MEME KANSERINDE GPRC5A GEN
EKSPRESYONUNUN circGPRC5A ARACILI
DUZENLEMESININ ARASTIRILMASI

Esthefany Yarluz SOUQUETT RUIZ




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MEME KANSERINDE GPRC5A GEN EKSPRESYONUNUN circGPRC5A
ARACILI DUZENLEMESININ ARASTIRILMASI

Esthefany Yarluz SOUQUETT RUIZ
0009-0005-0812-634X
Dr. Ogr. Uyesi Elif UZ YILDIRIM

(Danigman)

YUKSEK LISANS TEZI
MOLEKULER BIYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

BURSA - 2025
Her Hakki Sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MEME KANSERINDE GPRC5A GEN EKSPRESYONUNUN circGPRC5A
ARACILI DUZENLEMESININ ARASTIRILMASI

Esthefany Yarluz SOUQUETT RUIZ

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Elif UZ YILDIRIM

Meme kanseri, diinya genelinde en sik teshis edilen kanser tiiri olup, kansere baglh
Oliimlerin baslica nedenlerinden biridir. Bu hastaligin patolojisi yalnizca genetik
mutasyonlarla degil, ayn1 zamanda bir¢ok genin ekspresyonundaki diizensizlikle de
iliskilendirilmistir. Bu genlerden biri olan GPRC54 (G proteinine bagli reseptdr
kodlayan gen), cesitli kanser tiirlerinde rol oynamakta olup, meme dokusunda tiimor
baskilayici bir islev gordiigl diisiiniilmektedir. Kovalent olarak kapali halkasal yapiya
sahip kodlamayan RNA’lar sinifina ait olan halkasal RNA’lar (circRNA’lar), GPRC5A
ekspresyonundaki  diizensizlige katilan yeni diizenleyici molekiiller olarak
tanimlanmistir. Ozellikle, circGPRC5A’nin, GPRC5A mRNA’sin1 hedef alan belirli
mikroRNA’lara siinger gibi baglanarak, circRNA-miRNA-mRNA ekseni araciligryla
bu rolii cesitli kanser tiirlerinde oynadigi gosterilmistir. Bu mekanizma diger bazi
kanser tiirlerinde Onerilmis olsa da, meme kanserindeki rolii hala belirsizligini
korumaktadir. Bu nedenle, bu c¢alismanin amaci, meme kanseri hiicrelerinde
circGPRC5A’nin  ekspresyonunu  degerlendirmek ve GPRCS5SA {izerindeki olasi
diizenleyici roliinii arastirmaktir. Bu amagla, MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlar1 ile normal meme epitelyal hiicre hatt1 olan MCF10A kullanilmistir. Bu
hiicrelerden toplam RNA izole edilmis, cDNA’ya doniistiiriilmiis ve circGPRC5A ile
GPRC5A’nin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemi ile incelenmistir. Elde edilen
sonuglar, circGPRC5A ve GPRC5A'nin her ikisinin de kanser hiicre hatlarinda saglikli
MCFI10A hiicrelerine kiyasla ifade azaldigint ve MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF7’ye
gore daha diisiik ifade diizeyleri sergilendigini ortaya koymustur. circGPRC5A ve
GPRCS5A arasindaki paralel ekspresyon modeli potansiyel bir diizenleyici iligkiye isaret
etmektedir. Devaminda yapilan in silico analizde, meme kanserinde circGPRCSA ve
GPRCS5A ile etkilesime girebilecek en giiglii aday olarak miR-214-3p belirlenmistir.
Ancak, miR-214-3p'min gozlemlenen ekspresyon diizeyi beklenenden farkli olmustur.
Bu korelasyonun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, meme
kanserinde tiimor baskilayici genlerin post-transkripsiyonel diizeydeki diizenlenmesine
dair 6nemli bilgiler saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: GPRC5A, circRNA, miRNA, meme kanseri, post-transkripsiyonel
gen regiilasyonii

2025, ix + 86 sayfa.



ABSTRACT
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INVESTIGATING circGPRC5A-MEDIATED REGULATION OF GPRCS5A GENE
EXPRESSION IN BREAST CANCER

Esthefany Yarluz SOUQUETT RUIZ

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Elif UZ YILDIRIM

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer globally and a major cause of
cancer-related mortality. Its pathology has been associated not only genetic mutations
with but also with the dysregulation of numerous genes. One gene of interest is
GPRC54 (G protein-coupled receptor-encoding), which has been implicated in various
types of cancer and is considered to function as a tumor suppressor in breast tissue.
Circular RNAs (circRNAs), a class of covalently closed non-coding RNAs, have been
identified as novel regulatory molecules involved in the dysregulation of GPRC5A.
Specifically, circGPRCSA has been elucidated to play this role in various types of
cancer through the circRNA-miRNA-mRNA axis by sponging specific microRNAs
that target GPRC5A mRNA, thereby influencing its expression. Although this
mechanism has been proposed in other types of cancer, its implication in breast cancer
remains undetermined. Therefore, this study aimed to evaluate the expression of
circGPRCS5A and investigate its potential regulatory role over GPRC5A expression in
breast cancer cells. For this purpose, breast cancer cell lines MCF7 and MDA-MB-231,
as well as the breast epithelial cell line MCF10A, were used. Total RNA was extracted
from these cells, converted into cDNA, and the expression levels of circGPRC5A and
GPRC5A mRNA were quantified using qRT-PCR. The results revealed that both
circGPRC5A and GPRCSA were downregulated in cancer cell lines compared to
MCF10A, with lower expression levels observed in MDA-MB-231 cells than in MCF7.
The parallel expression patterns between circGPRC5A and GPRCS5A suggested a
potential regulatory link. Subsequently, an in silico analysis identified miR-214-3p as
the most promising candidate involved in a circGPRC5A-miRNA—-GPRCS5A regulatory
axis in breast cancer. However, the observed expression level of miR-214-3p was
opposite to what was expected. Further investigation is required to elucidate the
molecular mechanisms underlying this correlation, as it may provide valuable insights
into the post-transcriptional regulation of tumor suppressor genes in breast cancer.

Key words: GPRC5A, circular RNA, miRNA, breast cancer, post-transcriptional gene
regulation

2025, ix + 86 pages
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1. GIRIiS

Meme kanseri, diinya genelinde en sik teshis edilen kotlii huylu kanser ¢esitlerinden
biri olup, yillardir kadinlar arasinda kansere bagli dliimlerin baslica nedeni olmaya
devam etmektedir. Erken tani, siniflandirma ve tedavi yontemlerinde kaydedilen
onemli ilerlemelere ragmen, biyolojik heterojenligi ve konvansiyonel tedavilere karsi
sik gelisen diren¢ nedeniyle meme kanseri kiiresel saglik i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Bu zorluklar, tani, prognoz ve kisisellestirilmis tedavi stratejilerini
gelistirebilecek yeni molekiiler biyobelirteclerin ve terapotik hedeflerin belirlenmesi

gerekliligini agikca ortaya koymaktadir.

Son yillarda, kodlamayan RNA'lar, 6zellikle mikroRNA'lar (microRNA, miRNA) ve
dairesel RNA'lar (circular RNA, circRNA), gen ekspresyonunun ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siireclerde diizenlenmesinde ©6nemli roller oynadiklar1 gosterildiginden
dolay1 yogun arastirmalarin odaginda yer almaktadir. Bu RNA'lar arasinda, dairesel
RNA’lar belirli 6zellikleri sayesinde kanser arastirmalarinda umut verici

biyomolekiiller olarak dikkat ¢cekmektedir.

Dairesel RNA’lar, “back-splicing” ad1 verilen bir mekanizma yoluyla olusan kovalent
olarak kapali halka yapisiyla tanimlanir ve bu yapi, onlar1 yiiksek derecede stabil ve
ekzoniikleaz aracili yikima karst direncgli hale getirir. Ayrica, bu molekiiller dokuya
0zgli ekspresyon profilleri sergiler ve transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
diizeylerde gen diizenlemesinde rol aldiklar1 giderek daha fazla kabul gormektedir.
Islevsel olarak, dairesel RNA’lar ¢esitli mekanizmalar araciligiyla etkide bulunabilir:
miRNA siingerleri olarak gérev yapmak, RNA-baglayici proteinlerle etkilesmek, gen
transkripsiyonunu modiile etmek ve bazi durumlarda peptid kodlamak. Kanser
arastirmalarinda en fazla c¢alisilan mekanizmalardan biri, dairesel RNA’larin belirli
miRNA’lar baglayarak hedef genlerle etkilesim kurmalarin1 engellemesi ve bu yolla
“rekabet¢i endojen RNA” olarak gorev yaparak gen ekspresyonunu diizenleme

yetenekleridir.

circGPRC5A (hsa_circ_0025506), cesitli kanser tiirlerinde kilit diizenleyici bir
molekiil olarak tanimlanmis bir dairesel RNA’dir. G-protein ile iligkili reseptor
(GPCR) ailesinin bir iiyesini kodlayan GPRCS5A geninin ekspresyonunu dolayl
olarak etkiledigi rapor edilmistir. GPRCS5A, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve farklilasma

1



dahil olmak iizere cesitli hiicresel siireclerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Ilging bir sekilde, bu genin ekspresyonu farkli kanser tiirlerinde baglama bagl olarak
tiimor baskilayici veya onkogen olarak islev gdrebilmektedir. Ozellikle meme
kanserinde GPRCS5A'nin ekspresyonunda degisiklikler gozlemlenmis olsa da, bu

genin diizenlenmesi ve islevi hala tam olarak anlagilmamustir.

circGPRC5A'nin diizensizligi, mesane ve kolorektal kanserlerde hiicre proliferasyonu,
gocli ve diger onkojenik siirecleri tesvik ederek hastaligin ilerlemesiyle
iliskilendirilmistir; 6zellikle mesane kanserinde GPRCS5A iizerindeki diizenleyici
islevi aracilifiyla. Ancak, circGPRC5A'nin meme kanserindeki spesifik rolii biiyiik
Ol¢iide arastirilmamistir ve bu durum mevcut bilimsel literatiirde 6nemli bir boslugu

temsil etmektedir.

Meme kanserinin artan insidanst ve karmasik molekiiler yapisi goz Oniinde
bulunduruldugunda, bu hastalikta circGPRC5A'nin roliiniin aragtirilmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ozellikle, dairesel RNA’larin stabil molekiiler biyobelirtecler olarak
tasidigl potansiyel dikkate alindiginda, bu ¢alisma, meme kanserinde circGPRCSA
ekspresyonunun degerlendirilmesini ve circGPRC5A-miRNA-GPRCSA
etkilesimlerini iceren olas1 diizenleyici agin arastirilmasini amaglamaktadir. Bu
amagla, ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarinda ve tiimoral olmayan hiicre hatlarinda
circGPRC5A ve GPRC5A'nin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin deneysel
analizler gerceklestirilmistir. Ek olarak, circGPRCS5A ile etkilesebilecek aday
miRNA’lar1 6ngormek icin biyoinformatik analizler yapilmis olup, bu adaylar
GPRCS5A diizenlenmesinin molekiiller mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik

gelecekteki ¢alismalar icin temel olusturabilir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, genomda biriken zararli varyasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan genetik bir
hastaliktir. Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve boliinmesiyle (neoplazi) karakterize edilen
kotli huylu bir tiimorii ifade eder; bu hiicreler ¢cevre dokulara yayilma (invazyon) ile

birlikte viicudun uzak organlarina metastaz yapma yetenegine sahiptir (Tanig, 2012).

Kanser, ¢cok asamali bir silire¢ olan onkogenez aracilifiyla genler ile organizmanin
cevresi arasindaki etkilesimleri iceren molekiiler olaylar sonucunda meydana gelir. Bu
stirecte, kritik genlerdeki ardistk mutasyonlar ve/veya epimutasyonlar, hayati
diizenleyici yollar1 degistirerek hiicre metabolizmas1 ve davranisinda degisikliklere

yol acar (Diori Karidio ve ark., 2021).

Bir hiicrenin kotii huylu transformasyonu i¢in farkli genlerde en az 6 ila 7
mutasyonun birikmesi gerektigi, clinkii tek bir mutasyonun kanser olusumunu
tetiklemek igin yetersiz oldugu bilinmektedir. Bu siire¢ tek bir hiicrede baslar; hiicre
cogalmaya baslar, fonksiyonlarinda ilerleyici degisiklikler gosterir ve komsu
hiicrelere gore hayatta kalma avantaj1 saglayan yeni degisiklikler kazanir. Bozulmus
cogalma kontroliine ek olarak, bu degisiklikler hiicreye sonsuz bir yasam siiresi,
komsu hiicrelerle degismis iletisim yetenegi ve sonunda bagisiklik sisteminden kagma

kabiliyeti kazandirir (Diori Karidio ve ark., 2021).

2.2. Kanser Alt Tipleri

Kanserler, hiicresel kokenlerine gore gesitli alt tiplere ayrilir. Insan tiimérlerinin en
yaygin olanlar1 epitel hiicrelerinden kaynaklanir ve “karsinom” olarak adlandirilir.
Epitel dis1 dokulardan kaynaklanan kétii huylu tiimorler ise ¢esitli farkl tiirleri igerir.
Sarkomlar, kemik, kas, yag, kan damarlar1 ve kikirdak gibi bag dokularindan tiireyen

timorlerdir (Weinberg, 2007).

Kan olusturan (hematopoietik) dokulardan, ozellikle bagisiklik sistemine ait

olanlardan kaynaklanan tiimorler arasinda; kanda ve kemik iliginde dolasan



olgunlagmamis beyaz kan hiicrelerinden (16kositler) gelisen losemiler, B ve T
lenfositlerden koken alip genellikle lenf diigimlerinde kat1 kitleler halinde bulunan
lenfomalar ve antikor salgilayan plazma hiicrelerinden kaynaklanip esas olarak kemik

iliginde biriken miyelomlar yer alir (Weinberg, 2007).

Ayrica, merkezi ve periferik sinir sisteminin ¢esitli bilesenlerinden koken alan
noroektodermal tlimorler adi verilen bir tiimér grubu da bulunmaktadir. Bu kategori,

gliomlar ve ndroblastomlar gibi tiimorleri icerir (Weinberg, 2007).

Kanser tiirleri, ayrica koken aldiklar1 organa gore de siniflandirilir. Diinya genelinde
en sik goriilen dort kanser tiirii meme, prostat akciger, ve kolorektal kanserleridir

(National Cancer Institute, 2025).

2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, karsinogenez siirecinin meme hiicrelerinde basladigi kétii huylu bir
hastaliktir (Akram ve ark., 2017). Bu hastalik hem erkekleri hem de kadinlar1 etkilese
de, kadinlarda goriilme sikligi ¢ok daha yiiksektir ve bu grup i¢inde vakalarin
yaklagik %99’unu olusturmaktadir (Akram ve ark., 2017; National Cancer Institute,
2025).

2.4. Memenin Anatomisi ve Onkogenezdeki Onemi

Meme, deriye ait yiliksek derecede Ozellesmis yardimci bezler olup, toraksin 6n
boliimiinde ikinci ve altinc1 kaburgalar arasinda, pektoralis kaslarinin {izerinde yer alir
(Gupta ve Goyal, 2022). Memenin en dis tabakasi, meme basi—areola kompleksini de
iceren deridir. Derinin hemen altinda, yilizeyel fasya bulunur; bu bag dokusu tabakasi,
pektoralis major kasin1 Orten derin fasyayla birlikte meme bezini gevreleyerek

memenin tabanini olusturur (McGuire, 2016).

Memenin i¢ kisminda, glandiiler epitel doku, fibroz stroma ve yag dokusundan olusan
meme parankimi bulunur (McGuire, 2016). Glandiiler epitel bileseni, toplam meme
hacminin yaklasik %10—15"ini olusturan 15 ila 20 lobdan meydana gelir. Her bir lob,

asini ad1 verilen, meme bezinin en kiiclik fonksiyonel birimlerinden olusan lobiillere



ayrilir. Bu asiniler, laktasyon sirasinda siit iiretiminden sorumlu sekretuar epitel
hiicreleri tarafindan olusturulur. Asinilerde iiretilen siit, terminal kanallara bosalir; bu
kanallar birleserek daha biiylik siit kanallarin1 ve nihayetinde laktifer6z kanallari
olusturur. Her bir laktiferdz kanal, ait oldugu lobdan ¢ikar ve meme ucunda sonlanir

(Gupta ve Goyal, 2022) (Sekil 2.1).

Kaburga Yiizeyel fasya

. . Lobiiller
Pektoralis major.
Alveol/kanal

Gogls lobu

Lactiferous Siniis

Basi-areola
kompleks

Derin fasya

Lactiferous kanal
Yag dokusu

Stroma

Sekil 2.1. Memenin Bilesenleri (McGuire, 2016’dan alinmistir)

Terminal bir kanal ile ona bagli lobiilden olusan yapiya terminal kanal-lobiil birimi
(Terminal Duct Lobular Unit, Ingilizce kisaltmastyla TDLU) ad1 verilir ve bu yapu,
cogu meme karsinomunun baslangi¢c noktasidir (Gupta ve Goyal, 2022). Kanallar,
epitel hiicreleriyle doselidir; bu hiicreler, siitii ileriye iterek kanallar aracilifiyla
taginmasini saglayan miyoepitelyal hiicreler tarafindan cevrelenmistir. Tiim yapz,
stirekli bir bazal membran ile sarilmistir. In situ karsinom, kanallar i¢inde sinirlidir ve
bu bazal membran1 ge¢cmez; membran ihlal edildiginde lezyon, invaziv karsinom

olarak siiflandirilir (McGuire, 2016).



Kanallar, meme basi—areola kompleksinin altinda genisleyerek laktiferdz siniisleri
olusturur ve ardindan meme ucundan 10 ila 15 aciklik aracilifiyla disar1 agilir. Meme
kanseri tipik olarak meme basi—areola kompleksinden kaynaklanmamakla birlikte,
hastaligin ileri evrelerinde bu bolgede meme basi ¢ekilmesi gibi klinik belirtiler

ortaya ¢ikabilir (Gupta ve Goyal, 2022; McGuire, 2016).

Memenin fibréz stromasi, loblara yapisal destek saglayan bag dokusu bantlar1 olan
Cooper baglarin1 icerir. Kanser bu baglara infiltre oldugunda, iizerindeki deride
¢okiintii ya da ¢ekilme gibi gorsel degisikliklere yol agabilir (Gupta ve Goyal, 2022).
Memenin geri kalan kismi1 yag dokusundan olusur; bu doku, primer kanser gelisim

yeri olmamakla birlikte, ileri evre tiimorler tarafindan ikincil olarak istila edilebilir.

Memenin lenfatik sistemi, kanserin yayiliminda kritik bir rol oynar. Tiimor hiicreleri,
terminal kanal-lobiil birimlerinden kaynaklanan lenfatik damarlar aracilifiyla aksiller
lenf nodlarina ve sternuma yakin internal meme lenf nodlarina ulasarak yayilabilir. Bu
lenfatik yayilim, hem prognozun belirlenmesinde hem de tedavi stratejilerinin

planlanmasinda énemli bir faktordiir (Gupta ve Goyal, 2022).

Son olarak, memenin iist dig kadrani, en yogun epitel dokuya sahip olup, bu nedenle
hem iyi huylu hem de kotli huylu timoérlerin en sik goriildigi bolgedir (McGuire,
2016).

2.5. Meme Kanserinin Siniflandirmasi

Giinlimiizde, meme kanseri vakalarinin daha hedefe yonelik tedavilerle yonetilmesi ve
hastalik prognozunun iyilestirilmesi amaciyla gesitli klinik, patolojik ve molekiiler

siiflandirma yontemleri kullanilmaktadir.

2.5.1. Evreleme (Staging)

Evreleme, kanserin viicut i¢indeki yayilimmi TNM sistemi ile tanimlar. Bu sistemde
T, primer tiimoriin boyutunu; N, bolgesel lenf nodu tutulumunu; M ise uzak metastaz

varligini ifade eder (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).



2.5.2. Histolojik Alt Tipler

Histolojik smiflandirma, tiimér hiicrelerinin bilyiime paternine dayanmaktadir. lyi
huylu epitelyal proliferasyonlar ve bunlarin onciilleri, papillifer tiimdrler ile in situ ve
invaziv formlar da dahil olmak tizere 20’den fazla farkli histolojik tip tanimlanmistir

(Tsang ve Tse, 2019; Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

Noninvaziv lezyonlar arasinda, duktal karsinoma in situ (Ductal Carcinoma in situ,
DCIS), cevre stromaya invazyon gostermeyen neoplastik meme epiteli hiicrelerinin
proliferasyonu, ve TDLU’de smirli kalan neoplastik hiicrelerin invaziv olmayan
proliferasyonu ile karakterize lobiiler karsinoma in sifu (Lobular Carcinoma in situ,
LCIS) yer almaktadir. LCIS artik kotii huylu bir lezyon olarak simiflandirilmamakla
birlikte, énemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Chaturvedi ve Sirohi,

2022).

Ote yandan, invaziv meme karsinomlar: arasinda en yaygin olani, tiim invaziv meme
kanserlerinin %70-80’ini olusturan, 6zel bir morfolojik 6zellik gdstermeyen invaziv
duktal karsinomdur (Invasive Ductal Carcinoma- No Special Type, IDC-NST). Bu
timorler belirli histolojik alt tiplerle uyumlu 6zgiin morfolojik o6zelliklere sahip
degildir, bu nedenle karisik paternler iceren vakalar da bu kategoriye dahil edilir
(Chaturvedi ve Sirohi, 2022). Bunu, yaklasik %10 oraninda goriilen invaziv lobiiler
karsinom (Invasive Lobular Carcinoma, ILC) takip eder. Daha nadir goriilen diger alt
tipler arasinda miisindz, papillifer, mediiller ve tiibiiler karsinomlar bulunmaktadir

(Tsang ve Tse, 2019).
2.5.3. Derecelendirme (Grading)

Tiimor derecesi, kanser hiicrelerinin normal meme hiicrelerine ne dlgiide benzedigini
ve biliyime hizlarin1t tanimlar. Bu, Nottingham derecelendirme sistemi ile
degerlendirilir. Bu sistem; tiibiil olusumu, niikleer pleomorfizm (¢ekirdek boyutu ve
sekli varyasyonu) ve mitotik indeks gibi ii¢ kriter iizerinden tiimérlere puan
verilmesini igerir. Buna gore tiimorler: 1. derece veya diisiik dereceli (iyi diferansiye),
2. derece veya orta dereceli (orta diferansiye) ve 3. derece veya yiiksek dereceli (kotii

diferansiye) olarak siniflandirilir (Tsang ve Tse, 2019; Chaturvedi ve Sirohi, 2022).



2.5.4. Iimmiinfenotipik Profil

Tim meme kanseri vakalarinda, Ostrojen reseptorleri (estrogen receptor, ER),
progesteron reseptorleri (progesterone receptor, PR) ve insan epidermal biiylime
faktorii reseptorii 2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER?2)
ekspresyonlar1 degerlendirilir (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

ER ve PR, hem normal hem de neoplastik meme epitelinin biiylimesini tesvik eden
niikleer steroid reseptdrleridir. ilgili hormonlarla baglandiklarinda aktive olarak
cekirdekte DNA ile etkilesir ve hiicre ¢ogalmasi ile hayatta kalma gibi siirecleri
diizenleyen genlerin ekspresyonunu kontrol ederler (Lale Dogan, 2016). ER ve PR
pozitifligi, bu reseptorlere baglanan spesifik antikorlarla yapilan immiinohistokimya

ile belirlenir (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

HER?2 ise, hiicre dis1 ligandlarla aktive oldugunda PI3K/Akt ve Ras/Raf/MEK/MAPK
gibi hiicre biiylimesi, hayatta kalma ve proliferasyonla ilgili sinyal yollarin1 baslatir.
Bu reseptorlerdeki yapisal bozukluklar, konstitutif aktivasyona ve bdylece onkojenik
sinyallemeye yol acar (Lale Dogan, 2016). HER2 durumu, immiinohistokimya ve
Floresan Yerinde Hibridizasyon (Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) teknikleri
ile belirlenir (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

ER, PR ve HER2, hem prognostik belirtegcler hem de hormonal ve anti-HER2
tedavilerine yonelik Ongoriicii faktorlerdir. ER ve/veya PR pozitif tiimorler
(yaklasik %75), genellikle daha az agresif olup hormon tedavisine iyi yanit verir.
Meme kanserlerinin yaklasik %15°1 HER2 asir1 ifadesine sahiptir; bu tiimorler daha
agresif olsalar da hedefe yonelik tedavilere iyi yanmit verebilir. Ug belirteci de
ekspresyon gostermeyen tiimorler ise li¢li negatif meme kanseri (triple-negative
breast cancer, TNBC) olarak siniflandirilir; bu alt tip, kotii prognoz ile iliskili olup
heniiz etkili hedefe yonelik tedaviler bulunmamaktadir (Tsang ve Tse, 2019).

2.5.5. Molekiiler/i¢sel Alt Tipler

Molekiiler siniflandirma, tiimorleri genetik ve gen ekspresyon profillerine gore

kategorize etmeye yonelik modern bir yaklagimdir. Klinik uygulamada bu



siniflandirma, ER, PR, HER2 ve Ki67 (hiicre proliferasyonunun biyobelirteci olan
niikleer protein) gibi belirtegler araciliiyla yaklasik olarak yapilir (Chaturvedi ve
Sirohi, 2022). Baslica alt tipler sunlardir:

Luminal A: ER ve/veya PR pozitif, HER2 negatif ve diisilk Ki67 ekspresyonuna
sahip tiimorlerdir. Yavas biiylir, hormon tedavisine yiiksek yanit verir ve prognozu

olumludur (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

Luminal B: ER pozitif, PR negatif veya pozitif, HER2 pozitif ya da negatif olabilir ve
yiiksek Ki67 ekspresyonuna sahiptir. Luminal A’ya gore daha agresiftir; hormon

tedavisinin yani sira kemoterapiden de fayda goriir (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

HER2-zengin: ER ve PR negatif, HER2 pozitif timérlerdir. Yiiksek proliferasyon
oranina sahiptir ve prognozu agresiftir; ancak anti-HER2 tedavilere iyi yanit verirler

(Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

Bazal-benzeri: Meme bezlerindeki bazal hiicrelerin gen ekspresyon profiline
benzerlik gosterir. ER, PR ve HER2 negatiftir; yani ii¢lii negatif meme kanseri
(TNBC) olarak siniflandirilir. Genellikle yiiksek derecelidir, hedefe yonelik tedavi
seceneklerinin olmamasi nedeniyle prognozu kotiidiir. Gen¢ kadinlarda ve BRCAI

mutasyonu tastyan bireylerde daha sik goriiliir (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

Normal-benzeri: Normal meme dokusunun gen ekspresyon profiline benzerlik

gosterir. Klinik 6nemi tam olarak anlasilmamistir (Chaturvedi ve Sirohi, 2022).

2.6. Risk Faktorleri ve Duyarhihk

Meme kanseri multifaktoriyel bir hastaliktir. ileri yas, erken menars, obezite,
hareketsiz yasam tarzi, gec¢ yasta gebelik ve menopoz gibi gesitli risk faktorleri,
karsinogenez siirecini tetikleyebilir. Ayrica, genetik temeli karmasiktir ve duyarlilik
kalitsal ve sporadik olmak f{izere iki gruba ayrilir. Bu da, ailede meme kanseri
Oykiisiiniin ve genetik degisikliklerin birikiminin, meme kanserine yakalanma

olasiligini 6nemli Slgiide artirdig1 anlamina gelir (Bayraktar ve Arun., 2019).



2.6.1. Meme Kanserinde Kalitsal Duyarhhk

Germ hatti mutasyonlari, tim meme kanseri vakalarinin %10’unu olusturur ve meme
kanseri duyarliligiyla iligkili bircok gen tanimlanmistir (Bayraktar ve Arun., 2019).
Kalitsal mutasyonlar, mutasyon riski ve sikligina gore {i¢ kategoriye ayrilir. Birinci
kategori, BRCAI, BRCA2, PTEN ve TP53 genlerinde goriilen yliksek penetransli ve
diisiik frekansli mutasyonlar1 icerir (Hirshfield, Rebbeck, & Levine, 2010). ikinci
kategori, orta derecede penetransa ve diisiik frekansa sahip olan CHEK2, ATM ve
PALB?2 gibi genleri igerir. Ugiincii kategori ise, FGFR2, MAP3KI ve TGFBI gibi
genlerdeki diisiik penetransli ve yiiksek frekansli mutasyonlar1 igerir (Hirshfield,

Rebbeck, & Levine, 2010).

BRCAI ve BRCA?2 genleri, kalitsal meme kanseri duyarliliginda en belirgin olanlardir
ve tlim kalitsal vakalarin yaklasik yarisindan sorumludur (Bayraktar ve Arun., 2019).
Bu genlerdeki mutasyonlar, DNA onarimi da dahil olmak {izere c¢esitli hiicresel
islevleri etkileyerek ek mutasyonlarin birikmesini ve kanser gelisimini kolaylastirir.
BRCAI veya BRCA2 mutasyonu tasiyan kadinlarin meme kanseri gelistirme riski
onemli dlgtlide yiiksektir (Bayraktar ve Arun., 2019).

2.6.2. Meme Kanserinde Somatik Genetik Degisiklikler

Kalitsal mutasyonlara ek olarak, somatik genetik degisiklikler bireyin yagami boyunca
hiicrelerinde edinilen degisikliklerdir. Bu degisiklikler arasinda nokta mutasyonlari,
delesyonlar, amplifikasyonlar, yeniden diizenlenmeler, translokasyonlar ve
duplikasyonlar yer alir (Lale Dogan, 2016). Bu baglamda, meme kanserinin
ilerlemesinde Onemli rol oynayan c¢esitli genetik anormallikler tanimlanmis ve
karakterize edilmistir. Bunlar arasinda HER2, Cyclin DI ve WIPI genlerinin
amplifikasyonlar1 ile PTEN ve TP53 genlerinin delesyonlar1 yer alir (Lale Dogan,
2016). Son yillarda, GPRC54 geni meme kanseri patolojisinde dnemli bir oyuncu

olarak one ¢ikmaktadir.
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2.7. GPRCS5A Geni ve Kanserdeki Rolii

G-protein-baglantili reseptor ailesi C, iiyesi 5, grup A (GPRC5A) ilk olarak 1998
yilinda Cheng ve arkadaslar1 tarafindan bir insan karsinom hiicre hattinda
tanimlanmistir. Retinoik asite yanit veren bir gen olarak karakterize edilmis, bazi bas
ve boyun yassi hiicreli karsinomu (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma,
HNSCC) ve kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri (Non-Small Cell Lung Cancer,
NSCLC) hiicre hatlarinda artmis ekspresyon gostermistir. Bu nedenle retinoik asit ile
indiiklenen gen 1 (Retinoic Acid-induced Gene 1, RAIGI1) olarak adlandirilmistir
(Cheng ve ark., 1998). Ayn1 zamanda retinoik asit-indiiklenebilir 3 (Retinoic Acid-
inducible 3, RAI3) olarak da bilinir.

GPRC54, 12p13.1 lokasyonunda yer alir ve 357 amino asitten olustugu dngoriilen bir
guanin niikleotid-baglayici protein (G protein)-baglantili reseptorii kodlar. Hesaplanan
molekiiler agirligr 40.256 Da’dir. Protein, GPCR reseptdrlerinin ayirt edici 6zelligi
olan yedi alfa-sarmal transmembran bolgesi icerir (Cheng ve ark., 1998). Amino asit
dizilimine gore bu gen iiriinii, aile C GPCR’lerin RAIG]1 alt ailesine ait olan GPRCS5A,
GPRCS5B, GPRC5C ve GPRCSD reseptorleri ile gruplandirtlmistir. GPRCSA, ligandi
veya islevi bilinmediginden yetim GPCR reseptorii olarak siniflandirilmigtir

(Nagahata ve ark., 2005).

Cesitli calismalar, GPRC5A’nin akciger, karaciger, mide, meme ve kolon tiimorleri
dahil olmak iizere cesitli tiimorlerin gelisiminde rol oynadigini gostermistir. Bu

caligmalardan bazilar Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Insan akciger tiimorlerinde bu genin ekspresyon seviyesi diisiiktiir ve timor
baskilayic1 bir rol sergiler (Tao ve ark., 2007; Kadara ve ark., 2010). Akciger
kanserinin aksine, mide kanseri (Cheng ve ark., 2012), hepatoseliiler karsinom (Zheng
ve ark., 2014) ve kolorektal kanserde (Zhang ve ark., 2017) GPRC5A’nin asir1 ifadesi

bildirilmis ve bu durumlarda onkojenik bir rol oynadig1 gosterilmistir.

Meme kanseri agisindan ise manzara ¢esitlidir. Baz1 ¢alismalar GPRC5A’nin kanser
hiicre hatlarinda ve tiimorlerde diizensiz sekilde ifade edildigini gézlemlemis, bu da

genin kanser progresyonuna katilimini diisiindiirmektedir.
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Cizelge 2.1. insan kanserlerinde GPRC5A'nin diizensizligi (Jiang ve ark., 2018'den alinmistir)

BC: Meme kanseri; LC: Akciger kanseri; GC: Mide kanseri; NBE: Normal brong epiteli; COPD: Kronik obstriiktif akciger hastaligi; NSCLC: Kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri; OSCC: Oral skuaméz hiicreli karsinom; ICC: Intrahepatik kolanjiyokarsinom; CC: Kolon kanseri; CRC: Kolorektal kanser; HCC: Hepatoselliiler
karsinom; PDAC: Pankreatik duktal adenokarsinom; HNSCC: Bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom; qRT-PCR: Kantitatif ger¢cek zamanli PCR; CPA: Kanser

4!

profilleme dizisi; IHC: Immiinohistokimya; LC-MS/MS: Tandem kiitle spektrometrisi ile s1vi kromatografisi; WB: Western blot; DFS: Hastaliksiz sagkalim;

OS: Genel sagkalim

Calisma Yil Tiimor tipi Analiz edilen 6rnek tiirii/sayisi Yontemler Ekspresyon
Durumu
Nagahata, T. 2005 BC Analiz edilen 6rneklerin tiirii/sayisi qRT-PCR yiiksek
Tao, Q. 2007 LC 25 birincil BC dokusu qRT-PCR; Microarray diisiik
Dairkee, S. H. 2009 BC 18 ¢ift insan LC dokusu ve b}ElSlk normalo dOkl.llaI'; 186 LC dokusu ve 17 CPA: THC yiiksek
normal akciger dokusu ile mikroarray
Cheng, L. 2012 GC Eslesmis BC ve normal meme dokularindan 50 ¢ift cDNA; 147 invaziv Microarray; qRT-PCR diisiik
BC ve 44 normal meme dokusu
Fujimoto, J. 2012 NSCLC 25 eslestirilmis GC dokusu ve bitigik timdr olmayan dokular Microarray; qRT-PCR diigiik
. 31 NBE, 24 KOAH, kanserli 26 KOAH ve 474 NSCLC dokusu; 6 -
Liu, 8. L. 2013 0SCC NSCLC ve eslesmis normal akciger dokusu THC diigiik
Subrungruang, 1. 2013 ICC 60 birincil OSCC ve bitigik normal 6rnek ¢ifti Microarray; qRT-PCR yiiksek
Zougman, A. 2013 CcC 18 ICC ve eslesmis normal doku g¢ifti Microarray yiiksek
Kume, H. 2014 CRC 347 CC 6rnegi LC-MS/MS yiiksek
Lin, X. 2014 NSCLC 33 birincil CRC ve 16 kolon polipi IHC diisiik
Sokolenko, A. P. | 2014 BC 129 NSCLC ve bitisik normal doku ifti qRT-PCR BRCAI mutasyonu
orneklerinde diisiik
Zheng, J. 2014 HCC 17 BRCA1 mutasyonlu ve 94 BRCA1 mutasyonsuz BC dokusu qRT-PCR; WB; IHC yiiksek
Liu, H. 2016 GC 106 HCC qRT-PCR; WB; IHC yiiksek
Zhou, H. 2016 Pacr;rce:rtw 30 GC ve bitisik normal doku ¢ifti; 106 GC 6rnegi Microarray; IHC yiiksek
46 normal pankreas dokusu, 145 birincil pankreas timori ve 61 . .

Jahny, E. 2017 PDAC metastatik tiimor; 203 pankreas tiimdr 6rnegi Microarray yilksek
Liu, S. 2017 HNSCC 435 PDAC ve 209 kansersiz pankreas dokusu IHC diistik
Zhang, L. 2017 CRC 86 HNSCC ve bitisik normal doku g¢ifti qRT-PCR yiiksek




Nagahata ve ark. (2005), GPRC5A’nin meme tiimdrlerinde siklikla regiilasyonunun
arttigin1 ve Ozellikle cerrahi sonrasi 5 yil icinde hayatim1 kaybetmis hastalarda
ekspresyon seviyesinin anlamli derecede yliksek oldugunu gozlemlemistir. Ayrica,
RNAI yontemi ile endojen GPRCS5A bastirildiginda bu genin hiicre proliferasyonunda

hayati bir rol oynadig1 belirlenmistir.

Buna karsilik, daha sonraki ¢alismalar GPRC5A’nin meme kanseri hiicrelerinde tiimor
baskilayict rol oynadigimi ileri siirmiistiir. Yang ve ark. (2016), MDA-MB-231
hiicrelerinde GPRC5A’nin, hiicre proliferasyonu, hayatta kalma ve farklilagmasini
diizenleyen epidermal biliylime faktorii reseptoriinii (epidermal growth factor receptor,
EGFR) baskiladigin1 gozlemlemistir. GPRCS5SA susturuldugunda, EGF (epidermal
growth factor) ile uyarilmig EGFR aktivasyonu ve asagi yonlii sinyal yollar artmis; bu

durum koloni olusumu, hiicre biiylimesi, go¢ ve invazyon yetenegini artirmistir.

Bu calismayr destekleyen baska bir calismada, Yang ve ark. (2021), GPRC5A
ekspresyonunun kiiltiirlenmis meme kanseri hiicrelerinde epitel hiicrelere kiyasla
azaldigin1 ve GPRCS5A nin asir1 ekspresyonunun, hiicre i¢i yolaklar: aktive ederek hiicre
apoptozunu indiiklemek suretiyle tiimor biiytimesini baskiladigini gostermistir. Bu da

GPRC5A’nin koruyucu bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Rus niifusu tlizerinde yapilan bir c¢alismada GPRC5A4 geninde c.183delG olarak
adlandirilan bir germ hatti mutasyonunun tekrarlayan varligi tespit edilmistir. Bu alel,
BRCAI 5382insC mutasyonu tasiyan meme kanseri hastalarinda, BRCAI'i yabanil tip
olanlara gore on kat daha fazla goriilmiistiir. Bu mutant alelin tek basina meme
kanserine yatkinlik olusturmadigi, ancak BRCAI mutasyonu tasiyan bireylerde hastalik
duyarliligin1  degistirebilecegi One siiriilmiistiir; ¢linkii  BRCA1 ve GPRCSA
ekspresyonlart mRNA diizeyinde korelasyon gostermekte ve bu genlerin
transkripsiyonel diizeyde etkilesim i¢inde oldugu ortaya konmustur (Sokolenko ve ark.,

2014).
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2.8. GPRCS5A Ekspresyonunun Regiilasyonu

GPCR’ler birgok sinyal iletim yolunu aktive eder ve bu nedenle hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasi gibi fizyolojik ve patolojik siire¢lerin diizenlenmesinde temel rol oynar.
Bu nedenle, diizenleyici mekanizmalar1 cesitlidir ve ligand mevcudiyeti, diger
diizenleyici proteinlerle etkilesim ve gen ekspresyonunun modiilasyonu gibi bir¢cok

faktore baghdir (Jiang ve ark., 2018).

2.9. GPRC5A’nin Transkripsiyonel Diizenlemesi

GPRC5A4 1icin gesitli diizenleyici mekanizmalar tanimlanmistir. Bunlardan en ¢ok
calisilani, genin RAIGI olarak adlandirilmasina neden olan retinoik aside yanitidir
(Jiang ve ark., 2018). A vitamini tlirevi olan retinoik asit, gen ekspresyonunu dogrudan
indiikler. Bu mekanizma, retinoik asit reseptorii (RAR) ve retinoid X reseptorii (RXR)
ad1 verilen niikleer reseptorler araciligiyla gergeklesir. Bu reseptdrler, genin promotor
bolgesinde bulunan DRSIII yanit elementine baglanir. Retinoik asit yokken RAR/RXR
heterodimeri transkripsiyon baskilayicis1 gibi davranirken, retinoik asit baglandiginda

kompleks dagilir ve transkripsiyon baslar (Ye ve ark., 2009).

GPRC54, ayn1 zamanda siklik adenozin monofosfat (cyclic adenosine monophosphate,
cAMP) sinyallemesi ile de transkripsiyonel olarak indiiklenir. Ciinkii genin
transkripsiyon baslangic bolgesine yakin bir cAMP-yanit element (cAMP-responsive
element, CRE) motifi bulunur. GPRC54 nin, cAMP seviyelerindeki artiga bagh olarak
regiilasyonunun artmasi, insan aort diiz kas hiicrelerinde retinoik asitle sinerjik bir

sekilde dahi gézlemlenmistir (Hirano ve ark., 2006).

Ek olarak, Wu ve ark. (2005), GPRC5A’nin tiimor baskilayici islevi olan bir
transkripsiyon faktorii olan p53’iin transkripsiyonel hedefi oldugunu belirlemistir.
Calismalarinda, GPRC5A ekspresyonunun, p53°iin geninin 5’ bdlgesine spesifik olarak
baglanmasiyla diizenlendigi ve bu bolgede dort farkli p53 baglanma dizisi tespit edildigi
gosterilmistir. Sonug olarak, p5S3 GPRC5A’y1 baskilayan bir faktor gibi davranmakta ve

ekspresyonunu sinirlamaktadir. Ancak, 6strojen reseptorii-negatif ve siklikla mutant p53
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iceren meme kanseri hiicrelerinde GPRCS5A asir1 ifade edilirken; yabanil tip p53 iceren

Ostrojen reseptorii-pozitif hiicrelerde ekspresyon seviyesi diisiiktir.

2.10. GPRC5A’nin Transkripsiyon Sonrasi Diizenlemesi

Transkripsiyon sonrasi diizenleme agisindan, mevcut bilgi sinirlidir. Ancak, molekiiler
biyoloji tekniklerindeki ilerlemelerle birlikte cesitli mekanizmalar aydmnlatilmistir

(Jiang ve ark., 2018).
2.10.1. GPRC5A'min RNA baglayici proteinler tarafindan diizenlenmesi

Zhou ve ark. (2016), pankreas kanseri hiicrelerinde yaptiklari deneylerle, GPRC5A'min
ELAV-benzeri protein 1 (ayn1 zamanda insan antijeni R veya HuR olarak da bilinir) adl1
RNA baglayici protein tarafindan diizenlendigini gostermistir. Gemcitabin (bir
kemoterapi ilac1) diisiik konsantrasyonlarinda, HuR'un GPRC5A mRNA'sinin 3'-UTR
bolgesine baglanarak mRNA'nin stabilitesini artirdigi ve bdylece protein seviyelerini
yiikselttigi goézlemlenmistir. GPRC5A veya HuR'un inhibisyonu, pankreas kanseri
hiicrelerini gemcitabine karst daha duyarli hale getirmistir; bu da bu molekiillerin

kemoterapi direncini artirmadaki rollerini vurgulamaktadir.

Bunun 6tesinde, molekiiler biyolojideki son gelismeler, GPRC5A ekspresyonunun
yalnizca proteinler tarafindan degil, ayn1 zamanda kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar)

tarafindan da biiytik 6l¢iide diizenlendigini ortaya koymustur.
2.10.2. Kodlamayan RNA'lar ve GPRC5A'nin diizenleyicileri olarak rolleri

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar), proteinlere ¢evrilmeyen transkripsiyonel iirtinlerdir
ve ¢esitli biyogenez, boyut, sekil ve fonksiyon spektrumuna sahiptirler (Chen & Kim,
2024). Insan genomunun yaklastk %7571 RNA'ya transkribe edilirken, sadece
yaklasik %2'si protein kodlayan mRNA'ya transkribe edilir; bu nedenle, geri kalan
kismi1 kodlamayan RNA'lardan olusur (Yan & Bu, 2021).

Kodlamayan RNA'lar, ceviri silirecine dahil olan transfer RNA'lar (tRNA'lar) ve
ribozomal RNA'lar (rRNA'lar) gibi uzun siiredir bilinen RNA siniflarini, ekleme
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olaylarinda goérev alan kiiglik niikleer RNA'lar1 (snRNA'lar) ve diger kiiciik RNA'larin
modifikasyonunda yer alan kii¢iik niikleolar RNA'lar1 (snoRNA'lar) igerir (Hombach &
Kretz, 2016). Ayrica, birka¢ kisa ve uzun diizenleyici kodlamayan RNA sinifi
kesfedilmistir. Bunlar arasinda piwi ile etkilesen RNA'lar (piRNA'lar), kiiciik Cajal
cisimcigi-spesifik RNA'lar (scaRNA'lar), tekrar ile iliskili kiiciik girisimci RNA'lar
(rasiRNA'lar), transfer RNA-tiirevli stresle indiiklenen kiicik RNA'lar (tiRNA'lar),
mikroRNA'lar (miRNA'lar), kiigiik girisimci RNA'lar (siRNA'lar), uzun kodlamayan
RNA'lar (IncRNA'lar) ve dairesel RNA'lar (circRNA'lar) bulunmaktadir (Sekil 2.2)
(Hombach & Kretz, 2016; Brandenburger ve ark., 2018).

Transkriptom

I [ ) Niikleus/sitoplazma

l ¢ F | Sadece niikleus
Kodlayan Kodlamayan

~2% ~98%

J l Kiigiik kodlamayan RNA Uzun kodlamayan RNA

(mANA)  [ANA ]  [(snANA ) (miRNA | [IncRNA ) (circRNA)

[snoFlNA) [ siRNA )

(rasiRNA ) ( piRNA )
(scaRNA ) [ tiRNA )

Protein sentezi Gen ekspresyonunun diizenlenmesi

Sekil 2.2. RNA molekiillerinin molekiiler boyut, sekil, fonksiyon ve lokalizasyona gore
siiflandirilmasi (Brandenburger ve ark., 2018'den alinmustir).

Kodlamayan RNA'lar, RNA olgunlagmasi, transkripsiyonun diizenlenmesi, kromatin
yeniden sekillenmesi ve transkripsiyon sonrasi RNA modifikasyonlar1 gibi ¢esitli
siireglerde rol oynarlar (Panni ve ark., 2020). Ozellikle, bircok kodlamayan RNA'nin

anormal ekspresyonu, agresif patolojilerle iliskilendirilmistir (Panni ve ark., 2020).

Kodlamayan RNA'larin c¢esitli patolojilerin gelisimindeki diizensizliginin iyi bilinen
rolii goz Oniine alindiginda, kanser alaninda kapsamli arastirmalar yapilmistir. GPRCSA,
kodlamayan RNA'larin diizenleyici mekanizmalarinin ¢esitli kanser tiirlerinde
incelendigi genlerden biridir. Bunlar arasinda, miRNA'lar ve circRNA'lar, en kapsamli

sekilde incelenen molekiiller olarak 6ne ¢ikmuistir.
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2.11. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar, yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda olan kiigiik, kodlamayan
RNA’lardir ve protein kodlayan genlerin mRNAlar1 ile esleserek gen ekspresyonunun
post-transkripsiyonel diizeyde diizenlenmesine katilirlar (Felekkis ve ark., 2010). Baz
eslesmesine dayanan bu diizenleyici mekanizma, miRNA’nin 5’ tohum dizisi olarak
bilinen bolgesini kullanir ve bu bolge, cesitli hedef mRNA’lar1 taniyarak onlarin

baskilanmasini saglar (Komatsu ve ark., 2023).

LncRNA’lar biyosentezinden farkli olarak, ki bu siire¢ transkripsiyon ve RNA
olgunlagmasi i¢in ortak hiicresel mekanizmalara baglidir, miRNA biyogenezi, taniml
transkripsiyon birimlerinden kiigiik diizenleyici RNA’lar1 olusturan 6zgiil niikleazlardan

olusan bir grup tarafindan gerceklestirilir (Leitdo ve ark., 2022).

2.11.1. MikroRNA biyogenezinin mekanizmalari

MikroRNA’lar, miRNA iiretim bilgilerini igeren 6zgiill DNA bolgelerinin g¢ekirdekte
transkripsiyonu ile baslayan bir dizi islemle islenirler. Bu bdlgeler, kodlayan ve
kodlamayan genlerin yani sira intergenik alanlar1 da igerebilir (Leitdo ve ark., 2022).
Transkripsiyon birimleri RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir ve ortaya ¢ikan
transkriptler, primer miRNA (pri-miRNA) olarak bilinen karakteristik sa¢ tokasi
(hairpin) yapilar olusturacak sekilde kendi tlizerine katlanir (Bartel, 2009; Leitdo ve ark.,
2022). Pri-miRNA i¢indeki sa¢ tokasi yapisi, endoniikleaz DROSHA ve yardimci
proteini DGCR8’ten olusan Mikroislemci (Microprocessor) kompleksi tarafindan
taninir ve kesilir (Gregory ve ark., 2004). Bu kesim islemi, sa¢ tokasi seklindeki onciil
miRNA’y1 (pre-miRNA) olusturur ve bu yap1 daha sonra tasiyici protein Exportin-5
(XPOS5) araciligryla niikleer porlardan sitoplazmaya tasinir (Komatsu ve ark., 2023).
Sitoplazmada, pre-miRNA’lar endoniikleaz DICER ve yardimci proteini TRBP
tarafindan daha fazla islenerek ¢ift sarmalli RNA dupleksi olusturur (Bofill-De Ros ve
ark., 2024). Bu miRNA dupleksi daha sonra Argonaute (AGO) proteinlerine yiiklenir.
Yiiklendikten sonra, yalnizca bir iplik (rehber iplik olarak adlandirilir) komplekste
tutulurken, diger iplik (yolcu iplik olarak adlandirilir) kompleks disina birakilir ve
yikima ugrar (Medley ve ark., 2021).

17



Rehber ipligin tutulmasi, 5" ucundaki niikleotid ile AGO proteinlerinin bir domeni
arasindaki etkilesimle saglanir ve bu ipligin se¢imi, 5" niikleotidinin dogas1 ile miRNA
dupleksinin iki ucundaki goreli termodinamik stabiliteye baglidir. Genellikle 5'-uridin
veya 5'-adenin ile baglayan ve 5’ ucu daha az stabil olan iplikler tercih edilir (Komatsu
ve ark., 2023). Duplekslerden ya 5’ ucuna yakin olan ya da 3' ucuna yakin olan ipligin
secilmesiyle sirastyla 5p ve 3p miRNA’lar olusur. Bu siire¢, olgun bir miRNA’nin ve
AGO-miRNA kompleksinin, yani miRNA kaynakli susturma kompleksinin (miRISC)
olusumuyla sonuglanir ($ekil 2.3) (Bofill-De Ros ve ark., 2024).

jL
l Exportin5
DGCR8 1 @
\ —_— —_—
Drosha
o = ) ’
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Sekil 2.3. MiRNA biyogenez yolunun sematik gosterimi (Leitdo ve ark., 2021'den
alinmustir)

2.11.2. MiRNA’larin hedef etkilesimi ve diizenleyici fonksiyonu

Olgun miRNA, RISC kompleksinin i¢inde, “tohum (seed) dizisi” araciligiyla miRNA
yanit elemanlar1 (MRE’ler) iceren hedef mRNA’lara baglanir; bu tohum dizisi, olgun
miRNA’nin 2-8 niikleotidlerini icerir (Sekil 2.4). Hedef tanima i¢in bdyle kisa tohum
dizilerine dayanildigindan, bir miRNA birden fazla geni diizenleyebilir ve tam tersi

olarak, bir gen birden fazla miRNA tarafindan hedef alinabilir. Ozellikle, mRNA’larin
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3'-transle olmayan bdlgeleri (3'-UTR’ler) genellikle birden fazla miRNA baglanma
bolgesi igerir ve c¢ogu etkilesim bu bolgede meydana gelir; ancak miRNA-hedef

etkilesimleri, transkriptin tamami {izerinde de tespit edilebilir (Komatsu ve ark., 2023).

Ayrica, RNA topolojisi miRNA aracili diizenlemenin etkinligini etkileyebilir, ¢iinkii
bireysel miRNA baglanma bolgeleri, igsel RNA yapilar1 veya RNA baglayici proteinler
tarafindan maskelenebilir. Sonu¢ olarak, miRISC kompleksi, miRNA-hedef baz
ciftlesme etkilesiminin yapisal yeniden diizenlemeleri tarafindan yonlendirilen yapisal

degisiklikler gecirebilir (Bofill-De Ros ve ark., 2024).

Bundan sonra, triniikleotid tekrar iceren gen 6 protein ailesi (Trinucleotide Repeat-
Containing 6, TNRC6), AGO’nun bir domenine baglanarak, poly(A)-niikleaz (PAN) ve
CCR4-NOT kompleksini ¢ekerek mRNA’nin poly(A) kuyrugunun kisalmasini tesvik
eder. Bu durum mRNA’nin kararsizlagsmasina ve 5’ uctan degradasyonuna yol agar.
TNRC6 ayrica, translayon baglatma faktorii eIF4E ile etkileserek translasyon
baslatmasini engelleyen DDX6 gibi diger proteinlerin alimina da katkida bulunur,

boylece hedef baskilamay1 daha da artirir (Bofill-De Ros ve ark., 2024).

Bu sekilde, miRNA'lar mRNA'y1 parcalayarak veya translasyonu baskilayarak kanser
dahil cesitli patolojileri diizenler (Yan & Bu, 2021).

2.11.3. MiRNA’lar ile GPRCS5A'nin diizenlenmesi ve kanserle iliskisi

Son yillarda, birkag miRNA'nin GPRCS5A geninin 6nemli post-transkripsiyonel
diizenleyicileri olarak tanimlandigi belirlenmistir. Ayrica, bu miRNA'larin ekspresyon
diizeylerindeki degisikliklerin, GPRCS5A'min tiimdr baskilayict veya onkogenik
fonksiyonunu farkli dokularda etkileyerek kanserli patolojilerin gelisimi ve ilerlemesine

katki sagladigi belirlenmistir (Jiang ve ark., 2018).

Pankreas kanseri hiicre hatlarinda, miR-103a-3p, GPRC5A mRNA ve protein
ekspresyon diizeylerini diigiirerek bu miRNA tarafindan yapilan post-transkripsiyonel
diizenlemeye dair ilk ipuglarini sunmustur (Zhou ve Rigoutsos, 2014). Diger bir

calismada, miR-204'in mide kanserinde diisiik ifade gdsterdigi ve asir1 ekspresyonunun
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mide kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigi ve GPRC5A ekspresyonunu
baskiladigr bulunmustur. Bu, miR-204’{in potansiyel bir tiimor baskilayici olarak islev

gordiigiinii 6ne stirmektedir (Shrestha ve ark., 2018).
TNRC6 @
AGQ ——=

Tamamlayic:

Seed mirRNA . eslestirme

Sekil 2.4. MiRNA: Hedef tanima (Bofill-De Ros ve ark., 2024'ten alinmistir)

Ayrica, Liang ve ark. (2019), mide kanserinde miR-195'in diisiik ekspresyonunu tespit
etmis ve diisiik ekspresyonun kotii klinik sonuglarla iligkili oldugunu belirtmistir;
ozellikle ileri TNM asamalarindaki hastalar, kotii hiicre farklilagmasi ve lenf nodu
metastazlar1 gostermistir. Bu bulgular, miR-195'in mide kanserinde bir tiimor

baskilayici olarak islev gosterebilecegini belirtmektedir.

Bu miRNA’lar tarafindan GPRC54’nin dogrudan diizenlenmesinin 6tesinde, bahsedilen
son aragtirma, miRNA aktivitesinin ana diizenleyicileri olan circRNA’lar1 igeren ek bir
epigenetik diizenleme katmanini dahil etmistir ve bu durum, dolayisiyla GPRC5A'nin

post-transkripsiyonel kontroliinii etkilemektedir (Liang ve ark., 2019).
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2.12. Dairesel RNA’lar

Dairesel RNA’lar (circRNA), serbest 3’ veya 5’ uglar1 ve poliadenile kuyruklar
bulunmayan, kovalent olarak kapali siirekli bir halkadan olusan, uzun, kodlama
yapmayan, tek sarmalli RNA molekiilleridir. 3’ ve 5" u¢larinin birlestirilmesi sonucu 5'—
3’ polaritesi ortadan kalkar (Eger ve ark., 2018). Bu kovalent olarak kapali yapilari
sayesinde, circRNA’lar sitoplazmada son derece kararlidir. 5 CAP ve 3’ poli-A
kuyruklarinin olmamasi, onlar1 3'-5" ekzoniikleaz aktivitesine sahip ve neredeyse tiim
lineer RNA tiirlerini etkili bir sekilde parcalayan RNase R enzimine karst direncli hale
getirir (Meng ve ark., 2017). Ayrica, lineer RNAlara kiyasla 48 saatten fazla yar1 6mre
sahip olup, dokuya 6zgii ekspresyon paternleri sergilemektedirler (Xia ver ark., 2017;
Mehta ve ark., 2020).

2.12.1. Dairesel RNA’larin tarihsel gelisimi

Dairesel RNA’larin 6nemli biyolojik roller iistlenen ve c¢esitli fenotiplerle iliskili
molekiiller olarak kesfi ve tanimlanmasi yaklasik 50 yillik bir siireci kapsamaktadir
(Sekil 2.5). Tek sarmalli RNA molekiillerinin dairesellesmesi ilk kez 1976 yilinda,
Sanger ve c¢alisma arkadaslarimin bitkilerde kovalent olarak kapali yapilar halinde
bulunan viroidlerin varligini bildirmesiyle tanimlanmistir; bu durum dairesel RNA’larin
bilinen ilk Ornegini olusturur (Sanger ve ark., 1976). Birka¢ yil sonra, elektron
mikroskobu ile HeLa okaryotik hiicrelerinde benzer yapilar gdézlemlenmis, ancak
kokenleri ve islevleri heniiz tanimlanamamistir (Hsu ve ark., 1979). Ayrica hepatit delta
viriisiiniin (HDV) dairesel tek sarmalli RNA genomu gibi farkli tiirlerde baska dairesel
RNA tipleri de tanimlanmistir (Kos ve ark., 1986). Ancak uzun yillar boyunca,
circRNA’larin esas olarak hatali kesilme (splicing) olaylarmin, transkripsiyonel
giiriiltiilerin veya gen yeniden diizenlenmelerinin yan {riinleri oldugu diisiiniilmiistiir.
Bu nedenle islevsel olmayan “gereksiz” RNA olarak kabul edilmislerdir (Kristensen ve

ark., 2019).

1991 yilinda, insanlarda DCC genine ait transkriptlerin kanonik lineer dizilerle
karsilastirildiginda karisik diziler igermesi, bu fenomenin dairesel RNA olusumuyla

iligkilendirilmesine yol agmistir (Kristensen ve ark., 2019).
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Sekil 2.5. circRNA’larin kesfi, aragtirilmasi ve gelisimine dair zaman ¢izelgesi
(Pisignano ve ark., 2023’ten alinmistir).

Bu anormal kesilme olayina dair onerilen mekanizma, 6nciil mRNA’nin kivrilarak bir
halka yapist olusturmasini ve boylece ardisik olmayan ekzonlarin birlesmesini
icermektedir. Bazi durumlarda, bu birlesme sonucu dairesel bir RNA molekiilii
olusabilir (Nigro ve ark., 1991). Ayrica, Sry geni tarafindan kodlanan bir dairesel
RNA’nin, fare embriyogenezinde cinsiyet belirlemesinden sorumlu molekiil olarak
tanimlanmasi, dairesel RNA’larin organizmalarda islevsel roller iistlenebilecegi fikrini
daha da gili¢lendirmistir. Bu da dogrusal olmayan kesilmenin sadece izole bir hata degil,
diizenlenmis bir hiicresel mekanizmanin parg¢asi oldugunu gostermektedir (Nigro ve ark.,

1991; Capel ve ark., 1993).

Son yillarda transkriptomik teknolojilerinin, ozellikle circRNA’lara  ozgii
biyoinformatik araglarla birlikte yiiksek verimli RNA dizileme (RNA-seq) tekniklerinin,
gelismesiyle birlikte, dairesel RNA’larin daha iyi tanimlanmasi miimkiin olmustur
(Kristensen ve ark., 2019). Giinlimiizde, circRNA’larin mantarlar, protistler, bitkiler,
solucanlar, baliklar, bocekler ve memeliler dahil olmak iizere ¢esitli canli tiirlerinde
yaygin olarak bulundugu ve bircok potansiyel islev iistlendikleri gosterilmistir (Zhao ve

ark., 2022).
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2.12.2. Simiflandirma ve hiicresel lokalizasyon

Buna ek olarak, circRNA’lar kokenlerine gore {i¢ ana gruba ayrilabilir: yalnizca
ekzonlardan tiireyenler (ecircRNA’lar), yalnizca intronlardan tiireyenler (ciRNA’lar) ve
ekzon-intron kombinasyonlarindan tlireyenler (EICiRNA’lar) (Zhao ve ark., 2022;
Kristensen ve ark., 2019; Pandey ve ark., 2020).

Cogu dairesel RNA, ekzon kokenlidir ve yiiksek oranda korunmustur (Mehta ve ark.,
2020). Tek bir dairesel RNA’nin igerebilecegi ekzon sayisi bir ile bes arasinda
degisebilir; en yaygin olanlar1 iki veya ii¢ ekzon igerenlerdir. Bazi durumlarda, bu
ekzonlar arasinda bulunan intron bolgeleri dairesel yapinin i¢inde kismen veya tamamen

yer alabilir (Eger ve ark., 2018).

Ayrica, yalnizca ekzon kokenli dairesel RNA’lar (EcircRNA’lar) biiylik oOlglide
sitoplazmada bulunurken, intron kdkenli ve ekzon-intron dairesel RNA’lar (ciRNA’lar)

esas olarak cekirdekte tespit edilmistir (Zhao ve ark., 2022).
2.12.3. Dairesel RNA’larin biyogenezi

Normal fizyolojik kosullar altinda, bir protein kodlayan gen transkribe edildiginde
olusan oOnciil mRNA (pre-mRNA), intronlarin ¢ikarildigt ve bitisik ekzonlarin
birlestirilerek olgun bir mRNA olusturdugu kanonik bir ekleme islemine (splicing)
ugrar (Mehta ve ark., 2020). Buna karsilik, dairesel RNA’lar, transkriptin yeniden
diizenlenmesini iceren ve kovalent olarak kapali dairesel bir molekiil olusturan,
geleneksel lineer splicing isleminden farkli bir mekanizma ile iiretilir (Mehta ve ark.,

2020).
Kanonik RNA splicing

Pre-mRNA'larda ekzon-intron sinirlari, intronun 5’ ucunda bulunan 5° splicing bdlgesi
(verici) ve 3” ucunda bulunan 3’ splicing bolgesi (alic1) ile tanimlanir. Intronun 3 ucuna
yakin bir yerde dallanma noktas1 (branch point) ve onu izleyen bir polipirimidin dizisi
bulunur (Watson ve ark., 2008).

Intronun ¢ikarilmasi, ardisik iki transesterifikasyon reaksiyonu ile gergeklesir. ilk
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reaksiyon, dallanma noktasindaki korunan bir adenin niikleotidinin 2°-OH grubu
tarafindan baglatilir; bu grup niikleofilik olarak 5° splicing bdlgesindeki GU dizisine
saldirir. Bu, ekzon ile intron arasindaki fosfodiester bagini kirar. Serbest kalan intronun
5> ucu daha sonra dallanma noktasindaki adenine baglanarak yeni bir fosfodiester
bagiyla iiclii bir yap1 olusturur. ikinci reaksiyonda 5° ve 3’ ekzonlar birlesir ve intron

lariat yapisinda disar1 atilir (Sekil 2.6) (Watson ve ark., 2008).

5' ekzon intron 3 ekzon
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Sekil 2.6. Kanonik splicing islemi (Watson ve ark., 2008’den alinmistir)
Kanonik olmayan splicing: Backsplicing ve dairesel RNA olusumu

Dairesel RNA'lar, ayni transkript i¢cinde yer alan bir asag1 yonlii 3” ek-donor bolgesinin
yukar1 yonlii bir 5° ek-kabul bolgesiyle kovalent olarak baglandigi, backsplicing olarak
bilinen kanonik olmayan bir alternatif ekleme (splicing) bi¢cimi araciligiyla tiretilir (Eger
ve ark., 2018; Kristensen ve ark., 2019). Bu siire¢, genetik dizilimle karsilagtirildiginda
ekzonlarin ters ya da karisik bir sirayla diizenlenmesiyle sonug¢lanir (Eger ve ark., 2018).
Backsplicing, bir alternatif ekleme tiirii olarak kabul edilse de, dogrusal alternatif

eklemeden farkli bir molekiiler mekanizma ile isler (Kristensen ve ark., 2019).
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2.12.4. Dairesel RNA biyogenezinin mekanizmalari

Bugiine kadar geri-splicing’i baslatan {i¢ ana mekanizma tanimlanmistir: lariat-
yonelimli dairesellesme (ekzon atlama), intron eslesmesine dayali dairesellesme ve

RNA baglayici protein (RBP) aracili dairesellesme (Pisignano ve ark., 2023).
Lariat-yonelimli dairesellesme (ekzon atlama)

Pre-mRNA’lar klasik GU/AG alternatif splicing'e ugradiginda ve ekzon atlamasi
gergeklestiginde, atlanan ekzonlart ve intronlar1 igeren ara bir lariat yapisi ile eksik
ekzonlara sahip bir mRNA olusur (Pisignano ve ark., 2023). Bu lariatin olusumu geri-
splicing’e yol acabilir; intronlar ¢ikarildiktan sonra sadece ekzon igeren bir dairesel
RNA (ecircRNA) ya da ekzon ve intron i¢eren bir EICiRNA olusabilir (Kristensen ve
ark., 2019; Mehta ve ark., 2020).

Bu siire¢ ayrica intronik dairesel RNA’larin (ciRNA’lar) olusmasma da yol acabilir.
Lariat yapilart normalde debranching enzimi tarafindan dogrusal hale getirilip
parcgalanir; ancak, bazilar1 5’ splicing bolgesinde korunan bir GU-zengin motif ve 3’
ucta C-zengin bir motif igerdiginde, bu yap1 par¢alanmadan kalarak dairesel bir forma

gecebilir (Pisignano ve ark., 2023) (Sekil 2.7a).
intron eslesmesine dayali dairesellesme

Bu mekanizma, dairesellesecek ekzonlarin etrafindaki intronlarda bulunan tamamlayici
dizilerin, transkripte sa¢ tokasi benzeri RNA yapilar1 olusturmasini saglar (Zhao ve ark.,
2022). Bu yap1, 5’ verici ve 3’ alic1 bdlgelerini birbirine yaklastirarak geri-splicing’i
kolaylastirir ve bir ecircRNA olusur. Bu mekanizmaya dahil olan dizilere ters
tamamlayici eslesmeler (RCM’ler) denir ve Alu elementleri gibi diziler igerir (Pisignano
ve ark., 2023). Bu mekanizma 6zellikle ecircRNA olusumunda yaygindir (Zhao ve ark.,

2022) (Sekil 2.7b).
RNA baglayici brotein (RBP) aracili dairesellesme

Bazi kosullarda RNA baglayict proteinler (RBP’ler), dairesellesme siirecini

diizenleyebilir. RBP’ler, intronik dizilerdeki tanidiklar1 motiflere baglanarak splicing

25



bolgelerini yakinlastirir ve dairesel RNA olusumunu tesvik eder (Zhao ve ark., 2022).
Onemli 6rnekler arasinda Quaking (QKI) ve muscleblind (MBL/MBNLI) proteinleri
yer alir (Pisignano ve ark., 2023). Bu mekanizma, hem ecircRNA hem de EIciRNA
tiretiminde etkilidir (Pandey ve ark., 2020) (Sekil 2.7c).

Ayrica yakin zamanda intergenik dairesel RNA’larin varligi ortaya konmustur. Bu
RNA’lar, GT-AG ya da CT-AC splicing sinyalleriyle ¢evrelenmis intronik fragmanlarin
birlesmesiyle olusur. Ancak islevleri hakkinda sinirli bilgi mevcuttur (Pisignano ve ark.,

2023) (Sekil 2.7d).
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Sekil 2.7. circRNA'nin biyogenezine yol acan mekanizmalar (Pisignano ve ark.,
2023’ten alinmastir).

2.12.5. Dairesel RNA'larin (circRNA'lar) biyolojik fonksiyonlar:

Bircok dairesel RNA'nin biyolojik rolii heniiz net olmasa da, g¢esitli biyolojik
fonksiyonlar aydinlatilmis ve bunlar gen ekspresyonunun diizenlenmesinde anahtar
katilimcilar olarak tanmmmustir (Zhao ve ark., 2022). Yiksek verimli dizileme
teknolojilerinin gelismesi sayesinde, circRNA'larin mikroRNA (miRNA) siingerleri,
transkripsiyonel diizenleyiciler, protein tasima ve aktivite modiilatorleri, protein-protein
etkilesimlerinin kolaylastiricilart ve hatta protein kodlayan 6geler olarak islev gordiigii

kesfedilmistir.
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Dairesel RNA'lar miRNA siingerleri olarak

circRNA'larin en iyi belgelenmis fonksiyonlarindan biri, mikroRNA'lar1 siingere
cekerek endojen RNA'lar (ceRNA'lar) olarak rekabet etme yetenekleridir. CircRNA'lar,
miRNA'lar i¢in birden fazla baglanma sitesine sahip olup, bu molekiilleri hapsederek
hedef mRNA'lariyla baglanmalarini engeller ve bdylece transkripsiyon sonrasi gen
ekspresyonunu modiile eder (Zhao ve ark., 2022; Pandey ve ark, 2020) (Sekil 2.8).
MiRNA'lar1 siingere ¢ekerek, birka¢c circRNA'nin hiicre biiyiimesi, cogalmasi ve

diferansiyasyonu tizerinde modiilator etkiler yaptigi bulunmustur (Hansen ve ark., 2013).
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Sekil 2.8. Siingerleme miRNA'nin gen ifadesi lizerindeki circRNA etkisinin sematik
gosterimi (Panda, 2018’den alinmistir)

AAA

Transkripsiyonel diizenleme

Niikleusta  bulunan belirli  circRNA'lar, o6zellikle EIciRNA'lar, dogrudan
transkripsiyonel diizenlemeye katilabilir (Zhao ve ark., 2022; Pandey ve ark., 2020). Bu
circRNA'larin, RNA polimeraz II (Pol II) gibi transkripsiyonel makinelerle etkilesime

girerek, enzimleri promoter bolgelerde hipometilasyon indiiklemek ve bdylece gen
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ekspresyonunu aktive etmek i¢in ise koyulduklari, RNA-DNA hibrid yapilar1 (R-
doniisleri) olusturarak erken transkripsiyon sonlandirilmasit ve fonksiyonel olmayan
kismi izoformlarin olusmasi gibi mekanizmalarla belirlenmistir (Pisignano ve ark.,

2023).

Cevirme potansiyeli

Bazi circRNA'larin, Internal Ribosome Entry Sites (IRES) bulunmasi nedeniyle kismi
olarak proteinler veya peptitler halinde cevrilebilecegine dair artan kanitlar vardir
(Pandey ve ark., 2020; Yang ve ark., 2017) (Sekil 2.9a). Bu, AUG baslangi¢c kodonunun
varligiyla birlikte, ribozomlarin circRNA'nin segmentlerini, lineer RNA ¢evirisi igin
gereken 5’-CAP’dan bagimsiz olarak ¢evirmesine olanak tanir (Pandey ve ark., 2020).
Ayrica, IRES' taklit eden N6-metiladenosin (m6A) gibi modifikasyonlar, birden fazla
proteinle birlikte ¢eviriyi baslatabilir (Yang ve ark., 2017).

Protein etkilesimleri

CircRNA'lar, proteinlerle etkilesimleri yoluyla c¢esitli siiregler gerceklestirdigi
bildirilmistir, 06zellikle RNA baglayici proteinlere (RBP) baglanabilen motifler
tagidiklarinda (Zhao ve ark., 2022). Bu sekilde, protein silingeri olarak hareket
edebilirler ve dolayisiyla proteinlerin aktivitesini diizenleyebilir, protein fonksiyonunu
cekirdek ve sitoplazma arasinda translokasyon yaparak etkileyebilir, protein-protein
etkilesimlerini protein iskeletleri olarak islev gorerek kolaylastirabilirler (Nemeth ve
ark., 2024). CircRNA'lar ile proteinler arasindaki bazi etkilesimler Sekil 2.9b'de

orneklendirilmistir.

2.12.6. CircRNA’larin Uygulamalan

Antijenleri kodlayan mRNA dizilerinden olusan asilar, Ozellikle SARS-CoV-2
pandemisinin baglamasindan bu yana 6ne ¢ikan bir yaklagimdir. Bu asilar hizli tiretim
ve viral mutasyonlara uyum saglama gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Ancak,
mRNA asilarinin saklama ve tasima kosullari daha zordur ve potansiyel immiinojenik

yan etkiler olusturabilirler. Bu baglamda, dairesel RNA’lar (circRNA’lar) as1 gelistirme
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icin umut vaat eden adaylar olarak dikkat ¢ekmektedir. Lineer mRNA’lara kiyasla
circRNA’lar daha stabildir ve etkili protein sentezi i¢in daha diisiik miktarlarda
kullanilir, bu da toksisitelerini azaltir. Yakin zamanda, SARS-CoV-2’nin reseptor
baglanma boélgesini (RBD) kodlayan bir circRNA bazli as1 rapor edilmistir. Bu asi,
viriisii notralize edebilen gii¢lii ve uzun siireli bir bagisiklik yaniti indiiklemis ve oda
sicakliginda iki hafta saklandiktan sonra bile yiliksek termal stabilite ve ekspresyon

kapasitesi gostermistir (Zhao ve ark., 2022).
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Sekil 2.9. CircRNA'larin bazi iglevleri. Bunlar ¢eviri i¢in bir sablon olarak kullanilabilir
ve farkl siirecleri modiile etmek i¢in proteinlerle etkilesime girebilir (Nemeth ve ark.,
2024'ten alinmigtir)

Ayrica, circRNA’larin insan hastaliklarinda 6énemli rol oynayan bir¢ok sinyal yolunda
yer almalar1 nedeniyle, terapdtik molekiiller olarak potansiyelleri arastirilmakta ve
klinik denemelerde yer almaktadirlar (Verduci ve ark., 2021). CircRNA tasarimi ve
optimizasyonu i¢in dnemli ¢aligmalar yapilmistir. Vektor bazli ekspresyon sistemleri
(hem viral hem plazmit) hiicrelerde circRNA {iretimini indiiklemek icin kullanilmis
olup, genellikle giiclii promotorler veya dairesel eklenmeyi tesvik eden intronlar

eklenmistir (Zhao ve ark., 2022; Meganck ve ark., 2018). Buna karsilik, Litke ve ark.
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(2019) vektor kullanmayan, enzimler ve endojen hiicresel mekanizmalar1 kullanarak
RNA seviyesinde dogrudan dairesellesmeyi saglayan bir strateji gelistirmistir. Bu
calismalar uygun circRNA ekspresyonunu basarmis olsa da, ¢oziilmesi gereken teknik

zorluklar devam etmektedir (Verduci ve ark., 2021).

Bu asir1 ifade temelli yaklasimlar, kanserde onkojenik miRNA’lar1 hedef alarak gen
ekspresyon diizeylerini azalmakta ve boylece kanser gelisiminin engellenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Ayrica, bazi circRNA’larin asir1 ifadesi kanser gelisimine katkida
bulunabilecegi i¢in, bunlarin siRNA ile susturulmasi kanserde umut vaat eden terapdtik

hedefler olarak 6ne ¢ikmaktadir (Zhao ve ark., 2022; Verduci ve ark., 2021).

Son olarak, circRNA’larin stabilitesi ve doku 6zgiilliigli, bunlari klinik uygulamalar i¢in
ideal biyobelirtecler haline getirmektedir; ayrica, ger¢ek zamanli PCR gibi gorece basit
teknolojilerle kolayca tespit edilebilirler. Cok sayida calisma bu potansiyeli
desteklemekte olup, circRNA’lar prostat kanseri, mesane kanseri ve diger hastaliklarda
kandaki yiiksek bolluklar1 ve idrar 6rneklerinde bulunmalari nedeniyle umut vaat eden
biyobelirtegler olarak tanimlanmistir. Ayrica, belirli circRNA’larin ifade seviyeleri ile
timor derecesi, biiyiikliigli, metastaz ve lenf nodu tutulumu gibi klinik parametreler
arasinda iliskiler bildirilmis, bu da farkli insan hastaliklarinin ilerlemesinin

izlenmesinde biyobelirteg olarak potansiyellerini gostermektedir (Verduci ve ark., 2021).

2.12.7. Kanserde GPRCS5A’nin Diizenleyicileri Olarak CircRNA’lar

GPRC5A’nin dairesel RNA’lar tarafindan diizenlenmesi daha once mide kanseri,

kolorektal kanser ve mesane kanserinde incelenmistir.

Mide kanserinde circ_0000144 yiikselmis olup, miR-623 (azalmig) ve GPRC5A (artmis)
ile hedefli iliskisi dual-luciferase raporlayici ve RNA immunopresipitasyon testleriyle
dogrulanmistir. Ayrica, circ_0000144’{in susturulmast miR-623’y1 artirarak GPRC5SA
ekspresyonunu azaltmis ve mide kanseri progresyonunu engellemistir. Bu bulgular,

circRNA diizensizliginin mide kanserinde nedensel bir faktér oldugunu ve
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circ 0000144’in  hedeflenmesinin yeni bir terapotik yaklasim olabilecegini

gostermektedir (Mi ve ark., 2020).

Kolorektal kanserde circ 0007351’in miR-5195-3p/GPRC5A kaskad1 araciligiyla
kanser hiicre proliferasyonu, hareketliligi ve invazivitesini etkiledigi gdsterilmistir. Bu
circRNA’nin ifade seviyesi kanser dokularinda anlamli sekilde artmis ve azalisi
GPRC5A diizeylerini  diigiirmiistir. Buna karsin  miR-5195-3p inhibisyonu,
circ 0007351 susturulmasimin fenotipik etkilerini tersine ¢evirmistir. Bu da
circ_0007351’1in kolorektal kanserde potansiyel terapdtik degerini vurgulamaktadir (He
ve ark., 2024).

GPRC5A gen bolgesinden tiireyen ve giliniimiizde ilgi goren circRNA’lardan biri
circGPRC5A’dir. Gu ve ark. (2018) ile Chen ve ark. (2023) tarafindan mesane kanseri
ve kolorektal kanserde circGPRCS5A’nin regiilasyonunun arttigi bildirilmistir. Ancak,
sadece Gu ve ark. GPRC5A ile islevsel iligskiyi ortaya koymustur. Bu calismada
circGPRC5A’nin  GPRCS5SA proteinine baglanan bir peptit irettigi gosterilmistir.
GPRC5A eksik hiicrelerde circGPRCS5A asir1 ekspresyonu mesane kanseri kok hiicre
(cancer stem cell, CSCs) oranlarinda degisiklik yaratmamis, bu da circGPRC5A
islevinde GPRC5A’nin vazgegilmez oldugunu gostermistir. Boylece, circGPRCSA
peptit bagimli yolla mesane kanseri kok hiicrelerinin kendini yenilemesinde kritik bir

rol oynamaktadir (Gu ve ark., 2018).

Meme kanserinde, circRNF20, circZEB1 ve circASS1 gibi gesitli dairesel RNA’larin
(circRNA) diizensizligi bildirilmistir (Hou et al., 2019; Cao et al., 2020; Pei et al., 2020).
Ancak, simdiye kadar ozellikle circGPRC5A’nin meme kanserinde GPRC5A’y1

diizenleyici rolleri lizerine spesifik ¢aligmalar yapilmamastir.

Ayrica, circRNA’larin farkli kanser tiirlerinde farkli ekspresyon modelleri gosterdigi ve
kan, idrar, tiikiiriik gibi kolay erisilebilir biyolojik sivilarda tutarli olarak bulunmalari

nedeniyle, circGPRC5A klinik uygulamalar i¢in degerli bir potansiyele sahiptir.
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Bu nedenle, bu calisma meme kanseri hiicrelerinde circGPRC5A ve GPRCSA
ekspresyon seviyelerinin belirlenmesini ve bunlarin meme kanseri tanist veya
prognozunda yeni biyobelirtecler olarak potansiyellerinin degerlendirilmesini, ayrica
hastaligin post-transkripsiyonel diizenleyici mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina

katkida bulunmay1 amaglamaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Meme Hiicre Hatlar1

Kullanilan insan meme hiicre hatlar;, Bursa Uludag Universitesi Molekiiler Kanser
Aragtirma Laboratuvar’'ndan (Bursa Uludag Universitesi, Bursa, Tiirkiye) Prof. Dr.
Ferda An tarafindan temin edilmistir. Meme kanseri modelleri olarak MDA-MB-231 ve
MCF7 hiicreleri secilmistir.

MDA-MB-231, &strojen, progesteron ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
(HER2) ekspresyonuna sahip olmamasi nedeniyle yiiksek derecede agresif, invaziv ve
diisiik derecede farklilagmais ticlii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir. Bu hiicre
hatt1 ayn1 zamanda E-kaderin negatiftir, mutasyona ugramis p53 proteini eksprese eder
ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ekspresyonu gostermektedir. Genellikle
ileri evre meme kanserini modellemek amaciyla kullanilmaktadir (Chavez ve ark., 2011;

Welsh, 2013).

MCEF7, o6strojen, progesteron ve glukokortikoid reseptorlerinin ekspresyonu ile
karakterize edilen luminal A molekiiler alt tipe ait bir hiicre hattidir. Ayrica orta
diizeyde epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ve insan epidermal biiylime
faktorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyonu gostermektedir; E-kaderin pozitiftir. MCF7
ksenogreftleri yabanil tip p53 proteini ifade eder. Bu hiicre hatt1 diisiik agresiflige ve
invaziv olmayan ozelliklere sahip olup, genellikle diisiik metastatik potansiyele sahip
olarak kabul edilmektedir. Erken evre hastallk modellerinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Welsh, 2013; Comsa ve ark., 2015).

MDA-MB-231 hiicreleri, %10 FBS (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA) ve %] penisilin iceren RPMI 1640 besiyerinde (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA), %5 CO: nemlendirilmis, %95 hava igeren
inkiibatorde 37 °C'de muhafaza edilmistir. Ayni inkiibasyon kosullarinda MCF7
hiicreleri %5 FBS ve %1 penisilin igeren RPMI 1640 ortaminda kiiltiirlenmistir.
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GPRC5A ve circGPRC5A'min ekspresyon diizeyini degerlendirmek icin kontrol hiicre
hatt1 olarak meme epitel hiicre hattt MCF10A kullanilmistir. Bu hiicreler, %5 FBS, %1
penisilin, 20 ng/mL epidermal biliylime faktort, 50 ng/mL klorotoksin ve 100 IU/mL
insiilin ile desteklenmis DMEM/F-12 besiyerinde (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) kiiltiirlenmistir. Hiicreler 37 °C ve %5 CO: ortaminda inkiibe

edilmigtir.

3.2. Meme Hiicre Hatlarindan RNA izolasyonu

Her bir hiicre hatti 6rneginden toplam RNA, iireticinin Onerdigi protokole gore
miRNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak izole edilmistir.
Bu islemde ilk olarak hiicre peleti fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmis ve 3 dakika
boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra pelete
700 pL QIAzol Lysis Reagent eklenmis ve pipetleme ile siispanse edilmistir. Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 140 uL kloroform eklenmis,
tip calkalanarak karistirilmis ve ornek oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra, 15 dakika boyunca 4 °C’de 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast Uist fazdan 400 pL alinarak bir eppendorf tiipiine aktarilmis ve lizerine 1,5 hacim
(600 pL) %100 etanol eklenmistir. Vorteksle karistirildiktan sonra, 700 pL Ornek
saflastirma kolonuna aktarilmis ve kolonu igeren toplama tiipii 25 °C'de 10.000 rpm’de
15 saniye santrifiij edilmistir. Alttaki faz atilmis ve kolon tekrar ayni toplama tiipiine
yerlestirilmistir. Kalan 6rnek i¢in bu adim tekrarlanmistir. Daha sonra kolona 700 pL
Buffer RWT eklenmis ve 25 °C'de 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Alt faz
tekrar atilmis ve kolona 500 uL. Buffer RPE pipetle eklenmistir. 25 °C'de 10.000 rpm’de
15 saniye santrifiij edildikten sonra alt faz atilmis ve bu adim bu kez 2 dakika santrifiij
edilerek tekrar edilmistir. Kolon zarmin tamamen kurutulmasi i¢in 25 °C'de 12.000
rpm’de 1 dakika santrifiij uygulanmigtir. Saflagtirma kolonu yeni bir toplama tiipiine
aktarilmis ve membranin iizerine dogrudan 30 pLL RNaz i¢ermeyen su eklenmistir..
RNA’y1 eliie etmek i¢in kolon 25 °C'de 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Kolon atilmis ve elde edilen RNA -20 °C veya -80 °C'de kullanilincaya kadar

saklanmistir.
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3.3. RNA Orneklerinin Konsantrasyon Ol¢iimii ve Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Orneklerden izole edilen RNA'nin konsantrasyonu, 260 nm dalga boyunda absorbans
6lciimii yapilarak Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)
cihaz1 kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir. Cihaz icin RNaz icermeyen su blank
olarak kullanilmis, ardindan okumalar i¢in 2 pL Ornek alinmistir. RNA safligi,

A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 degerlendirilerek kaydedilmistir.

RNA biitiinliigli, %1 agaroz jel elektroforezi yapilarak goézlemlenmistir. Bunun igin,
terazide 0,5 gr agaroz tartildi, bir siseye dokiildii ve lizerine 50 mL 1X Tris-Asetat (TAE)
tamponu eklendi (TAE tamponu hazirlig1 i¢in Ek 1°e bakiniz). Agaroz ve tampon iceren
sise mikrodalgaya konularak ¢oziilmiistiir. Birka¢ dakika sogumasi beklendikten sonra,
agaroz cozeltisine 1 pL etidyum bromiir (10 mg/mL) eklenmis ve sise hafifce
calkalanarak karigtirllmistir. Daha sonra agaroz, sizdirmaz dokiim kalibina (tarak ile
birlikte) dokiilmiis ve elektroforez sisteminin tampon haznesine yerlestirilmistir. Jel
dokiimiinden sonra tarak c¢ikarilmis ve ornekler mikropipet kullanilarak kuyucuklara
yiklenmistir. Cizelge 3.1, yiikleme karisimlarindaki bilesenlerin  dagilimini
gostermektedir. Molekiiler marker olarak 1 kb DNA ladder (New England Biolabs Inc.,
Ipswich, MA, USA) kullamlmistir. Ote yandan, yaklagik 1 pug RNA igerecek 6rnek
hacmi, daha 6nce elde edilen konsantrasyon degerleri kullanilarak hesaplanmis (Cizelge
4.1) ve hacim 10 pL'ye tamamlanmistir. Ladder ve 6rnekler 120 V'da 1 saat boyunca
calistirlmistir. Elektroforez sonunda jel, UV 15181 (360 nm) altinda UVDI jel
goriintiileme sistemi (Major Science, Saratoga, CA, USA) igerisine yerlestirilerek

goriintiilenmistir.

Cizelge 3.1. Ladder ve RNA 6rnekleri i¢in yiikleme karigimu.
DNA Yiikleme Boyast (6X), Applied Biological Materials Inc. (Richmond, BC, Kanada)
firmasindan satin alinmistir.

1 kb DNA Ladder MCF10A MCF7 MDA-MB-231

500 pg/mL
Distile su 3ul 7 uL 9 uL 8 uL
DNA yiikleme boyas1 (6X) 1 pL 2 uL 2 ul 2 uL
Ladder/RNA ornegi 2uL 3uL 1 uL 2uL
Toplam hacim 6 uL 12 uL 12 uL 12 uL
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3.4. RNA Orneklerinden ¢cDNA Sentezi

Birinci zincir cDNA sentezi i¢in 1 pg toplam RNA, RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) kullanilarak
kullanilmistir. Hiicre hatlarindan izole edilen RNA oOrnekleri ve kit bilesenleri, ters
transkripsiyon reaksiyonu i¢in buz iizerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Her 6rnek igin reaksiyon
karigimu, iiretici firmanin protokoliine gore Cizelge 3.2'de belirtildigi sekilde 0,2 mL’lik
PCR tiiplerinde hazirlanmigtir. 1 pg toplam RNA ile reaksiyonun gergeklestirilmesi igin
gerekli ornek hacmi, Nanodrop ile belirlenen konsantrasyon degerleri kullanilarak

hesaplanmistir (4. Bolimdeki gizelge 4.1).

Her 6rnek i¢in reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra, tlipler hizlica santrifiij edilmis
ve RNA'dan cDNA sentez reaksiyonunun gergeklestirilmesi i¢cin MJ Research PTC-100
thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) cihazina
yerlestirilmistir. Doniistiirme isleminin gerceklestirilmesi icin inkiibasyon kosullari

Cizelge 3.3’te verilmistir.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, cDNA ornekleri bir sonraki deneyler

gerceklestirilene kadar -20 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.2. cDNA sentez reaksiyonu i¢in bilesenler

MCF10A MCEF7 MDA-MB-231
RNA Ornegi 2,8 uL 0,9 uL 1,9 uL
5X Reaksiyon Tamponu 4 uL 4 uL 4 uL
10 mM dNTP Mix 2 uL 2 ulL 2 ul
Random Hexamer Primer, 100 pM 1 puL 1 pL 1 puL
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 uL 1 uL 1 uL
RiboLock RNaz Inhibitérii (20 U/uL) 1 pL 1 pL 1 puL
Niicleaz igermeyen su 8,2 uL 10,1 L 9,1 uL
Toplam hacim (reaksiyon basina) 20 pL 20 pL. 20 pL
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Cizelge 3.3. cDNA sentez reaksiyonu i¢in inkiibasyon kosullari

Ayarlama Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik 25°C 42 °C 70 °C 4°C
Siire 5 dakika 60 dakika 5 dakida Bekletme

3.5. Kantitatif Gercek Zamanh PCR (qPCR)

flgili genlerin ekspresyon seviyeleri, daha once elde edilen cDNA'nin sablon olarak
kullanildig1 kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR) ile belirlenmistir. qPCR, iiretici
firmanin talimatlarina gére BlasTaqTM 2X qPCR Master Mix (Applied Biological
Materials (abm) Inc, Richmond, Kanada) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Her bir gen
icin karsilik gelen primer ¢ifti i¢in, iiretici talimatlarina uygun sekilde qPCR reaksiyon
karisimi (Cizelge 3.4) hazirlanarak, gerekli reaksiyon sayisina gore her bilesenin toplam
hacmi eklenmistir. DNA sablonu hari¢ tiim reaksiyon bilesenleri buz iizerinde
coziildikten sonra 1.5 mL’lik Eppendorf tiiplerine alinmigtir. Kisa siireli vortex
yapildiktan sonra karisim 96 kuyucuklu PCR plakasina her kuyucuga 18 pL
pipetlenecek sekilde dagitilmistir. Ardindan her kuyucuga 10 kat seyreltilmis 2 pL
cDNA 6rnegi eklenmis ve toplam 20 pl'lik reaksiyon hacmi tamamlanmistir. Her bir
cDNA 0rnegi i¢in t¢lii tekrarlar halinde deneyler yapilmis olup, her qPCR serisinde,
ornek yerine su eklenerek iiclii negatif kontrol reaksiyonlari da hazirlanmistir. Son

olarak, plaka optik yapiskan film ile kapatilarak kisa siireli santrifiij edilmistir.

Cizelge 3.4. qPCR reaksiyon karigimi bilesenleri
ROX referans boyasi, BlasTaq 2X qPCR Master Mix’e 11 pL / 1,25 mL oraninda eklendi

Bilesenler Hacim Konsiill}:rlellsyon
BlasTaq 2X qPCR Master Mix @ 10 uL 1X
Ileri Primer (10 pM) 0,5 pL 0,25 uM
Geri Primer (10 uM) 0,5 uL 0,25 uM
cDNA template 2 uL
Niikleaz icermeyen su 7 uL
Toplam hacim (reaksiyon bagina) 20 uL
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Reaksiyonlar, StepOne Plus Ger¢ek Zamanli PCR sistemi (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, ABD) kullanilarak, asagida belirtilen kosullar altinda
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.5):

Cizelge 3.5. Uygulanan qPCR kosullar:

Adim Dongu Sayist Sicaklik Siire
Enzim aktivasyonu 1 95 °C 3 dakika
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye
Eslesme (Annealing) ve uzama 0 60 °C 1 dakika

gPCR analizi i¢in kullanilan primer dizileri Cizelge 3.6’da verilmistir. circRNA’larin
qPCR analizinde divergent (ayrisan) primerlerin kullanildigi 6zellikle vurgulanmalidir,
clinkii bu primerler lineer RNA’y1 amplifiye etmez. Bu yaklasim, circRNA'y1
zenginlestirmek icin RNase R muamelesine olan ihtiyaci ortadan kaldirmistir (Dudekula
ve ark., 2016).

Divergent primerler, Primer3 (Untergasser ve ark., 2012) ve NCBI Primer-BLAST gibi
primer tasarim programlarini entegre eden web tabanli bir arag¢ olan Circlnteractome
(Dudekula ve ark., 2016) kullanilarak tasarlanmistir. Bu primerler, circRNA’nin back-
splice junction (BSJ) bolgesinin her iki tarafindaki dizileri igeren bir sablon kullanilarak
tasarlanmistir. Sekil 3.1, circPrimer 2.0 yazilimi (Zhong & Feng, 2022) kullanilarak
olusturulmus olup, circGPRCS5A i¢in tasarlanan primerlerin yonelimini sematik olarak
gostermektedir. Primerler lineer bir sablon iizerinde divergent (ayrisan) sekilde
konumlandirilmis olsa da, dairesel bir sablonda BSJ bdlgesi etrafinda convergent
(vakinsayan) yonde gosterilmektedir (daha fazla agiklama icin Ek 2'ye bakiniz).
Primerlerin 6zgilliigi, erime egrisi belirlemesi ile dogrulanmis olup, ilgili grafiklere Ek

3'te yer verilmistir.

qPCR deneyleri, Bursa Uludag Molekiiler Kanser Arastirma Laboratuvari’nda, Bursa

Uludag Universitesi'nde gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.6. qPCR i¢in primer dizileri

Hedef RNA Primer Dizi (5°-3%)

_ . lleri TCCTGTTGAGGATGCTTTCT
hsa-circ-0025506 (circGPRC5A) )
Geri  ACTTGGATTTCAGGCCATTG

GPRCSA flei  CTCACTCTCCCGATCCTCGT
Geri CAGTCCGATGATGAAGGCGAA
llei  GCAAATTCCATGGCACCGT

GAPDH

Geri TCGCCCCACTTGATTTTGG

fleri  TATGTTGGTGGATCCTGTTCGGCA
hsa circ_0000284 (circHIPK3)

Geri TGGTGGGTAGACCAAGACTTGTGA

hsa_circ_0025506 GPRC5A 929 1

chri2:13061176-13062105+ J
NM_003979 e
929 i .
Po .
% P g
\\
/
f/ “.
;/ \\'\
/ |
| \
|I '\
\ GPRC5A
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929 T __,_//
GPRC5A e ———
ENST00000014914

Sekil 3.1. GPRC5A geninin ekzon 2’sinden tiiretilmis circGPRC5A'nin yapis1 ve
ileri/geri (F/R) primerlerin yonlerini gosteren sematik ¢izim
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3.6. Veri Analizi

Veri analizleri i¢in Excel 2010 kullanilmis ve qPCR yoluyla elde edilen 6rneklerin Ct
degerleri ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir.

Goreceli mRNA ve circRNA ekspresyon seviyeleri 244t yontemi kullanilarak
hesaplanmistir (Pfaffl, 2001). Bu yontem, hedef genin iki durum arasindaki (deneysel
kosulun kontrol kosuluna gore) ekspresyon degisimini gosteren bir deger saglamaktadir.
I'den biiyiik bir deger regiilasyonun artmasini (asir1 ifade), 1'den kiigiik bir deger ise
regiilasyonun azalmasini (diisiik ifade) ifade etmektedir. Bu degerin hesaplanabilmesi
icin, her bir 6rnekte hedef gen ile referans gen arasindaki fark (AACt), Denklem 3.1 ve
3.2’ye gore hesaplanmigtir. Son olarak, goreceli ifade seviyesi belirlemek i¢in Denklem
3.3 uygulanmistir. GPRC5A ve circGPRCS5A i¢in sirasiyla GAPDH ve circHIPK3
referans genler olarak kullanilarak, kat degisimleri (fold change) bu genlerin

ekspresyonuna gore normalize edilmistir.

AACt = ACt (deney grubu) - ACt (kontrol grubu) (3.1
ACt = Ct ® (hedef gen) — Ct (referans ya da housekeeping gen) (3.2)

Kat degisimi (Fold change)= 2-44¢ (3.3)

Burada:

(b) Ct, genin floresansinin tespit edilebilir hale geldigi dongiiyii belirten esik dongii (cycle threshold)
degeridir.

3.7. Aday miRNA Taramasi i¢in in silico Analiz

circGPRC5A ve GPRCS5A arasinda bir etkilesim agi olusturmak amaciyla, her iki
molekiille de etkilesim kurmasi ongoriilen aday miRNA’lar1 tanimlamak i¢in bir in
silico tarama gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). Bu amagla, GPRC5A'y1 potansiyel olarak
diizenleyen miRNA'lar1 bulmak i¢cin miRDB (Chen & Wang, 2020), TargetScan
(Agarwal ve ark., 2015), miRTarBase (Huang ve ark., 2020) and miRWalk (Sticht ve
ark., 2018) veri tabanlar1 kullanilmistir. Bu taramada GPRC5A mRNA’siin 3° UTR, 5’
UTR ve CDS bolgeleriyle olast miRNA etkilesimleri dikkate alinmistir. Ayrica,
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circGPRC5A  tarafindan diizenlenmesi muhtemel miRNA’lar Circlnteractome
(Dudekula ve ark., 2016), Starbase (Li ve ark., 2014), and CircNetVis (Nguyen ve ark.,
2024) veri tabanlar1 kullanilarak belirlenmistir. Son olarak, hem circGPRC5A hem de
GPRCS5A ile ortak olarak etkilesimde bulunabilecek miRNA seti tanimlanmistir. Bu
miRNA’lar1 temsil eden diyagrami olusturmak i¢in Cytoscape 3.10.3 (Shannon ve ark.,

2003) yazilim1 kullanilmastr.

Daha sonra, bu ortak miRNA’lardan hangilerinin deneysel c¢aligmalarla meme
kanseriyle iligkilendirildigini belirlemek amaciyla miRCancer (Xie ve ark., 2013) and
dbDEMC (Yang ve ark., 2017) veri tabanlar1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar
literatiir taramasi ile dogrulanmis ve her bir miRNA i¢in bildirilen ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. Ilgili miRNA'"mn adi ile birlikte “breast cancer” veya “cancer”
anahtar kelimeleri PubMed'de aratilarak circGPRC5A ve GPRCSA i¢in elde edilen
regiilasyon durumunun tersi yonde diizensizlik (disregiilasyon) gosteren miRNA’lar

secilmistir.

Bundan sonra, secilen miRNA'larin circGPRC5A ve GPRC5A mRNA molekiilleri ile
etkilesim giicii, yerel olarak Ubuntu 22.04.5 LTS ortaminda ¢alistirilan IntaRNA (v1.2.5)
yazilimi  kullanilarak  belirlenmistir.  IntaRNA, RNA-RNA etkilesimlerinin

ozellestirilebilir bir sekilde tahmin edilmesini saglayan bir aractir (Mann ve ark., 2017).

Son olarak, IntaRNA analizinin sonuglarina dayanarak circRNA-miRNA-mRNA
diizenleyici aksimiz icin tek bir miRNA secilmistir. Bu se¢im asagidaki temel

parametreler dikkate alinarak yapilmistir:

e Etkilesim enerjisi (E): Daha negatif bir enerji, daha gii¢lii ve biyolojik olarak daha
olasi bir etkilesim anlamina gelir.

e miRNA’nin etkilesime katilan bolgesi: Etkilesim bolgesinin, miRNA’nin 2-8
niikleotidlerinden olusan “seed” bdlgesini igermesi, hedef RNA'nin fonksiyonel

olarak baskilanabilmesi icin kritik 6neme sahiptir.

Secilen miRNA hakkinda agiklama miRBase (Kozomara ve ark., 2019) ve miRPathDB
v2.0 (Kehl ve ark., 2020) veri tabanlarindan elde edilmistir.
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ADAY MIRNA'LARIN
IN-SILICO OLARAK

TARANMASI

GPRC5A genini hedef ; circGPRCSA
almak igin dngorilen CICORRESALE tarafindan dizenlenen

miRNA'larin T, CHESNeReh miRNA'larin
belirlenmesi olan miRNA'larin belirlenmesi
belirlenmesi

miRDB Circinteractome
miRTarBase Circbase
TargetScan Starbase
miRWalk CircNetVis

Meme kanseri ile iligkili
miRNA'larin belirlenmesi

miRCancer dbDMC

Literatlr taramasi

Nihai miRNA adayinin
segilmesi

IntaRNA

Sekil 3.2. miRNA secim siirecinin akis semasi. Italik yazilmis kelimeler, kullanilan
veritabanlarini ve yazilimlari ifade etmektedir.

3.8. miRNA Ekspresyonunun Belirlenmesiyle ilgili Konular

In silico araglar kullanilarak circGPRC5A-miRNA—-GPRCS5A etkilesim ag1 olusturma
potansiyeli en yiiksek olan mikroRNA (miRNA) belirlendikten sonra, daha once
GPRCS5A ve circGPRCS5A ekspresyonunu belirlemek i¢in uygulanan islemler, bu kez
tahmin edilen miRNA'min ekspresyon diizeyini belirlemek amaciyla tekrar
gergeklestirildi. MiRNA’larin yapisal 6zellikleri ve bunlarin tespitinde kullanilan
teknikler g6z oniinde bulundurularak bazi adimlarda degisiklikler yapildi.

3.8.1. Meme hiicre hatlarindan RNA ekstraksiyonu ve konsantrasyon ol¢iimii

Toplam RNA, daha once kullanilan meme hiicre hatlar1 olan MCFI10A, MCF7 ve
MDA-MB-231’den yeniden elde edildi. Hiicre hatlar1 Molekiiler Kanser Aragtirma

Laboratuvar tarafindan saglandi. Uygulanan protokol Bolim 3.2°da agiklanmigtir ve
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ayni sekilde miRNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) kullanilmistir.
Toplam RNA konsantrasyonu Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA) cihaz ile 6l¢iilmiis ve bu 6lgiimlere gore ters transkripsiyon igin gerekli

miktarlar belirlenmistir (Cizelge 4.7).

3.8.2. RNA orneklerinin Stem-loop RT-qPCR analiz

MikroRNA'larin  (miRNA'lar) dogru sekilde tespiti icin, RNA'min cDNA'ya
doniistiiriilmesini takiben stem-loop primerlerine dayali 6zel bir yaklagimla qRT-PCR
uygulandi. Bu strateji, miRNA’larin kisa uzunluklar1 ve ayni aile iiyeleri arasindaki

yiiksek dizi benzerligi nedeniyle miRNA analizi i¢in 6zellikle uygundur (Kramer, 2011).

Stem-loop tipi primerler, yalnizca olgun miRNA’larn ters transkripsiyonunu saglamak
amaciyla tasarlanmistir. Bu primerler, kendi {izerine katlanarak sag¢ tokasi (hairpin)
yapisi olusturan 44 niikleotitlik bir segment ile hedef miRNA’nin 3’ ucuna tamamlayici
altt niikleotitlik bir terminal bolgeye sahiptir (Sekil 3.3). Bu konformasyon, ters
transkripsiyon silirecine stabilite kazandirmasinin ve iiretilen ¢cDNA’nin qPCR ile
tespitini kolaylastiracak sekilde yapay olarak uzatilmasinin yani sira, {i¢ boyutlu yapisi
sayesinde Ornek igerisinde bulunan Onciil yapilara (pri-miRNA veya pre-miRNA)

baglanmay1 engelleyerek 6zgilliigii artirir (Chen, 2005; Kramer, 2011).

Bu dogrultuda, cDNA sentezi sirasinda 50 ng toplam RNA, stem-loop primerleriyle
karistirlldt ve MJ Research PTC-100 thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA) cihazinda 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bu adim, RNA’nin
ikincil yapilarinin denatiirasyonunu saglayarak primer ile olgun miRNA arasindaki
verimli baglanmay1 kolaylastirdi. Ardindan, karisim buz iizerinde hizla sogutularak
hibridizasyon stabilize edildi. Ters transkripsiyon islemi, {retici firmanin orijinal
protokoliinde yer alan rastgele primerler (random primer) yerine stem-loop primerleri
kullanilarak yapilan degisiklikle birlikte, High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ile gergeklestirildi. Reaksiyon

kosullar1 Cizelge 3.7°de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.3. Stem-loop RT-qPCR semasi (Chen, 2005’ten degistirilerek alinmigtir)

Cizelge 3.7. Stem-loop RT-qPCR i¢in parametreler ve kosullar

Inkiibasyon ; . Final
Adimlar Bissen Hacich Konsantrasyon
Stem-loop RT Primer (2 uM 1,0 ul 0,1 uM
65°C - 5 dk p (2 uM) u W
RNA (10ng) Sul 50 ng
10X Reverse Transcriptase Buffer 2,0 pl 2X
5°C-10 dk 25X Deoxynucleotide Triphosphates Mix 0,8 ul 2X
37°C-120 dk
85°C-5dK MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/ul) 1,0 ul 50U
Nuclease-free H20 10,2 uL

Son olarak, sentezlenen cDNA, Boliim 3.5’te agiklandigr sekilde, BlasTaq™ 2X qPCR

MasterMix reaktifi (Applied Biological Materials (abm) Inc., Richmond, Kanada) ve

StepOnePlus™ Gergek Zamanli PCR Sistemi (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

MA, ABD) kullanilarak gergeklestirilen qRT-PCR reaksiyonlar1 i¢in kalip olarak

kullanildi. snRNA U6 molekiilii, miRNA’larin bagil ekspresyonunun normalizasyonu

icin endojen kontrol olarak kullanilmstir.
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Stem-loop qRT-PCR’de kullanilan primerlar Cizelge 3.8’de sunulmustur. Alt1 ¢izilerek

isaretlenen niikleotidler, olgun miRNA’ya 6zgii olan dizileri temsil etmektedir. Ayni

sekilde tabloda, miRNA’ya 6zgii ileri primer (forward primer) dizileri ve cDNA’ya

eklenen evrensel stem-loop dizisini taniyan ve tiim reaksiyonlarda evrensel ters primer

(reverse primer) olarak kullanilabilen ters primer dizisi de yer almaktadir.

Cizelge 3.8. Stem-loop qRT-PCR i¢in kullanilan primerlerin dizileri

Primer Dizi (5°-37)
RT-U6 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAATA
U6 Forward CGCTTCGGCAGCACATATAC

RT-miR-214-3p

miR-214-3p
Forward

Universal Reverse

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTGCC

GCCACAGCAGGCACAGACAGGCA

GTGCAGGGTCCGAGGT
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Hatlarimin Morfolojisi

Ekilen hiicre hatlari, ekimden 48 saat sonra 151k mikroskobu altinda gézlemlenmis ve
ilgili morfolojik o6zellikleri sergiledikleri belirlenmistir (Sekil 4.1). MCF10A ve
MDA-MB-231 hiicreleri, epitelyal benzeri bir morfolojiye sahiptir; uzun ve ince (igsi
sekilli) yapida olup, uzantilar1 araciligiyla hiicre kolonlar1 olusturarak birbirlerine
baglanirlar. Buna karsilik, MCF7 hiicreleri kiiltiir plakta hiicre yiginlar1 (agregalari)

olusturur.

Sekil 4.1. Meme hiicre hatlarinin 1s1k mikroskobu goriintiisii. MCF10A (A), MDA-MB-
231 (B) ve MCF7 (C) hiicre hatlari, ekimden 48 saat sonra 10X biiylitmede
fotograflanmustir.

4.2. Hiicre Hatlarindan izole Edilen RNA'min Konsantrasyonu ve Kalitesi

Hiicre hatlarindan RNA ekstraksiyonunun verimliligini degerlendirmek amaciyla, her
ekstraktin konsantrasyon ve saflik degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen
RNA konsantrasyonlar1 ve saflik degerlerinin, sonraki deneyler i¢in uygun oldugu
gozlenmistir.; en yiiksek konsantrasyon kanserli MCF7 hiicrelerinde, en diisiik ise
timoral olmayan MCF10A hiicrelerinde goézlemlendi. Tim o&rneklerde 260/280
absorbans orani yaklasik 2.0 olarak belirlenmistir. 260/230 oran1 ise MCF10A
hiicrelerinde, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha diigiik ¢ikmaistir.
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Cizelge 4.1. Ekstrakte edilen RNA'nin konsantrasyonlar1 ve kalitesi.

Hiicre hatt1 6rnegi ~~ RINA Konsantrasyon A260/280 A260/230
(ng/ul)
MCF10A 350,8 2,02 1,78
MCEF7 1186.6 2,03 2,16
MDA-MB-231 598,8 2,02 2,12

Toplam RNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmiis sekli Ek 4’te gosterilmektedir. Tim
orneklerde, 28S rRNA’ya karsilik gelen ¢ok yogun bir iist bant ve 18S rRNA’ya karsilik
gelen daha az yogunlukta bir alt bant gozlemlenmektedir. Bu durum, RNA’nin

kalitesinin iyi durumda oldugunu gostermektedir.
4.3. GPRC5A Geninin insan Meme Hiicre Hatlarindaki Ekspresyon Diizeyi

Meme epitelyal hiicre hattt MCF10A ile meme kanseri hiicre hatlart MCF7 ve
MDA-MB-231'den izole edilen RNA, ters transkripsiyon ve kantitatif PCR (qPCR)
analizine tabi tutulmustur. Bu analiz, GPRC5A mRNA ekspresyon diizeylerini
incelemek amaciyla yapilmistir. qPCR sonrasi elde edilen Ct degerleri Ek 5°te

sunulmustur ve Sekil 4.2, bu genin goreceli ekspresyonunu gostermektedir.

Yapilan analiz sonucunda, GPRC5A gen ekspresyonunun insan meme kanserinde
baskilandig1 (downregulated) gozlemlenmistir. Ozellikle, MCF7 hiicrelerinde GPRCSA
ekspresyon diizeyi, MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha yiliksek bulunmustur.
MDA-MB-231 hiicrelerinde ise GPRC5A'nin endojen diizeyleri, MCF10A hiicrelerine
kiyasla anlamli sekilde daha diisliktiir ve bu degerin sekilde gosterilmesi miimkiin
olmamistir. Bu sebeple ayn1 sonuglar kat degisimi olarak da gosterilmistir (Sekil 4.3).
MDA-MB-231 hiicrelerinde yaklasik 2161 katlik belirgin bir azalma tespit edilmistir.
Buna karsilik, MCF7 hiicrelerinde bu azalma daha ilimli olup yaklasik 2,4 kat olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.2. MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile kontrol olarak
kullanilan normal meme epitelyal hiicre hatti MCF10A’da GPRC5A mRNA’sinin
goreceli ifade seviyesi
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Sekil 4.3. MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda GPRC5A mRNA’s1
ifadesinin kat degisimi
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4.4. insan Meme Kanseri Hiicrelerinde circGPRC5A Ekspresyon Diizeyi

Meme kanseri hiicre hatlarinda circGPRC5A'min varligin1 daha kesin olarak dogrulamak

amactyla qPCR analizi gerceklestirildi (Ct degerleri i¢in Ek 5 bakiniz).

Bu analizle, circGPRC5A'nin hem MCF7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinda ifade edildigi gosterildi. Ayrica, GPRC5A geninde gozlemlenen ifade modeli
gibi, circGPRC5A'min regiilasyonunda da meme kanseri hiicre hatlarinda kontrol
hiicreleri (MCF10A) ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma gézlemlenmistir (Sekil
4.4 ve Sekil 4.5).

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 arasinda ise, l¢lii negatif meme kanseri
hiicrelerinde (MDA-MB-231) ekspresyon diizeyinde daha belirgin bir azalma (10,7 kat)
gozlemlenirken, MCF7 hiicrelerinde bu azalma yaklasik 2,3 kat olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile kontrol olarak
kullanilan normal meme epitelyal hiicre hattt MCF10A’da circGPRC5A’nin goreceli
ifade seviyesi
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Sekil 4.5. MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda circGPRC5A’nin
ifadesinin kat degisimi

4.5. Aday miRNA’larin Belirlenmesi

Cesitli veritabanlarinda yapilan taramalar sonucunda, GPRC5A’nin, circGPRC5A’ya
kiyasla daha fazla sayida miRNA ile etkilesim kurmasinin 6ngoriildiigii tespit edilmistir.
Bu durum Sekil 4.6’da gosterilmistir. A¢ik mavi renkteki biiyiikk alan, GPRC5A ile
etkilesime girmesi ongoriilen miRNA sayisini, kiigiik mavi alan ise circGPRCS5A ile
etkilesmesi ongoriilenleri temsil eder. Yesil renkteki ¢akisan alan ise, her iki molekiille
de etkilesim kurabilecek ortak miRNA’larin sayisini gosterir. Buna gore, iki grup
arasindaki ortak miRNA sayis1 (165), GPRC5A igin %7.5’1 ve circGPRC5A i¢in %89’u
temsil etmektedir. Ortak olarak tanimlanan miRNA’larin isimleri Ek 6’da rapor

edilmistir.

circGPRC5A ve GPRCS5A arasinda ortak olan miRNA’lar belirlendikten sonra, bu
miRNA’larin daha oOnce meme kanseri ile iliskilendirilip iliskilendirilmedigini
belirlemek amaciyla iki farkli veritabani kullanilmis ve ayrica literatiir taramasi
yapilarak hangilerinin ozellikle ¢alisildigt ve deneysel olarak dogrulandigi tespit

edilmistir. Cizelge 4.2, bu miRNA’lardan 62 tanesini, meme kanserinde deneysel
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dogrulama ile tespit edilen diizensizlik durumu (regiilasyonu azalmis — downregulated

veya regiilasyonu artmig — upregulated) ile birlikte listelemektedir.

GPRC5A

185 165 2191

circGPRC5A

Sekil 4.6. circGPRC5A ve GPRCS5A ile potansiyel olarak etkilesimde bulunabilecek
ortak ve 6zglil miRNA’larin sayisin1 gosteren Venn diyagrami.

Bazi miRNA’lar farkli ¢alismalarda tutarsiz sekilde raporlanmistir, yani hem azalmis
hem de regiilasyonu artmis olduklarina dair kanitlar mevcuttur.

Bu nedenle, circRNA-miRNA-mRNA diizenleyici eksenimizi olusturmak i¢in aday
miRNA’larin se¢ilmesinde, meme kanseri hiicrelerinde hem circGPRC5A hem de
GPRC5A'nin regiilasyonunun azaldigi dikkate alinarak, yalnizca regiilasyonu artmis
olarak bildirilen miRNA’lar degerlendirmeye alinmistir. Cizelge 4.2'de gosterildigi gibi,
deneysel olarak dogrulanan 62 miRNA’dan 17’si artmis (upregulated) olarak rapor

edilmistir.
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Cizelge 4.2. Meme kanserinde, normal meme dokulariyla karsilastirildiginda deregiile
olmus miRNA’lar.

miRNA adi Deregiilasyon durumu Referans
hsa-miR-645 yiiksek Cai ve ark., 2017
hsa-miR-665 yiiksek Zhao ve ark., 2019
hsa-miR-214-3p yiiksek Liu ve ark., 2017
hsa-miR-761 yiiksek Huang ve ark., 2022
hsa-miR-151a-5p yiiksek Ebrahimi ve ark., 2023
hsa-let-7d-5p yiiksek Fiore ve ark., 2018
hsa-miR-98-5p yiiksek Sun ve ark., 2020
hsa-miR-199a-5p yiiksek Li ve ark., 2016
hsa-miR-1207-5p yiiksek Yan ve ark., 2017
hsa-miR-301a-3p yiiksek Lettlova ve ark., 2018
hsa-miR-454-3p yiiksek Xu ve ark., 2023
hsa-miR-301b-3p yiiksek Fan ve ark., 2021
hsa-miR-148a-3p yiiksek Li ve ark., 2023
hsa-miR-877-5p yiiksek Zhu ve ark., 2023
diisiik Liu, Xang & Mei, 2022
hsa-miR-1343-3p yiiksek Jia ve ark., 2024
diisiik Lin ve ark., 2023
hsa-miR-140-3p yiiksek Salem ve ark., 2016
diisiik Zhou ve ark., 2019
hsa-miR-940 yiiksek Zhang ve ark., 2020
diisiik Hou ve ark., 2016
hsa-miR-512-3p yiiksek Duan ve ark., 2020
diisiik Mohamadzade ve ark., 2021
hsa-miR-1224-3p diisiik Wei ve ark, 2024
hsa-miR-1278 diisiik Demirdogen Sevinc ve ark., 2015
hsa-miR-146b-3p diistik Feng ve ark., 2021
hsa-miR-296-5p diisiik Dinami ve ark., 2017
hsa-miR-338-5p diisiik Chen ve ark., 2024
hsa-miR-421 diisiik Pan ve ark., 2016
hsa-miR-576-3p diisiik Qiu ve ark., 2023
hsa-miR-583 diisiik Foruzandeh ve ark., 2023
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Cizelge 4.2. Meme kanserinde, normal meme dokulartyla karsilastirildiginda deregiile
olmus miRNA’lar (devam)

miRNA adi Deregiilasyon durumu Referans
hsa-miR-640 disiik Tang ve ark., 2021
hsa-miR-890 disiik Wang ve ark., 2019
hsa-miR-26b-3p diistik Tian ve ark., 2020
hsa-miR-4731-5p disiik Lang ve ark., 2022
hsa-miR-4701-5p diistik Zhang ve ark., 2024
hsa-miR-588 disiik Yu ve ark., 2017
hsa-miR-133a-3p diistik Shi ve ark., 2019
hsa-miR-133b diisiik Hesari ve ark., 2019
hsa-miR-641 diisiik Li ve ark., 2022
hsa-miR-493-3p diisiik Li ve ark., 2019
hsa-miR-299-3p diisiik Tong ve ark., 2024
hsa-let-7b-5p diisiik Li ve ark., 2023
hsa-let-7c-5p diisiik Fu ve ark., 2017
hsa-let-7i-5p diisiik Zhou ve ark., 2020
hsa-miR-873-5p diisiik Zou ve ark., 2021
hsa-miR-1323 diistik Dong ve ark., 2024
hsa-miR-485-5p disiik Wang ve ark., 2018
hsa-miR-542-3p diisiik Qi ve ark., 2022
hsa-miR-378¢g disiik Luo ve ark., 2024
hsa-miR-330-5p disiik Wang ve ark., 2024
hsa-miR-326 diisiik Luo ve ark., 2021
hsa-miR-129-5p disiik Zeng ve ark., 2018
hsa-miR-199b-5p diistik Wu ve ark., 2018
hsa-miR-143-3p diistik Live ark., 2017
hsa-miR-130a-3p diisiik Kong ve ark., 2018
hsa-miR-3666 diisiik Li & Li, 2017
hsa-miR-148b-3p diisiik Mangolini ve ark., 2015
hsa-miR-186-5p diisiik Peng & Yuan, 2023
hsa-miR-136-5p diisiik Xiong ve ark., 2023
hsa-miR-483-3p diisiik Menbari ve ark., 2020
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Cizelge 4.2. Meme kanserinde, normal meme dokulariyla karsilastirildiginda deregiile
olmus miRNA’lar (devam)

miRNA ad1 Deregiilasyon durumu Referans
hsa-miR-766-5p diisiik Zhou & Huang, 2024
hsa-miR-497-5p diistik Li ve ark., 2019
hsa-miR-138-5p diisiik Yao ve ark., 2022
hsa-miR-4660 diistik Bai ve ark., 2023
hsa-miR-646 diistik Darvishi ve ark., 2020
hsa-miR-331-3p diisiik Zhao ve ark., 2020

IntaRNA analizi sonrasinda, bu miRNA’larin circGPRC5A ve GPRC5A mRNA ile
ongoriilen etkilesimleri, bu etkilesimlerin giicleriyle birlikte belirlenmistir. Cizelgeler
4.3 ve 4.4, sirastyla circGPRC5A ve GPRC5A ile olan etkilesimlerle ilgili elde edilen
bazi verileri rapor etmektedir. Her bir miRNA i¢in bir etkilesim bdlgesi belirlenmis ve
bunlar, Enerji Skoru (E)'na gore, en gii¢lii etkilesimden (en negatif E degeri) en zayif

etkilesime (en az negatif E degeri) dogru siralanmistir.

circGPRC5A i¢in, hsa-miR-214-3p, en negatif etkilesim enerjisine sahipken,
hsa-miR-301a-3p en az negatif etkilesim enerjisine sahiptir. Ayrica, miRNA’lar i¢in
ongoriilen etkilesim bolgelerinin yalnizca “seed” bolgesindeki niikleotitlerle smirli
olmadigi, bunun yerine bu bolgenin Gtesine dagildigi veya bazen hi¢ dahil olmadigi
gozlemlenebilir. Ote yandan, miRNA’lar igin Ongériilen etkilesim bdlgelerinin,

circGPRC5A dizisinin tamami1 boyunca dagildig1 goriilmektedir.

GPRC5A ile ilgili olarak, hsa-miR-877-5p ve hsa-miR-301a-3p sirasiyla en negatif ve
en az negatif etkilesim enerjisi degerlerine sahiptir. circGPRC5A ile yapilan analizde en
negatif etkilesim enerjisine sahip olan hsa-miR-214-3p, GPRC5A i¢in en negatif E
degeri agisindan lgiincii sirada yer almaktadir. Bir kez daha, etkilesimlerde yer alan
miRNA'lar i¢indeki pozisyonlarm, “seed” bolgesinin Otesine  yayilmadig
gozlemlenmistir. Ancak, GPRC5A mRNA i¢in Ongoriilen etkilesim bdlgeleri,
3'UTR'nin bulundugu ekzon 4 i¢indeki pozisyonlara karsilik gelmektedir.
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Cizelge 4.3. circGPRC5A ve aday miRNA’lar arasindaki ongoriilen etkilesimler
(a) startl/end1: circRNA igindeki miRNA ile etkilesime giren konum.

(b) start2/end2: Etkilesime giren miRNA'nin konumu

(c) E (enerji skoru): Etkilesim icin gereken toplam serbest enerji (kcal/mol)

Hedef ad: start]® end1® miRNA adi start2®  end2® (kci /(1201)

1 circGPRCSA 328 346 hsa-miR-214-3p 2 21 -18.95
2 circGPRC5A 690 699 hsa-miR-761 3 12 -14.45
3 circGPRC5A 559 576 hsa-miR-512-3p 2 20 -13.89
4  circGPRC5A 552 567 hsa-miR-877-5p 4 19 -13.79
5  circGPRC5A 197 218 hsa-let-7d-5p 1 18 -12.39
6  circGPRCSA 504 522 hsa-miR-151a-5p 2 20 -12
7  circGPRC5A 422 432 hsa-miR-1343-3p 4 14 -11.53
8  circGPRC5A 424 435 hsa-miR-665 7 18 -11.11
9  circGPRC5A 646 653 hsa-miR-98-5p 1 8 -9.98
10 circGPRC5A 429 437 hsa-miR-645 2 10 -9.74
11 circGPRC5A 635 641 hsa-miR-940 7 13 -8.69
12 circGPRC5A 563 578 hsa-miR-148a-3p 1 16 -8.38
13 circGPRC5A 604 612 hsa-miR-140-3p 13 21 -8.19
14 circGPRC5A 720 735 hsa-miR-199a-5p 5 21 -6.88
15  circGPRC5A 712 718 hsa-miR-301b-3p 16 22 -5.3
16  circGPRC5A 451 472 hsa-miR-454-3p 1 22 -4.95
17  circGPRC5A 712 718 hsa-miR-301a-3p 16 22 -4.53
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Cizelge 4.4. GPRC5A mRNA ve aday miRNA’lar arasindaki 6ngoriilen etkilesimler.
(a) startl/end1: circRNA i¢indeki miRNA ile etkilesime giren konum
(b) start2/end2: Etkilesime giren miRNA'nin konumu
(c) E (enerji skoru): Etkilesim icin gereken toplam serbest enerji (kcal/mol)

Hedef ad1 startl® end1® miRNA adi start2®  end2® (kci /(1201)

1 GPRC5A 6261 6277 hsa-miR-877-5p 3 20 -23.71
2 GPRC5A 4035 4049 hsa-miR-940 3 17 -19.3
3 GPRC5A 5847 5870 hsa-miR-214-3p 1 22 -19.29
4 GPRC5A 4234 4250 hsa-miR-151a-5p 3 20 -17.41
5 GPRC5A 1088 1100 hsa-miR-645 4 16 -16.1

6 GPRC5A 3373 3386 hsa-miR-665 3 16 -15.97
7 GPRC5A 5444 5462 hsa-miR-1343-3p 4 19 -15.69
8 GPRC5A 5579 5590 hsa-miR-761 1 12 -15.62
9 GPRC5A 1707 1724 hsa-let-7d-5p 1 20 -14.52
10 GPRC5A 1934 1955 hsa-miR-512-3p 3 22 -14.09
11 GPRC5A 3878 3896 hsa-miR-199a-5p 6 23 -11.76
12 GPRC5A 1919 1928 hsa-miR-98-5p 1 10 -11.69
13 GPRC5A 4521 4528 hsa-miR-148a-3p 1 8 -10.2
14 GPRC5A 2340 2351 hsa-miR-140-3p 6 20 -8.74
15 GPRC5A 1979 1988 hsa-miR-301b-3p 1 11 -8.6

16 GPRC5A 1971 1988 hsa-miR-454-3p 1 22 -8.31
17 GPRC5A 6222 6241 hsa-miR-301a-3p 2 22 -7.19

Etkilesimlerin analiz edilmesinin ardindan, hsa-miR-214-3p, circGPRC5A ve GPRC5A

ile bir circRNA-miRNA-mRNA etkilesim ag1 olusturmak i¢in en iyi aday olarak

secilmistir. Bu nedenle, bu miRNA hakkinda genel bilgiler Cizelge 4.5'te sunulmaktadir.
Diger taraftan, Sekiller 4.7 ve 4.8, bu se¢ilen miRNA ile her iki hedef RNA arasindaki

baz ¢iftlesme etkilesimlerini gostermektedir.
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Cizelge 4.5. hsa-miR-214-3p ile iligkili bilgiler.

Gen Ailesi mir-214 Sekans (5'->3") (22 nts)
Oncii hsa-mir-214 Olgun  ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
miRBase erisim 1y 1A 70000271 Seed  CAGCAGG
numarasi

circGPRC5A

328 346
| |
5'-GUC. .UCCAU C C GCUCA. .AAG-3'

CUGCUU UC UGCCUGCUG

GACGGA AG ACGGACGAC
3'-u C AC A-5'
I I
21 2
hsa-miR-214-3p

Sekil 4.7. hsa-miR-214-3p ve circGPRCS5A arasindaki etkilesim bdlgelerini gosteren

gorsel hizalama.
Dikey cizgiler (]), bazlarin tamamlayici sekilde eslestigi kanonik eslesmeleri temsil eder (A-U,

G-C)

GPRCSA
5847 5876
| |
5' -GGG . .GGAU G A G G GUGU...GAA-3'
GCUGCU G UCUGUGU UGU UGU
PLLEL: | e [ |
UGACGG C AGACACG ACG ACA
= A < G - -5
| |
22 1

hsa-miR-214-3p

Sekil 4.8. hsa-miR-214-3p ve GPRC5A mRNA arasindaki etkilesim bolgelerini
gosteren gorsel hizalama.

Dikey cizgiler (]), bazlarin tamamlayici sekilde eslestigi kanonik eslesmeleri temsil eder (A-U,
G-C); iki nokta st iiste isareti (:) ise bazlarin temas ettigi ancak geleneksel tamamlayicilik
kuralina uymadigr kanonik olmayan eslesmeleri gosterir; arti isaretleri (+) ise eslesmede
uyumsuzluklari veya etkilesimin miikemmel olmadig1 bolgeleri gosterebilir.
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Ayrica, IntaRNA yazilimi, hsa-miR-214-3p ile circGPRCS5SA arasinda daha once
sunulandan daha az negatif E degeriyle lic baska olasi etkilesim gostermektedir. Bu

etkilesimler Cizelge 4.6'da rapor edilmistir.

Cizelge 4.6. circGPRCS5A ve hsa-miR-214-3p arasindaki dngoriilen etkilesimler.

Hedef ad1 start]  endl miRNA adi start2  end2  E (kcal/mol)
1 circGPRC5A 328 346 hsa-miR-214-3p 2 21 -18.95
2 circGPRC5A 763 781 hsa-miR-214-3p 2 20 -10.95
3 circGPRCS5A 391 403 hsa-miR-214-3p 2 18 -6.4
4 circGPRC5A 839 845 hsa-miR-214-3p 2 8 -5.25

4.6. miRNA Ekspresyonu ile ilgili Konular

4.6.1. Hiicre hatlarindan izole edilen total RNA'nin konsantrasyonu

MCFI10A, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindan miR-214-3p analizine yonelik
olarak izole edilen toplam RNA konsantrasyonlar1 Cizelge 4.7'de raporlanmigtir. Bu
hiicre hatlar1 arasinda en yliksek RNA konsantrasyonu MDA-MB-231'de gbzlemlenmis,
bunu MCF7 takip etmis ve en diisiik konsantrasyon MCF10A'dan elde edilmistir.
A260/280 ve A260/230 saflik oranlari, protein, tuz veya fenol gibi kirleticilerin 6nemli
bir varlig1 olmaksizin, iyi kalitede RNA elde edildigini gostermektedir.

Cizelge 4.7. Ekstrakte edilen RNA'nin konsantrasyonlar1 ve kalitesi.

Hiicre hatt1 6rnegi ~~ RINA Konsantrasyon A260/280 A260/230
(ng/ul)
MCF10A 449,7 2,03 2,03
MCEF7 702,0 2,06 2,17
MDA-MB-231 780,8 2,05 2,19
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4.6.2. Meme kanseri hiicrelerinde miR-214-3p ekspresyon diizeyi

In silico analiz yoluyla secgilen miRNA'min meme kanseri hiicre hatlarinda
reglilasyonunun artip artmadigini belirlemek amaciyla stem-loop RT-qPCR yontemi
uygulanmistir. Ancak, elde edilen sonuglar tam tersini gostermistir: miR-214-3p’nin
reglilasyonu, MCF10A ile karsilastirildiginda MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
azalmstir (Sekil 4.9). Bununla birlikte, primerlarin 6zgiilliigli dogrulanmadig: i¢in (Ek
Sekil 7), bu sonuclar kesin olarak degerlendirilemez; bu durum, kantifikasyonun

dogrulugunu etkilemis olabilir.
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Sekil 4.9. MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda miR214-3p’nin
ifadesinin kat degisimi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri, diger kanser tiirleri gibi, sadece fiziksel degisiklikler yoluyla degil, ayni
zamanda duygusal, sosyal ve ekonomik etkileri nedeniyle bireylerin yasam kalitesini
derinden etkileyen bir hastaliktir. Biyolojik ¢esitlilikle karakterize edilen karmasik bir
patolojidir ve bu durum, tan1 ve tedavi stratejilerinin se¢imini dogrudan etkilediginden

onemli bir zorluk teskil etmektedir.

Gliniimiizde meme kanseri tedavisi, onemli heterojenligi ve ¢esitli molekiiler alt tipleri
ile klinik davranis kaliplari1 géz Oniinde bulundurarak, biyolojik profiline gore
belirlenmektedir. Bu nedenle, birgok vakada tedavi cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
hedefe yonelik tedaviler ve endokrinoterapilerin kombinasyonunu gerektirmektedir.
Ormegin, HER2 pozitif timdrlerde trastuzumab gibi anti-HER2 monoklonal antikorlarla
biyolojik tedaviler uygulanmaktadir. Ostrojen veya progesteron reseptorii pozitif
tiimorlerde endokrinoterapi olumlu sonuglar gostermistir. Ancak, bu molekiilleri ifade
etmeyen Ug¢lii negatif meme kanserlerinde (TNBC) bu tedaviler etkisiz olup, tedavi
secenekleri sadece cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile sinirlidir (Katsura ve ark.,

2022).

Bu zorluklar, meme kanseri gelisimi ve progresyonunda rol oynayan etiyoloji, biyoloji
ve tiim etkenlerin daha iyi anlasilmasi ihtiyacini ve yeni tani ile tedavi alternatiflerinin

kesfini acil kilmaktadir.

Son zamanlarda, meme kanseri de dahil olmak iizere kanser arastirmalarinda
kodlamayan RNA’lar, ¢esitli biyolojik siireclerin diizenlenmesindeki kritik rolleri
nedeniyle 6nem kazanmistir. Tanisal biyobelirte¢ olarak potansiyelleri gosterilmis ve
meme kanseri tedavisinde terapotik ara¢ olarak uygulanmalart aktif sekilde
aragtirilmaktadir. Ozellikle, yapisal avantajlari nedeniyle klinik uygulamalar igin umut

vadeden circRNA’lar biiyiik ilgi cekmistir.

Bu caligma, kanser biyolojisinde 6nemli bir rolii olan GPRCS5A geninden tiireyen
dairesel RNA circGPRC5A’ya odaklanmistir. GPRCS5A, hiicre proliferasyonu,

farklilasma ve homeostaz gibi ¢ok sayida fizyolojik siiregte sinyal kaskadlarinda genel
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aracilar olarak gérev yapan G proteinine bagl reseptor (GPCR) ailesinden bir proteini

kodlamaktadir.

Bu proteinin hiicresel siireclerin genis spektrumunda yer almasi nedeniyle, bu proteinin
anormal aktivasyonu veya gen regiilasyonundaki bozukluklardan kaynaklanan ifade
varyasyonlari, meme kanseri dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin gelisimine yol
acabilmektedir (Gu ve ark., 2018). Ayrica circGPRC5A’nin mesane kanserinde
GPRC5A’y1 diizenleyerek tiimor gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir. Bu
nedenle, circGPRC5A’nin meme kanseri patolojisinde de rol oynayip oynamadigini
degerlendirmeyi amagladik. Bu amagla, meme kanseri hiicre hatlar1 MCF7 ve
MDA-MB-231’de circGPRC5A ve GPRC5A’nin ifade seviyeleri, kontrol olarak
kullanilan epitelyal hiicre hattt MCF10A ile karsilagtirildu.

Sonuglarimiz, circGPRC5A ve GPRC5A mRNA’nin meme kanserinde daha oOnce
bildirilmemis bir sekilde diizensiz regiile oldugunu ortaya koymustur. MCF7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde, MCF10A’ya kiyasla her iki molekiilin ifade seviyelerinin

azaldig1 gorilmiistiir.

Daha 6nce bahsedildigi gibi, Gu ve ark. (2018), circGPRC5A diizenlemesini ¢aligsmis ve
bizim bulgularimizin aksine, mesane tiimdrleri ve mesane kanseri kok hiicrelerinde

circGPRC5A ve GPRC5A’nin regiilasyonunun arttigini rapor etmistir.

Benzer sekilde, meme kanseri hiicre hatlarinda gozlemlenen GPRCS5A’nin
regiilasyonunun azaldigini, Nagahata ve ark. (2005) ile Dairkee ve ark.’nin (2009)
normal meme hiicrelerine kiyasla meme kanseri hiicrelerinde yiiksek GPRCSA
ekspresyonu rapor etmeleriyle g¢elismektedir. Ancak sonraki yillarda, Yang ve ark.
(2021) galismalarinda kullandiklar1 tim meme kanseri hiicre hatlarinda (MCF7 ve
MDA-MB-231 dahil) GPRC5A ekspresyonunun MCF10A kontroliinden daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Ozellikle, MDA-MB-231’in MCF7’den daha belirgin bir

regiilasyon azalmasi gosterdigi, bu ¢alismanin sonuglartyla tamamen uyumludur.

Incelenen her iki meme kanseri hiicre hattinda circGPRC5A ve GPRC5A’nin diizensiz

reglilasyonu, bu molekiillerin meme kanseri patogenezinde rol oynayabilecegini
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distindiirmektedir. Bu durum, her iki molekiiliin MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla

regiilasyonunun azaldig1 g6z oniine alindiginda 6zellikle 6nemlidir.

MDA-MB-231, MCF7’ye gore ¢ok daha agresif bir alt tip olan TNBC hiicre hattidir.
ER, PR ve HER2 ekspresyonunun yani sira mutasyona ugramis p53 tasimaktadir, oysa
MCF7, normal (yabanil tip) p53 ekspresyonuna sahiptir. Bu ayrim, p53’iin DNA’ya
baglanip GPRC5A ekspresyonunu baskilayan bir transkripsiyon faktorii olarak goérev
yaptig1 bildirilmis olmas1 nedeniyle dnemlidir (Wu ve ark., 2005).

TP53, yaygin olarak timor baskilayici bir gen olarak bilinse de, fonksiyon kaybi
mutasyonlarinin kanser progresyonunu ve kotii prognozu tesvik etmesi yaninda, rolii
daha karmasiktir. Mutant p53’iin, kanser hiicrelerinde yliksek seviyelerde birikimine
bagl olarak kazanilmis islev (gain-of-function, GOF) mekanizmasiyla onkojenik rolii

oldugu yoniinde 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Liu ve ark., 2024).

Hollestelle ve ark. (2010), cesitli meme kanseri hiicre hatlarmin molekiiler
karakterizasyonu ile, MDA-MB-231’de p53’iin missense mutasyonlu ve asir1 eksprese

(overexpressed) oldugunu bildirmistir.

Wu ve ark. (2005)’in GPRCSA iizerindeki baskilayici p53 fonksiyonu gz oniine
alindiginda, MDA-MB-231’deki p53 asir1  ekspresyonunun, circGPRC5A’ nin
diizenleyici etkisiyle birlikte, GPRC5A’nin belirgin azalan regiilasyonuna neden
olabilecegi cikarilabilir. Wu ve ark. (2005) mutant p53 tasiyan TNBC hiicrelerinde
GPRCS5A agsirt ekspresyonu bildirmis olsalar da, MDA-MB-231 bu calismaya dahil

edilmemistir.

MCF7 i¢in ise, normal p53 ekspresyonuna sahip olmasi (Hollestelle ve ark., 2010; Wu
ve ark., 2005) ve circGPRC5A’nin regiilasyonunun azalmasi, MDA-MB-231’¢ kiyasla
daha 1liml diizeyde diisik GPRCS5A ekspresyonunu agiklayabilir.

Ayrica circGPRC5A ve GPRC5A’nin paralel ifade profili, circRNA-miRNA-mRNA
etkilesim aginda, dairesel RNA’larin tipik olarak hedef mRNA ile ayni ifade paterni
gosterdigi, karsilik gelen miRNA’larin ise ters yonde ifade edildigi dikkate alindiginda,

miRNA’lar araciligiyla diizenleyici bir mekanizmay1 akla getirmektedir.
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Bu dogrultuda, MCF10A, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda miR-214-3p

ekspresyon seviyeleri dl¢iilmiistiir.

miR-214-3p se¢imi, hem GPRC5A hem de circGPRC5A ile yiiksek afiniteli baglanma
bolgeleri ve enerji skorlar1 gosteren korunan baglanma bolgelerinin varligina dayanan in

silico biyoinformatik analizlere dayanmaktadir.

Ancak Onceki literatiirde miR-214-3p’nin meme kanseri hastalarinda osteolitik kemik
metastazlarinda (Liu ve ark., 2017) ve TNBC dokularinda (Ren ve ark., 2024) asir1
ifadesi rapor edilmesine ragmen, ¢alismamizda miR-214-3p tiim kanser hiicre hatlarinda

regiilasyonunun azaldigi bulunmustur.

Bu bulgular, qPCR’de miRNA 06zgiil amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerde
gozlemlenen oOzgilliik eksikligi nedeniyle dikkatle yorumlanmalidir. Bu nedenle,
miR-214-3p’nin daha dogru kantifikasyonu icin ek analizler veya alternatif olarak diger
miRNA adaylarinin arastirilmast  ve  ¢ift-liiminesans  (dual-luciferase), RNA
immiinopresipitasyon (RIP) veya CLIP-seq gibi deneysel validasyon yoOntemleriyle
circGPRCS5A ile segilen miRNA ve miRNA ile GPRC5A arasindaki etkilesimin

dogrulanmas1 gerekmektedir.

Ayrica, circGPRC5A-miRNA-GPRCS5SA  diizenleyici ekseninin meme kanseri
timorjenezindeki roliinli agiklamak i¢in fonksiyonel ¢aligmalara ihtiyag vardir. Bunlar,
circRNA’lar i¢in plazmidler ile asir1 ifade ve siRNA veya shRNA kullanarak gen
susturma yaklasimlarini, ayrica miRNA inhibitorleri, siingerleri, mimikleri veya

ekspresyon plazmidleri kullanilarak islevsel rollerinin degerlendirilmesini i¢germelidir.

Son olarak, daha fazla sayida meme kanseri hiicre hattinin eklenmesi, tiimor alt

tiplerinin temsil giiclinii artiracaktir.

Bu 6n calismanin sonuglar1 birlikte ele alindiginda, circGPRC5A'nin meme kanseri
patogenezine potansiyel olarak dahil olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
MDA-MB-231 hiicrelerinde goézlemlenen circGPRC5A ve GPRCS5A ekspresyonundaki
azalma goz oniinde bulunduruldugunda, bu diizensizligin altinda yatan mekanizmalarin,

p53'in rolii de dahil olmak iizere, daha ayrintili olarak arastirilmasinin 6nemi
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vurgulanmaktadir. Nitekim, GPRC5A’nin tiimdr progresyonunda, EGFR ile iliskili
sinyal yoluna ve onun alt kolu olan PI3K/Akt sinyal yoluna katilimi yoluyla yer aldig1
daha Once gosterilmistir. Bu yollarin proliferasyon, sagkalim ve apoptoz gibi temel
hiicresel islevlerle iliskili olmasi, GPRC5A ekspresyonunun nasil diizenlendigini

anlamay1 daha da 6nemli kilmaktadir (Yang ve ark., 2016; Yang ve ark., 2021).

circRNA/miRNA/mRNA diizenleyici ekseni, meme kanserinin erken tant ve
prognozunda molekiiler biyobelirte¢ olarak tasidigi potansiyel nedeniyle giderek artan
bir ilgi gormektedir. Bu baglamda, circGPRC5A nin miRNA’lar araciliiyla GPRC5A
tizerindeki etkilesimini ve diizenleyici etkisini dogrulamak ve ayrica meme kanserinde
tanisal, prognostik veya terapotik bir biyobelirteg olarak potansiyelini degerlendirmek
amactyla ek fonksiyonel caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir; zira bu calismada elde

edilen sonuclar kesinlik tasimamaktadir.

Ozetle, bu ¢alisma ilk defa, meme kanseri hiicrelerinde circGPRC5A ve GPRC5A’ nin
ifadesinin Onemli Olclide azaldigim1 gostermistir. Bu da bu genlerin timor
progresyonundaki potansiyel roliinli vurgulamaktadir. Ayrica, bu sonuglar,
GPRC5A’nin  biyolojik fonksiyonlarinin ve diizenleyici mekanizmalarinin daha

derinlemesine anlasilmasi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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EK 1. TRIS-ASETAT (TAE) TAMPONUNUN HAZIRLANMASI (PH 8.0)

Ilk olarak, asagidaki bilesenler bir siseye eklenerek 50X TAE ¢dzeltisi (500 mL

hacminde) hazirlandi:

e 121 gTris+350mL su
e 28,55 mL glasiyal asetik asit
e 50mL 0,5MEDTA

Toplam hacim 500 mL'ye saf su ile tamamland1 ve pH 8.0 olacak sekilde ayarlandi. Son

olarak, 50X TAE ¢dzeltisi 1X olacak sekilde seyreltilmistir.

0,5 M EDTA'nin (50 mL hacminde) hazirlanmasi i¢in, 9,31 g EDTA tartild1 ve 50 mL

su i¢inde ¢oziilerek pH 8.0’a ayarlandi.

79



EK 2. DIVERGENT PRIMER TASARIMI

Dairesel RNA’larin tespitine yonelik zenginlestirme stratejisi, PCR sirasinda spesifik
primerlerin kullanimiyla gergeklestirilmektedir ve bu siireg, dairesel RNA’nin olustugu
dogrusal mRNA sablonunda birbirinden uzaklasacak sekilde tasarlanmis divergent
(ayrilan) primerlerin tasarimini icermektedir. Dairesellesme sirasinda, tamamlayicilik
esasina gore primer tasarimi i¢in kullanilan diziler, dairesel sablon {izerinde birbirine
yakin, yani konverjan olacak sekilde konumlanmaktadir. Bu primerler, calisiimasi
hedeflenen dairese]l RNA’nin BSJ bolgesini ¢evrelemekte ve bu bolgeyle ortlismektedir;
bdylece yalnizca bu molekiillerin spesifik amplifikasyonu saglanmaktadir. Buna karsilik,
dogrusal mRNA sablonlar1 iizerindeki divergent yonelimleri nedeniyle bu primerler

dogrusal transkriptlerde amplifikasyona yol agmamaktadir.

lineer RNA circRNA
(divergent primer oryantasyonu) (convergent primer oryantasyonu)
D — Y/ BSJ \
L
ekzon 1 ekzon 2 ekzon 1
qRT-PCR ekzon 2

Amplifikasyon

gergeklesmez qRT-PCR l

—p —
I

BSJ bolgesi
amplifiye olur

Ek Sekil 1. Dairesel RNA’larin spesifik tespiti i¢in primer tasarimi stratejisi (Vromman

ve ark., 2022°den alinmustir)
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EK 3. HEDEF MOLEKULLERIN ERIME EGRILERI

Tasarimi yapilan primerlerin 6zgiilliigl, erime egrilerinde tek bir pik gozlemlenerek

dogrulanmistir (Ek Sekil 2). Biitiin primerler i¢in tek pik gdzlenmistir.
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Ek Sekil 2. Amplifiye edilen circRNA ve mRNA molekiillerine ait erime egrisi
grafikleri. (A) GPRC5A ve (B) circGPRCS5A hedef genler olarak, (C) GAPDH ve (D)
circHIPK3 ise i¢ kontrol olarak kullanilmistir.
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EK 4. RNA ORNEKLERININ %1 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

MCF10A, MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre hatlarindan izole edilen total RNA
orneklerinin agaroz jel elektroforezi, RNA’nin biitiinliigiinii korudugunu gostermistir;
zira 28S rRNA’ya karsilik gelen (iistte, daha yogun ve kalin bant) ve 18S rRNA’ya
karsilik gelen (altta, daha ince bant) iki belirgin bant agikca gozlemlenmistir. Bununla
birlikte, 28S ve 18S bantlar1 i¢in beklenen biiyiikliikler sirasiyla 5 kb ve 1.9 kb'dir.
Ancak, kullanilan marker ile karsilastirlldiginda bu biiyiikliikler beklenen sekilde
gozlemlenmemistir. Ancak, 28S ve 18S rRNA bantlarinin belirgin varligi, total
RNA’nin bitiinliigiiniin giivenilir bir gostergesi olarak kabul edilmektedir; smear

olmamast RNAnin biitiinliigiiniin korunduguna isaret etmektedir.

Kilobases Mass (ng)

=100 42
-80 42

-80 50
-50 42

-40 33

-30 125

- 20 48
- 1.5 36
-10 42
=05 42

Ek Sekil 3. MCF10A (1), MDA-MB-231(2) ve MCF7 (3) hiicrelerinden izole edilen
total RNA orneklerinin %1 agaroz jel elektroforezi. 1 kb DNA Ladder kullanilmigtir
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EK 5. HEDEF GENLERIN CT DEGERLERI

Ek Cizelge 1. MCF10A, MDA-MB-231 ve MCF7 RNA 0Orneklerindeki hedef genler
icin qRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri

Hiicre hatt1 Hedef Gen Ct Degeri Ortalama Ct degeri
CircGPRC5A 32,542762756 32,19553439
MCF10A CircGPRC5A 32,085491180
CircGPRC5A 31,958349228
CircGPRC5A 33,622028351 33,6296018
MCF7 CircGPRC5A 34,106296539
CircGPRC5A 33,160480499
CircGPRC5A 36,85611725 36,62419383
MDA-MB-231 CircGPRC5A 36,13557053
CircGPRC5A 36,88089371
GPRCS5A 18,92679977 18,49773216
MCF10A GPRC5A 18,45492935
GPRC5A 18,11146736
GPRC5A 20,4231205 20,30711746
MCEF7 GPRC5A
GPRCS5A 20,19111443
GPRC5A 29,93464279 29,93408966
MDA-MB-231 GPRC5A 29,91744995
GPRCS5A 29,95017624
CircHPK3 26,29693794 26,18458684
MCF10A CircHPK3 26,0915966
CircHPK3 26,16522598
CircHPK3 26,56373787 26,38759486
MCF7 CircHPK3 26,28597832
CircHPK3 26,31306839
CircHPK3 27,39274597 27,19274839
MDA-MB-231 CircHPK3 27,51790237
CircHPK3 26,66759682
GAPDH 17,73676872 17,8087279
MCF10A GAPDH 17,85481644
GAPDH 17,83459854
GAPDH 18,22611237 18,33002281
MCF7 GAPDH 18,29942703
GAPDH 18,46452904
GAPDH 18,42965508 18,16738065
MDA-MB-231 GAPDH 18,49790382
GAPDH 17,57458305
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EK 6. CIRCGPRC5A VE GPRC5A ILE ILISKILI OZGUL MIRNA'LAR.
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Ek Sekil 4. circGPRC5A ve GPRC5A ile potansiyel olarak etkilesime giren ortak ve

0zgiin miRNA'lar



EK 7. MIRNA TAYININDE ERIME EGRILERI

MiRNA-214-3p ve U6 icin tasarlanan primerlerin 6zgiilliigli, erime egrisi analiziyle
gozlemlenmistir (Ek Sekil 5). GPRCS5A ve circGPRCS5A i¢in elde edilen erime
egrilerinden farkli olarak, bu durumda erime sicakliginda yalnizca bir pik yerine
birden fazla pik tespit edilmistir; bu durum, primerlerin 6zgiil olmadigin1 veya ¢ok
sayida primer dimeri olustugunu gostermektedir.
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Ek Sekil 5. (A) miR-214-3p molekiiliine ve (B) internal kontrol olarak kullanilan U6

molekiilline ait erime egrisi grafikler
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