olabilecegini gostermektedir. Zang H ve ark.
tarafindan daha onceden yapilan bir ¢alismada bizim bulgularimizi destekler bi¢cimde
ARID3A’nin meme kanserinde roliiniin oldugu ortaya konulmustur (218). Kanser hiicre
hatlar1 arasinda ARID3A’nin glioblastoma (A172), pankreas kanseri (PANC1) ve tiroid
kanseri (BCPAP) hiicrelerinde en diisiik ifade seviyesine sahip oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar, ARID3A’nin beyin, pankreas ve tiroid kanserinde roliiniin olabilecegini

gostermistir.

Normal dokular arasinda, ERICD en fazla fetal karaciger dokularinda ifade edilmektedir
ve bu da ERICD’nin memeli prenatal gelisimi sirasindaki hematopoezdeki roliini
gostermektedir c¢linkii karaciger prenatal ontogenezin Onemli bir siirecinde ana
hematopoetik organ olarak hizmet eder. Dokular arasinda en diisiik ERICD ifadesi
karaciger dokularinda bulunmustur, bu memelilerin prenatal gelisiminde hematopoetik
roliinii dogrulamaktadir. Kanser hiicre hatlar1 arasinda ERICD’nin ifade seviyesi en
yuksek akciger kanseri hiicre hatt1i (AS549), pankreas kanseri (PANC1) ve
glioblastomada (A172) bulunmustur ve dolayisiyla bu kanserlerde rolleri olabilecegini

ortaya koymaktadir.

DNA baglayict protein geni ARID3A ve IncRNA ERICD arasindaki iliskiyi ortaya
koymak amaciyla susturma ve asir1 ifadelendirme deneyleri yapilmistir. ARID3A ve
ERICD’nin gen ifadesi analizlerinde insan osteosarkom hiicre hatti U20S’in kosullu
olarak ARID3A ve ERICD’yi ifade ettigi bulunmustur. Ayrica, U20S ideal transfekte
edilebilir bir hiicre hattidir. Bu nedenle bu iki gen arasindaki iliskiyi aragtirmak
amaciyla U20S hiicre hatti se¢ilmistir.  ARID3A’nin susturulmasinin ardindan

ERICD’nin ifade seviyesi diigiik olarak bulunmustur. Karsilastirilmis t-testi analizi
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kullanilarak t-testi degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (72 saat transfeksiyon
icin p<0.0001). GraphPad Prism 6.02 programi verilerin analiz edilmesi i¢in
kullanilmistir. ARID3A’nin susturulmasinin ardindan ERICD’nin ifade seviyesinin
azalmasi bu iki genin birbirleri arasinda olas1 etkilesimlerini géstermektedir. RT-PCR
yontemi ile siARID3A transfeksiyonunun ardindan ERICD’nin ifade seviyesinin diisiik
oldugu gosterilmistir. ImageJ programi ile ARID3A’nin susturulmasindan sonra ERICD
ifade seviyesini belirten bandin yogunlugunun diisiik oldugu gosterilmistir. ERICD
ifadesini gosteren bandin toplam yogunlugu 99984 ve normalin ise 128541°dir ve bu
ikisi arasidan 28557’lik ciddi bir fark vardir. ARID3A ve ERICD’nin ifade seviyesinin
negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon kimyasalinin verildigi hiicrelerde transfekte
edilmemis (normal) hiicrelerde benzer oldugu, dolayisiyla segilen siRNA’nin ARID3A
icin 0zgil oldugu bulunmustur. Boylece elde edilen sonuglar siARID3A ve
transfeksiyon kimyasalinin hiicreler i¢in toksik olmadig1 gostermektedir. Transfeksiyon
kimyasalinin toksik oldugu hiicrelerde gen ifadesinin etkilendigi ve hedef dis1 etkilerin
arttig1r bulunmustur (219, 220). Bu nedenle, hiicreler hiicre ve gen ifadesi tizerindeki
toksik etkilerini belirlemek i¢in yalmzca transfeksiyon kimyasali ile muamele

edilmistir.

ERICD biiyiik oranda ¢ekirdekte yerlesik bir RNA’dir ve sitoplazmik genlere kiyasla
niikleer bir genin ifadesinin susturulmasi nispeten daha zordur (11). Bu nedenle
ERICD’yi susturmak icin iki farkli bolgeden tasarlanan iki farkli siRNA kullandik.
Bunlarin arasindan sadece siERICD-2 (ERICD-2) ERICD’yi susturmak i¢in optimize
edilebilmigtir. ERICD i¢in diger siRNA (ERICD-1) ileriki ¢alismalara dahil
edilmemistir. ERICD’nin basarili bir sekilde susturulmasmin ardindan ARID3A’nin
ifade seviyesinin distiigii bulunmustur. Ancak, Kkarsilastirilmis t-testi analizi
kullanilarak 48 (p<0,0823) ve 72 (p<0,075472) saatlerde t-testi degeri istatistiksel
olarak anlamli bulunamamistir. RT-PCR siERICD’nin transfeksiyonundan sonra
ARID3A’nin ifade seviyesinin azaldigi gostermistir. Image] programinda ERICD’nin
susturulmasindan sonra ARID3A’nin ifadesi gosteren bandin yogunlugunun diisiik
oldugu gosterilmistir. ARID3A ifadesini gosteren bandin toplam yogunlugu 105607 ve
normalin ise 136522°dir ve bu ikisi arasidan 30915°lik bir fark vardir. Image J
programinda bulundugu iizere bant yogunluklari arasindan iyi bir fark (30915) olsa da
RT-PCR sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur. ERICD-2,
ARID3A ve ERICD’nin ifade seviyesinin negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon
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kimyasalinin verildigi hiicrelerde transfekte edilmemis (normal) hiicrelerde benzer
oldugu, dolayisiyla secilen siRNA’nin ARID3A icin 06zgiil oldugu bulunmustur.
Boylece elde edilen sonuglarin ERICD-2 ve transfeksiyon kimyasalinin hiicreler igin

toksik olmadig1 gostermektedir.

ARID3A’nin basarili bir sekilde asir1 ifadelendirilmesinden sonra hem RT-PCR hem de
qPCR kullanilarak belirli zaman araliginda ERICD ifadesinde belirgin bir degisiklik
olmamustir. P degeri istatistiksel olarak anlamli degildir. ARID3A ve IncRNA
ERICD’nin dogrudan bir iligkisinin olmadigin1 géstermektedir. Aslinda, hem ARID3A
hem de ERICD E2F1 baglanma bolgelerine sahiptir ve E2F1 tarafindan
diizenlenmektedir (11,14). Daha onceleri E2F1’in etkinlesmesi ile ERICD ifade
seviyesinin arttig1 gosterilmistir (11). Ayrica, E2F1’in susturulmasinin ERICD
seviyesini disiirdiigii bulunmustur. Bagka bir calismada ARID3A geninin siRNA
araciligi ile susturulmasinin E2F1’in yazilimi baskilarken, ARID3A’nin asir1 ifadesinin
E2F1’nin yazilimini arttirmadigr  bulunmustur (17). Bu c¢alismada, ERICD’nin
susturulmast ARID3A’nin ifadesinin azalmasina neden olmustur. ERICD’nin
susturulmasinin  E2F1°1 susturdugunu ve dolayisiyla ARID3A’y1 dolayli olarak
susturdugunu gostermektedir. Ote yandan, ARID3A’y1r susturdugumuzda E2F1’in
dolayli olarak ifadesinin azalmasi nedeniyle ERICD’nin ifadesinin azalmasi
gerceklesmistir.  ARID3A’nin  asir1 ifade edilmesinin E2F1’1 etkilemedigi bagka
calismada gosterilmistir (17). Bu nedenle ARID3A’nin ERICD’yi dolayli olarak
arttirmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak ARID3A ve ERICD E2F1 araciligi ile dolayli

olarak birbirleri ile iligkilidir.

ARID3A’nin  U20S’deki onkogenik veya timor baskilayict islev  gosterip
gostermedigini ortaya koymak amaciyla hiicre gogii ve koloni olusum deneyleri
yapilmistir. ARID3A susturulmustur ve asir1 ifade edilmistir. ARID3A’nin siRNA
aracilig ile susturulmasit U20S hiicrelerinin gd¢iinii belirgin bir sekilde baskilamistir.
Diger bir taraftan, ARID3A’nin asirn1 ifade edilmesi U20S hiicrelerinde yara
kapanmasinda 6nemli bir tetikleyici oldugu dogrulanmistir. ARID3A’nin asir1 ifade
edilmesi hiicrelerin goc kapasitesini arttirdigt bulunmustur. Go¢ deneyleri sonuglari
ARID3A’nin osteosarkom hiicrelerinin hareketliligini ve gogiinii arttirarak onkogenik
bir roliiniin olabilcegini gostermektedir. ARID3A’nin susturulmasit ve asir1 ifade
edilmesi ile koloni olusum deneyleri de gerceklestirilmistir. ARID3A’nin siRNA

araciligi ile susturulmasi kolonilerin olusumunu biiyiik 6l¢iide azaltmistir. ARID3A’ nin
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susturulmasindan sonra U20S hiicrelerinin koloni olusum kapasitelerinin azaldigi
bulunmustur. Bunun aksine ARID3A’nin asir1 ifadesinin U20S hiicrelerinin koloni
olusum kabiliyetini arttirdigt bulunmustur. Bu bulgular, ARID3A’nin U20S’deki
onkogenik roliinii agik bir sekilde ortaya koymaktadir. Aslinda, ARID3A’nin onkogenik
veya tiimor baskilayici oldugu halen tartismaya acik bir konudur. Bazi calismalarda
ARID3A’nin onkogenik rollerinin oldugu gosterilirken (14, 15, 198) bazi ¢alismalarda
ise, timor baskilayicr islevlerinin oldugu bildirilmistir (199). Bizim c¢alismamizdaki

bulgular ARID3A’nin osteosarkomda onkogenik islevinin oldugunu gostermektedir.

Ayrica IncRNA ERICD’nin U20S hiicrelerinde rolleri aragtirllmigtir. Hiicre gbgli ve
koloni olusum deneyleri yapilmistir. siRNA aracili ERICD’nin susturulmasi U20S
hiicrelerinin gogiinii baskilamigtir. ERICD’nin susturulmasindan sonra U20S hiicre
hatlarinda koloni olusum deneyleri de yapilmistir. siRNA aracili ERICD’nin
susturulmast U20S hiicrelerinin  koloni olusumunu baskilamistir. Bu sonuglar
ERICD’nin U20S hiicrelerinde onkogenik rollerinin oldugunu gostermektedir. Bu giine
kadar ERICD hakkinda yapilan yalnizca bir ¢alisma mevcuttur (11). Bu veri ERICD’ nin
kanseri tesvik edici etkilerinin oldugunu gostermektedir. Bu bulgular ile ortlisen, bizim

sonuglarimiz da ERICD’nin onkogenik rollerinin oldugunu gostermistir.

Ozetle, ARID3A ve ERICD’nin E2F1 aracilig ile birbirleri ile dolayli olarak iliskili
oldugu, ARID3A ve IncRNA ERICD’nin osteosarkomda onkogenik islevlerinin oldugu
ortaya konulmustur. ARID3A ve IncRNA ERICD arasinda bulunan iligki yeni bir
bulgudur ve DNA baglayici proteinleri hedefleyen IncRNA’lar hakkindaki énemli bir
kilometre tagidir. Bizim bulgularimiz, osteosarkom tedavisi sirasinda hedef onkogenler
olarak ARID3A ve ERICD’nin tedavisel olarak 6nemli olabilecegini gostermektedir. Bu

bulgular kanserin tedavisi agisindan umut vericidir.
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