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ENDOTOKSININ N9 FARE MiKROGLIAL HUCRE HATTINDA MiKRORNA
EKSPRESYON PROFILINE OLAN ETKIiSi

Serpen Durnaoglu, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinir Bilimler

Anabilim Dal1, 35340, Inciralti, Izmir

OZET

Mikroglia, beyin makrofaji olarak taninan glial hiicre tipidir. Immunofenotipik ve
fonksiyonel olarak monosit ve makrofaj hiicreleriyle benzerlik gostermektedir. Merkezi sinir
sisteminde (MSS) mikroglia inflamatuar siireclerde 6nemli bir role sahiptir. Post-
transkripsiyonel gen regiilasyonunda biiyiik rol oynayan MikroRNA’lar (miRNA), kiiciik,
kodlama yapmayan RNA’lardir. Bu calismada amacimiz mikroglial aktivasyonda

miRNA’larin roliinii arastirmaktir.

Calismanin 6n asamasinda, N9 fare mikroglial hiicreleri lipopolisakkaridin (LPS)
100 ng/ml LPS dozu kullanilarak aktive edildi. Mikrorray yontemi kullanilarak miRNA
ekspresyon degisimleri belirlendi. Bu yontemle ekspresyon degisimi belirlenen
miRNA’lardan miR-191, miR-193 ve miR-431’iin gen ekspresyonu kantitatif PCR (qPCR)
yontemiyle incelendi. Daha sonra bu miRNA’larin hedef genleri biyoinformatik yontem

araciligiyla belirlendi. Belirlenen hedef genlerin validasyonu Lusiferaz testi ile yapildi.

Mikroarray sonuglarina gore ekspresyon degisimi en fazla olan 30 adet miRNA
belirlendi. qPCR sonuglarma gére miR-191, miR-193 ve miR-431’in ekspresyonun artt1g1
gosterildi. Biyoinformatik yontemle belirlenen hedef genlerin ( IL-6, IL-10 ve IRAKI1 )
validasyonu yapildi. Bu miRNA’lardan miR-191’in IL-6’y1, miR-193’iin IL-10’u ve miR-
431’in IRAK1’1 hedefledigi gosterildi.

Anahtar sozciikler: Mikroglial aktivasyon, Lipopolisakkarit, mikroRNA



THE EFFECT OF ENDOTOXIN ON MICRORNA EXPRESSION PROFILE IN N9
MOUSE MICROGLIAL CELL LINE

Serpen Durnaoglu, Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of

Neuroscience, 35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

Microglia is a type of glial cell that are known as macrophages of the brain. They are
immunophenotypically and functionally similar to monocytes and macrophages. In the
central nervous system (CNS), microglia plays an important role in the inflammatory
process. MicroRNAs (miRNAs) which are small, non-coding RNAs have a crucial role in
gene regulation at the post-transcriptional level. In this study we aimed to search the role of

miRNA on microglial activation.

In the experiment, N9 cells were treated with 10-1000ng/ml doses of
Lipopolysaccharide (LPS). In preliminary study, by using 100 ng/ml LPS, N9 mouse
microglial cells were activated. By using microarray method, miRNA expression changes
were determined. Among miRNAs which were determined by microarray, the gene
expression of miR-191, miR-193 and miR-431 were examined by qPCR. Afterwards, target
genes of those miRNAs were determined by bioinformatics analysis. The validation of target

genes which were determined before was done by Luciferase assay.

According to qPCR data, its shown that the expression of miR-191,miR-193 and
miR-431 increased. The validation of target genes (IL-6, IL-10 ve IRAK1 ) which were
determined by bioinformatic method, were done. Of these miRNAs, it has shown that miR-

191 targets IL-6, miR-193 targets IL-10 and miR-431 targets IRAKI.

Key Words: Microglial activation, Lipopolysaccharide, microRNA



1. GIRIS VE AMAC

Mikroglial hiicreler merkezi sinir sisteminin immiin hiicreleridir. Fetal donemde
kemik iliginden beyine gd¢ ederek, hiicre 6liimii sonucu olusan ndronal ve oligodendroglial
hiicre artiklariin fagosite edilmesi ve sindirilmesi saglamaktadir. Yagamiin geri kalan
evresinde enfeksiyon ve hastalik durumlar disinda inaktif ve sessiz durumda kalmaktadir.
Enfeksiyon durumunda sinir sisteminin enfeksiyoz etkenlere karsi korunmasina katilan bu
hiicreler, Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif, multipl skleroz gibi
otoimmiin noroinflamatuvar, stroke gibi akut vaskiiler noroinflamatuvar ya da yenidogan
doneminde hipoksik-iskemik beyin hasar1 ya da néroAIDS ve sizofreni hastaliklarinda

aktifleserek doku kosullarina gore iki degisik fenotipe yonelmektedir.

Norotrofik faktorlerin {iretimini yapan noroprotektif fenotip néron ve glial hiicre
koruyucu bir etki gosterirken, norotoksik fenotip salgiladigi nitrik oksid (NO), reaktif
oksijen {irlinleri ya da tiimor nekrozis faktor alfa (TNFa) gibi proinflamatuvar sitokinler
araciligiyla néronlarin ve oligodendroglial hiicrelerin 6liimiine yol agmakta ve doku hasarini

artirmaktadir.

Mikroglia hiicre kiiltiirlerine, lipopolisakkarid (LPS) gibi bakteri {iriinlerinin,
interferon gamma gibi proinflamatuvar sitokinlerin ya da beta amiloid gibi Alzheimer
hastaliginin patogenezinde yer alan norotoksik maddelerin eklenmesi, proinflamatuvar
uyaran olarak mikroglialarin aktive olmasini saglamaktadir. Bu aktivasyon sonucu

norotoksik mikroglia fenotipinin olugsmasina neden olmaktadir.

Olgun halleri yaklasik 22 niikleotidden olusan miRNA’lar, kodlanmayan RNA’lardir.
MikroRNA’lar hiicre sitoplazmasinda hedef mRNA’larmin belli tanima bdlgelerine
baglanarak mRNA yikimi ya da translasyonun baslamasi ve ilerlemesini neden olmakla

beraber baskilama yoluyla protein ekspresyonunu segici olarak azaltmaktadir.

Yapilan bu calismada MSS’de mikroglial hiicrelerde aktivasyon mekanizmalarinda
yer alan miRNA’larin belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda mikroglial
hiicreler bir ¢esit endotoksin olan lipopolisakkarid (LPS) ile uyarildi. Mikroarray ve qPCR
yontemleri ile miRNA ekspresyon degisiklikleri belirlendi. Ekspresyon degisikligi goriilen
miRNA’larin hedef genleri biyoinformatik yontemle belirlendi. Lusiferaz testi ile hedef

genlerin deneysel validasyonu yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroglial Hiicreler

Merkezi sinir sisteminde (MSS) noronal, glial ve vaskiiler olmak {izere 3 ana tipte
hiicre yer almaktadir. Ilk kez 1932 yilinda del Rio-Hortega tarafindan sinir sisteminin
ticiincli elemani olarak tanimlanan mikroglial hiicreler, glial hiicre tipindedir [1]. Kdkenleri
fetal makrofajlardan gelmektedir [2,3]. Fetal yasam doneminde kemik iliginden beyine go¢
eden bu hiicreler bu evrede fizyolojik programli hiicre 6liimii sonucu olusan ndronal ve
oligodendroglial hiicre artiklarinin fagosite edilmesi ve sindirilmesi gorevini gordiikten
sonra yasamin geri kalan evresinde enfeksiyon ve hastalik durumlari disinda inaktif ve sessiz

durumda kalmaktadir [4,5].

2.1.1. Mikroglia Fonksiyonlar1

Makrofaj benzeri fagositik hiicreler olan mikroglial hiicreler, apoptotik hiicrelerin
ortadan kaldirilmasinda yer almaktadirlar [6,7]. Mikroglialarin bu 6zelliklerinden dolay1
beyaz cevher aksonlarinin olusumunda, beyin dokusunun gelisim sirasinda sekillenmesinde
ve bazi hiicre projeksiyonlarinin eliminasyonunda rol oynadigi diigiiniilmektedir. [8-10].
Norogenez sirasinda yonlendirici ve destekleyici etkisinin oldugu 6ne siiriilmektedir [11,12].
Ayrica nérogenezle beraber gelisim ve yetiskin donemde sinaptogenezde de yer aldiklar
one stiriilmektedir [7]. Aksine, uzun yillardir sinaps eliminasyonunda da mikroglial
hiicrelerin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu diisiince, aksotomize fasiyel motor néronlarin
sinapslarinin mikroglial hiicreler tarafindan ortadan kaldirildigini gosteren bir bulgu ile
desteklenmigstir. [13]. Son zamanlarda yapilan bir calismada ise uzun siire mikroglia ile
temas halinde kalan sinapslarin ortadan kayboldugu iki-foton mikroskopi [14] teknigi ile
gosterilmistir [15]. Bu verilere gére mikroglial hiicreler sinaptik plastisiteye dolayli yoldan

etki etmektedir [16].

Enfeksiyon durumunda sinir sisteminin enfeksiyoz etkenlere karsi korunmasina
katilarak yararh bir islev goren bu hiicreler, Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastalig1 gibi
norodejeneratif, multipl skleroz gibi otoimmiin ndroinflamatuvar, stroke gibi akut vaskiiler
noroinflamatuvar ya da yenidogan doneminde hipoksik-iskemik beyin hasar1 ve

periventrikiiler 16komalazi (PVL) gibi vaskiiler ya da inflamatuvar hastalik durumlarinda,



noroAIDS ve sizofreni hastaliklarinda aktifleserek (mikroglial aktivasyon), doku kosullarina
gore iki degisik fenotipe yonelmektedir [17 -21].

Norotrofik faktorlerin i{iretimini yapan noroprotektif fenotipte mikroglial hiicre
koruyucu bir etki gosterirken, norotoksik fenotip salgiladigi nitrik oksid (NO), reaktif
oksijen iriinleri ya da TNFa gibi proinflamatuvar sitokinler araciligiyla noéronlarin ve
multipl skleroz gibi durumlarda egemen olarak oligodendroglial hiicrelerin 6liimiine yol

acmakta ve doku hasarini ilerletmektedir [22, 4,5].

Periferik immiin sistemle kiyaslama yapildiginda mikroglial hiicreler sadece
inflamatuar fonksiyon gormenin yani sira noronlara destek fonksiyonu gostermektedir.
Biiyiime faktorii, sitokin ve norotrofik faktor salgisi, glutamat alimi ve demir

uzaklastirilmasi gibi fonksiyonlarla ndronlara destek olmaktadirlar [23,24].

2.1.3. Mikroglial Aktivasyon

Beyinde herhangi bir hasar meydana geldiginde olusan molekiillere karst mikroglial
hiicreler aktive olup, inflamatuar yanit olusturmaktadirlar. Cesitli aktivasyon durumlarina
gecerek MSS homeostazini saglamaktadirlar [24,25]. Aktivasyon O©ncesi mikroglial
hiicrelerin inaktif olup, aktivasyon siiresi boyunca yavas yavas aktif forma gectigi
ongoriilmektedir. Fakat yapilan in vivo ¢alismalarda, mikroglialarin istirahat halinde bile
dinamik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle aktivasyon siireci fonksiyonel fenotipteki
degisiklik olarak goriilmelidir. Bu siiregte bozulan homeostaz, denetleme modundan reaktif
profile gecis yapilarak dengelenmektedir. Gegis siiresince kemotaktik diizenlemeler
saniyeler igerisinde gerceklesirken, kompleks gen kiimelerinin aktive olmasi daha gec

siirelerde gerceklesmektedir [26].

Mikroglial aktivasyona sebep olan molekiiller spesifik olarak reseptorlere
baglanmaktadirlar. Ornek olarak TLR’ler bakteriyel, fungal ve viral molekiilleri taniyarak

hiicre i¢i sinyalleme mekanizmasinin aktive olmasini saglamaktadir [27, 28].

Norotrasmitterlerin mikroglial aktivasyon mekanizmasi {izerinde yatistirict etkisi
bulunmaktadir. Cesitli ndrotransmitter reseptdrleri mikroglial hiicreler tarafindan eksprese
edilmektedir. Bu reseptorlerin aktive olmasi halinde anti-inflamatuar yanitlar

olusabilmektedir [29, 30].



2.1.4. Sinir Sistemi Hastaliklarinda Mikroglial Hiicrelerin Rolleri

Mikroglial hiicreler MSS’nde goriilen bazi nérodejeneratif, otoimmiin-demyelizan

ve akut vaskiiler noroinflamatuar hastaliklarin patolojilerine katilmaktadirlar.
Alzheimer Hastaligi

Alzheimer hastaligi (AH) yashlarda en sik rastlanan demans tipidir. AH
patolojisinde olusan Amiloid-f3 (AB) plaklar1 ve norofibriler yumaklar ndronal hiicre kaybina
neden olmaktadir. Mikroglial hiicreler olusan AP plaklarin1 fagositoz yoluyla ile yok
etmektedir. Bu nedenle mikroglia AH patolojisinde noroprotektif etki gostermektedir.
Ayrica patolojik bolgede inflamatuar yanitlarin  olugmasina neden olarak doku

rejenerasyonunda rol oynamaktadir [31].
Parkinson Hastalig

Parkinson hastalig1 (PH) , AH’dan sonra en sik rastlanan ndrodejeneratif hastaliktir.
Hastaliga beynin substantia nigra (SN) bdliimiindeki dopaminerjik néronlar dejenere olmasi
yol agmaktadir. Yapilan c¢alismalarda mikroglial inflamasyonun PH patolojisinin ana
mekanizmalarindan biri oldugunu gdsteren bir veri heniiz elde edilmemistir. Ozellikle,
SN’da yer alan spesifik dopaminerjik néronlarin aktive mikroglia tarafindan hedeflendigine

dair bir mekanizma yoktur [32].

SN’da biiyiik doku uygunluk kompleksi (Major histocompatibility complex; MHC)
simuif II molekiillerinin ekspresyonu nedeniyle mikroglial hiicrelerin PH patogenezinde yer
aldig1 one siiriilmektedir [33]. Fakat MHC smif II ekspresyonu ndrodejeneratif hastaliklarin
cogunda rol oynamaktadir ve immiinolojik saldirilara karsi gilivenlik duvart gorevi
gormektedir [34]. Mikroglial hiicreler, PH patolojisinde yer alan a-siniiklein proteini

tarafindan aktif hale gelmektedirler [35].
Inme

Inme, beyne yeterli kan gitmemesi sonucu olusan iskemik serebrovaskiiler bir
olaydir. Diinyada bir¢ok insan inme nedeni ile 6lmektedir. Post iskemik durumlarda ilk 6nce
penumbrada yer alan mikroglial hiicreler aktif hale gegmektedirler. Sonrasinda ise periferde
bulunan fagositik hiicreler ve lenfositler aktive olmaktadir. Akut iskemik durumda hasarli

doku tarafindan ROS, kemokin ve sitokin salinimi gergeklesir. Bu salinim sayesinde



adhezyon molekiilleri periferik lenfositlerin hasarli dokuya ulasmasini saglamaktadir.
Periferden gelen 16kositler subakut fazda sitokin, kemokin ve ROS salinim1 gergeklestirerek,
beyin inflamasyonunu artirmaktadir. Bu sayede yerel mikroglial hiicrelerin daha fazla aktif

hale gecmesini saglar [36].
Multiple Skleroz

Multiple Skleroz (MS), beyin ve spinal kordta yer alan ndronlarin aksonlarinin
myelin kiliflarinin zarar gormesi ile olusan inflamatuar bir hastaliktir. MS patolojisinde
mikroglianin rolii bulunmaktadir. Oligodendrosit, myelin veya aksonal hasar sonucu
mikroglial aktivasyon gerceklesmektedir. Bu aktivasyon MSS’nde sitotoksik inflamatuar

cevre meydana getirerek MS lezyonu olusumuna neden olmaktadir [37].
Amyotrofik Lateral Skleroz

Mikroglial hiicrelerin Amyotrofik lateral skleroz (ALS) patolojisinde motor ndron
Olimiinlerinde rol oynadigi diisiiniilmektedir [38]. Monosit kemoatraktant protein-1
(monocyte chemoattractant protein-1; MCP-1) ALS patolojisinde artmaktadir ve buna
kaynak olarak mikroglial hiicreler diisiintilmektedir [39]. ALS’d yapilan ¢aligmalardan elde
edilen verilere gore, mikroglianin noroprotektif etkisinin oldugu fakat mutant siiperoksit
dismutaz (mSOD) ekspresyonu ile norotoksik etki olusturdugu gosterilmistir. Buna gore
ALS patolojisinde meydana gelen motor noron dejenerasyonu mikroglianin diizgiin

calismamasindan kaynaklanmaktadir [40].
2.1.5. Mikroglia calisma yontemleri

Mikroglial hiicreler hem in vitro hem de in vivo ydntemlerle incelenebilmektedir. /n
vitro yontemler mikroglial hiicrelerin bir¢ok agidan incelenmesi agisindan 6nemlidir. Bunun
icin hiicre hatlar1 veya primer kiiltiirden elde edilen hiicreler kullanilmaktadir. Ancak bu
hiicreler ile yapilan ¢aligmalardaki verilerin deger kazanmasi i¢in, bu calismalarin in vivo

ortamda da gerceklestirilip, dogrulanmasi gerekmektedir [41].



In vivo ¢alismalarda ise deney hayvanlar1 ve insan dokularinda mikroglial hiicreler
incelenmektedir. Bunun igin immiinohistokimya (IHK) ve in situ hibridizasyon (ISH) gibi
yontemler kullanilmaktadir [42,43]. Ayrica Pozitron emisyon tomografisi (PET) de canli

viicudunda aktive olan mikroglial hiicrelerin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir [4].

Mikroglia Calisma Yéntemi
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hatlan embroyonik glial dokulan
hicreler

Sekil 1 : Mikroglia Calisma Y ontemleri

2.2. MikroRNA

Post-transkripsiyonel gen regiilasyonunda onemli rolii olan miRNA’lar kiiciik,
kodlama yapmayan RNA’lardir. Olgun bicimleri yaklagik 22 niikleotidden olusan bu
molekiiller primer miRNA (pri-miRNA) denilen miRNA gen transkriptlerinden enzimatik
yikimla ortaya c¢ikan Oncli miRNA molekiillerinden (prekiirsor miRNA, pre-miRNA)
tiremektedir.

miRNA’lar hiicre sitoplazmasinda hedef mRNA’larinda bulunan belli tanima
bolgelerine baglanarak mRNA yikimi ya da translasyonun baslamasi ve ilerlemesini
baskilama yoluyla protein ekspresyonunu segici olarak azaltmaktadir [44].

miRNA veritabani olan miRBase’de yaklasik olarak kayitli 19000 tane c¢esitli tiirde
miRNA bulunmaktadir (miRBase Release 17, Nisan 2011) [45].

miRNA’larin hiicre ¢ogalmasi, hiicre canliligi ve oliimi, timoér olusumu, damar
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olusumu, organ gelisimi, metabolizma, sirkadyan ritimler gibi bir¢ok hiicresel ve organizma
diizeyinde islevin gergeklestirilmesine katildig1r belirlenmistir [44]. Belirli miRNA’lar
spesifik olarak yalnizca sinir sisteminde eksprese edilmekte ve sinir sisteminin gelisimi dahil
bir¢ok islevde rol oynamaktadir [46-48].

Sinir sisteminde yer alan ¢esitli hastaliklarda ve bu hastaliklarin hayvan modellerinde beyin
dokusu ya da serumda spesifik miRNA ekspresyon degisikliklerinin gozlenmesi bu
molekiillerin noérolojik hastaliklarin  patogenezinde de o6nemli bir rol oynadigini

distindiirmektedir [46, 47,49].

2.2.1. miRNA Biyogenezi

miRNA’lar, hedef mRNA’nin 3'Untranslated Region (UTR) bolgesine baglanarak

gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak diizenlerler [50 ].

RNA polimeraz Il enzimi ile transkribe olan miRNA’lar, niikleer genomda tek
veya polisistronik halde bulunurlar. Transkripsiyon sonucunda primer mikroRNA (pri-
miRNA) molekiilii elde edilir [51]. Bir sonraki basamakta pri-miRNA’lar, mikroiglemci
kompleks tarafindan pre-miRNA (prekiirsor miRNA) formuna doniistiiriiliir. Bu kompleks
insanda Drosha ve DiGeorge sendrom kritik bolge gen 8 (DGCRS) proteinlerini igerir [52].
[k énce DGCR proteini, tek ve cift iplikli RNA molekiiliinii tanir ve ardindan Drosha ¢ift
iplikli hairpin yapidaki molekiilii keserek pre-miRNA’y1 olusturur. Olusan pre-miRNA’nin
5’ ucunda monofosfat, 3’ ucunda ise 2 niikleotid hidroksil uzantis1 bulunur ve eksportin-5

(Exp-5) araciligiyla sitoplazmaya taginir [53-55].

Sitoplazmaya tasinan pre-miRNA burda bulunan Dicer enzimi ile kesilerek matiir
miRNA’ya halini alir [56,57] ve miRNA dupleksi acilir. Bu sayede RNA baskilanmasinda
yer alacak olan komplementer zincir ortaya ¢ikar. Genellikle tek zincir RNA-indiiklenmis
susturma kompleksi’ne (RNA-induced silencing complex; RISC) girer [58] digeri ise
parcalanir [59-61].

RISC kompleksi bir Riboniikleoprotein (RNP) kompleksi olup yapisinda miRNA
ile beraber transactivation-responsive RNA-binding protein (TRBP), PKR aktive edici

protein (PACT) ve Argonaute-2 (Ago2) proteinlerini bulundurur.



Hedef mRNA’nin 3°-UTR boélgesine baglanan miRISC kompleksi genellikle

ekspresyonun baskilanmasina neden olur [62, 63].
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Sekil 2: miRNA biyogenezi
2.2.2. miRNA Deteksiyon Metodlar:

miRNA ekspresyon diizeyleri hiicre tipine ve ic¢inde bulundugu duruma gore
degisiklikler gostermektedir. Bu ekspresyon diizeylerini belirlemek icin kullanilan total
RNA’lar 200 niikleotitten kiicik RNA’lar bakimindan zenginlestirilmistir. Ekspresyonu

analiz edilecek miRNA’lar belirli ise northern blot veya RNaz koruma testi (RNase
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protection assay; RPA) tercih edilen yontemlerdir [64]. In situ hibridizasyonda miRNA
deteksiyonu i¢in kullanilmaktadir [65]. Fakat, daha az prob ve RNA gerektiren mikroarray
ile qPCR yontemleri daha sik tercih edilmektedir [66]. Bunlara ek olarak gen
ekspresyonunun seri analizi (Serial analysis of gene expression; SAGE) ve derin sekanslama

teknikleri de miRNA profilleme ¢aligmalarinda yer almaktadir.
Mikroarray

Mikroarray hiicre igerisinde meydana gelen degisiklikleri hizli ve giivenilir bir
sekilde analiz edebilen bir teknolojidir [67]. Mikroarray analizinin temel prensibi binlerce
genin DNA’smi bir ¢ipe yayildiktan sonra isaretli komplementer problarla hibridizasyonuna
dayalidir. Cip iizerinde bulunan prob miktarina goére binlerce transcript veya DNA molekiilii
ayni anda analiz edilebilmektedir.

miRNA mikroarray uygulamalarinda kullanilan total RNA 6rneklerinin %80-85’ini
ribozomal RNA (rRNA) olusturdugundan, bu 6rneklerin 200 niikleotitten kii¢iik RNA’larca
zenginlestirilmesi gerekmektedir. Ilk asama olan isaretleme ve hibridizasyonda yiiksek
kaliteli RNA’larin kullanilmas1 gerektiginden dolayt RNA kalitesinin belirlenmesi
gerekmektedir [68]. Hibridizasyon sonras1 yikamalar yapilmaktadir ve ikinci agamada lazer
tarayicilarla veri toplama islemi gergeklesmektedir. Son asamada olan analiz kisminda ise
veri normalizasyonu, analizi ve istatistiksel hesaplamalar yapilmaktadir. Veri
normalizasyonu i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. En sik kullanilan yontemler arasinda
Quantile [69], LOESS (Locally weighted regression and smoothing scatterplot) [70],

varyans stabilizasyonu [71] ve medyan normalizasyonlar1 yer almaktadir.
Kantitatif PCR

qPCR yontemi genellikle miRNA ekspresyon analizleri sonucu elde edilen verileri
dogrulamak i¢in yapilmaktadir. qPCR analizi sirasiyla ¢cDNA sentezi, PCR yontemiyle
isaretli iiriinlerin deteksiyonu ve data analizi olmak iizere 3 basamaktan olusmaktadir. ilk
basamakta miRNA’lar cDNA’ya cevrilmektedir. miRNA’lar ¢cok az sayida niikleotide sahip
olduklar1 i¢in PCR ile amplifiye edilmeleri zor olmaktadir. Bu nedenle mRNA’nin 3’ ucuna
poli(A) polimeraz enzimi ile Poli(A) kuyrugunun eklenmesi gerekmektedir. Daha sonra
universal primer baglanma sekanslarina sahip oligo d(T) sekanslari ile ¢cDNA sentezi
yapilmaktadir. PCR basamaginda, iiriinlerin deteksiyonu icin floresan bir boya olan SYBR

green | veya spesifiteyi artiran Tagman Problar1 kullanilmaktadir [72]. En son basamakta ise
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gruplar arasinda ekspresyon miktarinin karsilastirtlmast AAC; metodu  kullanilarak
yapilmaktadir. Ct degeri eksponansiyel ¢ogaltma sirasinda olusan 1stmanin belli bir degree
ulasana kadar gecirdigi siklus sayisidir [73]. Analiz sirasinda normalizasyon igin bir
“housekeeping” genin kullanilmasi gerekmektedir. U6 gibi kiigiik RNA’lar, miRNA qPCR
analizlerinde housekeping gen olarak kullanilmaktadir [74, 75].

In situ miRNA Deteksiyon Yontemi

In situ olarakta miRNA ekspresyon diizeyleri olciilebilmektedir. Bunun igin
modifiye edilmig kilitli niikleik asit (Locked nucleic acid; LNA) problar1 kullanilmaktadir.
Bu problardaki ribozun 2’ ve 4’ oksijen atomlar1 metilen koprisii ile baglanmistir.
Boylelikle LNA hedef bolgeye daha siki baglanip, denatiirasyonu engeller ve erime
sicakligint artirir. Erime sicakligl artan problar hibridizasyon sonrasi yapilan inkiibasyonda
hala bagli kalmaktadir. Arka plan olusumu bu modifikasyon sayesinde azalmaktadir. [76,

77].
2.2.3. miRNA Hedef Gen Belirleme

miRNA’lar yaklasik bircok genin 3’-UTR bolgelerine baglanarak bu genlerin
regiilasyonunda rol oynamaktadirlar. miRNA’larin hedeflemis oldugu bu genler cesitli
biyoinformatik yontemlerle belirlenebilmektedir. PicTar [78] , miRanda [79] , TargetScanS
[80] ve TargetScan [81] hedef belirlemek i¢in kullanilan en yaygin veritabanlaridir.

Fakat bu yontemlerle belirlenen miRNA hedef genleri 0Ongoriilen hedef
olduklarindan dolay1 deneysel olarakta valide edilmeleri gerekmektedir. Hedef validasyonu
icin Lusiferaz veya yesil floresan protein (green fluorescent protein; GFP) kullanilmaktadir

[82].
2.2.4. Dogal Bagisiklik Sisteminde miRNA’larin Rolii

Dogal bagisiklik sistemi viicudun disaridan gelen patojenlere karsi savunma
mekanizmasidir. Bu mekanizmada makrofajlar, dentritik hiicre (DH), nétrofiller, monositler
ve dogal oldiiriicii hiicreler (Natural killer cells, NK) yer almaktadir. Antijen sunucu hiicreler
(Antigen presenting cells, APC) olan makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi patojenin
varligint tespit etmektedir. Kendisine yabanci olan molekiilleri taniyan patern tanima
reseptorlerine (Pattern recognition receptor; PRR) sahiptirler. PRR’lerinin bir¢ok ¢esidi

bulunmaktadir. En iyi karakterize edilenler 11 ¢eside sahip olan TLR ve 10 ¢esidi olan IL-1
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reseptorleridir. Son yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere gore miRNA’larin dogal
bagisiklik sistemi hiicrelerinin gelisim ve fonksiyonlarinda rol aldiklar1 gosterilmistir.
Ayrica bu hiicrelerin fonksiyonlarinin regiilasyonuna katilan tanimlanmis miRNA’lar

bulunmaktadir [83, 84].

Monosit ve makrofaj diferansiyasyonunda éneme sahip olan PU.1 transkripsiyon
faktori miR-424 transkripsiyonunu aktive edip Nikleer Faktor I/A (NFI-A)’nin
translasyonunu baskilanmasina neden olur [85]. Makrofaj koloni uyarici faktér-1 (M-CSF)
gibi diferansiyasyona 6zgii genler, azalan NFI-A diizeyleri ile aktif hale geger. miR-233’{in
de miR-424 gibi myeloid hiicre diferansiyasyonunda yer aldig1 goriilmistiir [86].

Graniilosit-monosit progenitorlerinden koken alan nétrofiller Growth factor
independent 1 (GfI1) tarafindan farklilagsmaktadir [83]. In vitro ortamda miR-155’in siirekli
ekspresyonu immatiir graniilositlerin artmasini saglamaktadir. Bunun nedeninin SH2-
domain igeren inositol-5-fosfataz 1 (SH2-domain-containing inositol-5-phosphatase 1,
SHIP1)’in katilimi oldugu disiiniilmektedir [87,88]. miRNA’lar ayrica graniilosit
fonksiyonunu da regiile etmektedir. Ekspresyonu PU.1 ve CCAAT/enhancer-binding
protein-f (C/EBPp) tarafindan indiiklenen miR-223, nétrofillerin proliferasyonunu ve

aktivasyonunu baskilamaktadir [89].

miRNA’larin inflamatuar uyarana yanit olarak indiiklenmesi ve baskilanmasi pro-
inflamatuar veya anti-inflamatuar etki gostermktedir [90]. Onemli pro-inflamatuar uyaran
olan mikrobial iirtinler TLR ligand: olarak uyarim yaptiginda miR-9, miR-125b, miR-146a
ve miR-155 ekspresyonlarinda degisiklige neden olmaktadir [84]. TLR ligandlar1t NF-kB ve
c-Jun-N-Terminal Kinaz (JNK) yolaklarini kullanarak makrofaj ve DH’lerde miR-155
ekspresyonunu indiiklemektedir [91, 92]. Ayrica, in vivo olarak LPS uyariminda miR-125
ekspresyonunda azalis ve miR-155 ekspresyonunda ise artis goriilmiistiir. inflamatuar yanit
sirasinda miR-125b ekspresyonunun azalmasit TNFa baskilanmasini 6nlemektedir [92].
TLR4 uyarimi ile polimorfoniikleer nétrofillerde ve monositlerde miR-9 ekspresyonunda da
artis olmaktadir. TLR2 ve TLR7/8 agonistleri ve TNF-a ve IL-1p sayesinde miR-9’un
ekspresyonunu indiiklenmektedir [89]. miR-146 ve miR-21 de LPS ile TLR4’{in uyarilmasi
sonucu ekspresyonu artan miRNA’lardir [93,94]. Inflamasyonda miRNA’larin 6nemli

regiilator gorevi gordiikleri yapilan calismalarda gosterilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Calisma deneysel (in vitro) bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Calismamiz Mart 2011 ile Subat 2012 tarihleri arasinda 9 Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Ogrenme Kaynaklari Merkezi Arastirma Laboratuari’nda (ARLAB)
gerceklestirilmistir.

3.3. Calisma Materyali:
Arastirmada N9 fare mikroglia ve 293T insan embriyonik bobrek hiicre hatlar1 ve

Escherichia coli DH5a susu kullanilmistir.

3.4. Cahismanin Degiskenleri:
- miRNA ekspresyon diizeyleri (bagimli degisken)
- LPS dozu (bagimsiz degisken)

3.5. Veri toplama Araclar:

3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

(Calismada, Dr. Paola Ricciardi- Castagnoli’den (Cellular Pharmacology Center,
Milan, Italya) saglanan N9 fare mikroglial hiicre hatti kullamldi. N9 hiicre kiiltiirii icin
RPMI 1640 kiiltiir ortam1 (Biochrom AG, Almanya) kullanilarak %10 fetal sigir serumu
(Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya) ile desteklendi. Hiicreler 75 cm®lik
kiiltiir flasklarina (Greiner, Almanya) ekilerek haftada 3 kez olmak iizere % 0.05
konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Almanya) kullanilarak pasajlandi. Hiicre
kiltlirii islemleri i¢in Laminar akimli kabinet (Heraus, Almanya) kullanildi ve %5 CO,

igeren inkiibatérde (Thermo Scientific, ABD) 37°C’de inkiibe edildi.
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Calismada i¢inde yer alan hedef gen validasyon deneyleri i¢in HEK293 insan
embriyonik bobrek hiicre hattinin transfeksiyona uygun bir tipi olan 293T hiicre hattit DSMZ

(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) kullanildi.

293T hiicre kiiltiiri  icin  Dulbecco’s MEM (Biochrom AG, Almanya)
kullanilarak %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya)
ile desteklendi. Hiicreler 75 cm®’lik kiiltiir flasklarina (Greiner, Almanya) ekilerek haftada 2
kez olmak iizere % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Almanya)

kullanilarak pasajlandi.

Hiicreler pasajlanirken ilk olarak i¢inde bulundugu ortam ¢ekildi ve yerine 10 ml
Fosfat tamponlu fizyolojik soliisyon (Phosphate buffered saline; PBS) eklendi. Hiicreler
PBS ile yikandiktan sonra pipet yardimi ile PBS uzaklastirildi. Yikanan hiicrelere 5 ml
Tripsin/EDTA (%0,05/%0,02) soliisyonu eklenerek inkiibator i¢inde 2 dakika bekletildi. Bu
sayede hiicreler yapistiklar flask yiizeyinden ayrildi. Daha sonra flasklara 5 ml kiiltiir ortami1
eklenerek, daha Once eklenen tripsinle beraber geri alinarak 15 ml’lik tiiplere aktarildi.
Hiicreler 1500 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra ¢oken hiicrelerin iizerinde kalan
ortam uzaklastirildi. Hiicreler 1 ml kiiltiir ortam1 eklenerek siispanse hale getirildi. Hiicreler,
Thoma lami (Marienfeld, Almanya) kullanilarak sayildi. Flask basina 1 x10° hiicre gelecek
sekilde ekildi ve iizerlerine 10 ml kiiltiir ortami eklendi. Inverted 1sik mikroskobunda

(Olympus, Japonya) kontrol edilerek hiicreler inkiibatore kaldirildi.

3.5.2. In vitro Deney

N9 hiicreleri, flask bagina 5x10° hiicre olacak sekilde 75 cm*lik flasklara ekildi.
Bir gece boyunca inkiibatorde bekletildikten sonra flask i¢inde bulunan ortam
uzaklagtirilarak yerine 10, 100 ve 1000 ng/ml LPS (Esherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich,
Almanya) dozlarini iceren %1 FBS ve %1 L-Glutamin ‘li RPMI 1640 ortam1 eklendi.
Daha sonra %5 CO; igeren inkiibatore kaldirilan hiicreler 6 saat sonra toplandi ve bu

hiicrelerden RNA izolasyonu yapildu.
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3.5.3. RNA izolasyonu

In vitro deney sonrasinda hiicrelerden total RNA izolasyonu firmanin miRNeasy
RNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Oncelikle
hiicreler 700 pl Qiazol ile lize edildi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
lizatin tizerine 140 pl klorofom eklenip, sertce calkalandi. 2 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra tiipler 12000 xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifuj sonrasi
olusan olusan katmanlardan iist faz baska bir tiipe aktarildi ve {izerine 1,5 kat hacimde
Etanol (%100) eklendi. Olusan miks, RNeasy mini spin kolona aktarildi ve oda sicakliginda
10000 rpm’de santrifiij edildi. Kolon tizerine 700 ul RWT soliisyon eklenerek 10000 rpm’de
15 saniye santrifiij edildi. Sonrasinda kolona iki kez olmak iizere 500 pl RPE soliisyonu
eklenerek once 15 saniye ve ikinci olarakta 2 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edildi.
En son kolonlar yeni toplama tiiplerine aktarilarak iizerlerine 30 pl RNaz-free su eklendi ve
10000 rpm’de santrifiij edildi. Sonrasinda elde edilen RNA’larin konsantrasyonu
spektrofotometrede (Agilent, ABD) dlgiildii.

3.5.4. Mikroarray Analizi

Mikroarray analizi Febit (Almanya) firmasi tarafindan hizmet alinarak yapilmistir.
Bu analiz i¢in firmanin patentli ‘Microfluidic Primer Extension Assay‘ prensibi ile ¢alisan
“Geniom” Biochip MPEA mus musculus” ¢ipi kullanilmistir. Cip iizerinde bulunan problar

MirBase Release 14 (Eyliil 2009)’te (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml)

bulunan tim matiir ve matiir* miRNA’larin komplementer dizilerine gore tasarlanmistir.
Mikroarray ¢aligma prensibine gore oncelikle RNA’lar ¢ipe hibridize edilmistir. Problarin 5’
uclarinda bulunan uzatma bdlgeleri, hibridize olan RNA’lar1 primer olarak kullanarak
Klenow fragmanlar1 ile beraber biotinlenmis niikleotidler sayesinde uzama basamagi
gerceklestirilmistir. Biyotin  gorilintiilleme islemi Streptavidin—Phycoerythrin (SAPE)

molekiilleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.5.5. Kantitatif PCR Analizi

ilk olarak, izole edilen total RNA’lardan RT> miRNA First Strand Synthesis Kit
(SAbiosciences, ABD) kullanilarak cDNA (Complementary DNA) sentezi gerceklestirildi.
Herbir 6rnek i¢in steril PCR tiiplerine, total RNA 0,5-2 pg olacak sekilde eklendi. Ardindan,
1 ul miRNA RT Primer & ERC Mix (M1), 2 ul 5X miRNA RT Buffer 2 (M5), 1 ul miRNA
RT Enzyme Mix (M3), 1 ul Nucleotide Mix (M4) ve son olarak total miktart 10 pl’e
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tamamlayacak sekilde Nuclease free H,O su eklendi. Hazirlanan bu reaksiyon karigimi, PCR
cihazinda (BioRad, ABD) ) 37°C’de 2 saat, 95°C’de 5 dk olacak sekilde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 herbir tiipe 90ul Nuclease free H,O eklendi.

gqPCR analizinde kullanilan RT*> SYBR Green Mastermix ve primerler SABiosciences
(ABD) firmasindan alinmistir.  Reaksiyon karistmi Tablo - 1’daki gibi hazirlandi.
Housekeeping gen olarak snRNA olan U6 kullanildi.

Tablo 1 : cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler

Reaksiyon icerigi Miktar
RT* SYBR Green Mastermix 12,5l
cDNA 1pl
Primer (1 pM) 1l
Nuclease free H,O 10,5 pul
Toplam 25 ul

96 kuyucuklu PCR plaklarinda yer alan kuyucuklara, herbir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon
karsim1 eklendi. Plaka Roche Lightcycler 480 cihazina yerlestirilip, uygun program ile
calistirildi. Cihazin yazilimi ile C, degerleri (treshold cycle) hesaplandi. AACt yontemine
gore elde edilen Ct degerleri analiz edildi. ACt degerleri, Ctyirna-Ctue formiiliine gore
Microsoft Excel kullanilarak hesaplandi. Istatistiksel anlamlilig1 hesaplamak igin t-testi
yapildi. Ekspresyon degisimini hesaplamak i¢inse ACtps-ACtgonror formiilii kullanilarak
AACt degerleri hesaplandi. Son olarak 2" formiiliiyle ile ekspresyon degisim miktarlari

belirlendi.

3.5.6. miRNA Hedef Genleri Analizi

Hedef gen analizleri icin miRGen target veritabani kullanilmastir.
(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi)  Analiz sonucunda
belirlenen hedeflerden inflamasyonla iliskili olanlar se¢ildi. Fakat bu hedefler 6ngoriilen

hedef olduklarindan dolay1 Lusiferaz testi ile validasyonlar1 yapildi.

17


http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi

3.5.7. Lusiferaz Testi

RNA hedef genlerin validasyonu Lusiferaz testi ile yapildi. Bu test igin
transfeksiyona olan yatkinligindan dolay1r 293T hiicre hatt1 kullanildi. Test i¢in gerekli olan
miRNA genini ve hedef geni igeren plazmitler ile negatif kontrol hedef plazmitleri

GeneCopoeia (ABD) firmasindan alindi.

miRNA geninin bulundugu plazmitde (pEZX-MRO1) HI promotoru ve onun
arkasinda miRNA geni bulunmaktadir. miRNA hedef geninin bulundugu plazmitde (pEZX-
MTO1), hedef genin 3°-UTR dizisi yer almaktadir. Hedef gen analizinde belirlenen her bir
hedef gen mRNA’sina gore bu diziler degismektedir. Negatif kontrol hedef plazmitinde
(pEZX-MTO1) ise herhangi bir hedef bolgesi bulunmamaktadir. miRNA hedef genini iceren
plazmitde, Firefly ve Renilla lusiferaz geni bulunmaktadir. Renilla lusiferaz aktivitesine gore,
Firefly lusiferaz aktivitesi normalize edilmektedir. Plasmitler, Firefly lusiferaz geninin 3’-
UTR bolgesinde istenen hedef genin 3°-UTR bdlgesi hazir klonlanmis halde alinmustir.
Negatif kontrol plasmitinde ise 3’-UTR bolgesi bulunmamaktadir.

Hi iR
Wl
hid

(ILIR | ==viopt s 0n

: pEZX-MRO1 pEZX-MT01
E""i. t Amp
Moo EFfUh cPPT M E_J
- — ——
RRE  CMVELR
Sekil 3: miRNA genini iceren plazmit Sekil 4: miRNA hedef geni igeren

plazmiti

miRNA hedef genini igceren plasmit bakteriye transforme halde alindig: i¢in oncelikle
cogaltilmas: gerekmektedir. Bunun i¢in bakteriler, 100 pg/ml Kanamisin (Sigma-Aldrich,
Almanya) eklenen sivi LB igerisinde 37°C ‘de g¢alkalamali inkiibatorde gece boyu inkiibe

18



edildi. Daha sonra ¢ogalan bakterilerden Nucleospin Plasmid Kit (Macherey-
Nagel,Almanya) kullanilarak, kitin protokoliine goére plasmid DNA izolasyonu yapildi.
Protokole gor oncelikle bakteriler 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Olusan
bakteri pelletine 250 pl Al resilispansiyon soliisyonu eklendi ve pellet siispanse hale
getirildi. 250 ul A2 lizis soliisyonu eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan
300 ul A3 notralizasyon soliisyonu eklenerek 5 dakika 11000xg’de santrifiij edildi.Elde
edilen supernatant kolona aktarildi ve 11000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Yikama islemi
icin 600 ul A4 yikama soliisyonu eklenerek 11000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda
kolon bos halde 11000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Eliisyon kisminda ise kolon steril
santrifiij tiipiine aktarilarak lizerine 50 pl AE eliisyon soliisyonu eklendi. Kolon 1 dakika
boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra 11000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
izolasyon sonrasi, elde edilen plasmid DNA konsantrasyonu UV spektrofotometre ile

Olculdii.

Negatif kontrol plazmitini ¢ogaltmak icin bakteriyel transformasyon yapildi. Bunun
icin kompetent E. coli DH5a kullanildi. Bunun i¢in 100 pul kompetent hiicrelere 100 ng
plazmit eklendi. Buz iizerinde 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 2 dakika
42°C’lik su banyosunda tutuldu. Hemen ardindan buz iistiine konuldu. Uzerine 250 ul SOC
besiyeri eklendi ve 1 saat boyunca 37°C’de calkalanarak inkiibe edildi. Sonrasinda bakteriler
100 pg/ml Kanamisinli katt LB besi yerine ekildi. Gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Ertesi giin olusan kolonilerden alinarak 100 pg/ml Kanamisinli sivi LB besiyerine ekim
yapildi. Gece boyunca 37°C’de inkiibe edilerek bakteriler ¢ogaltildi. Cogalan bakterilerden
plasmit DNA izolasyonu Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel, Almanya) kitin protokoliine
gore yapildi.

Transfeksiyon

Plasmitler cogaltildiktan sonra lusiferaz testi i¢in 293T hiicreleri 96 kuyucuklu
plakalara herbir kuyucuga 10000 hiicre gelecek sekilde ekildi. Hiicreler, plaka ylizeyine
yapisabilmeleri i¢in 48 saat boyunca %35 CO; igeren inkiibatorde (Thermo Scientific, ABD)
bekletildi. 48 saat sonunda her deney grubu i¢in transfeksiyon ortami hazirlandi. Bunun i¢in
Endofektin (GeneCopoeia, ABD) kullanildi. Her deney grubu plakalarda 5’er kuyucuk
icerecek sekilde Tablo 2’deki gibi olusturuldu.
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Tablo 2 : Transfeksiyon i¢in hazirlanan gruplar

Grup No Grup icerigi

1 sadece hiicre

2 sadece endofektin

3 0,14 pg/ml miRNA plazmiti ve 0,10 pg/m Hedef gen plazmiti
4 0,14 pg/ml miRNA plazmiti ve 0,10 pg/m Hedef gen plazmiti

Her grup i¢in 5X transfeksiyon ortami hazirlandi. Tablo 2’de belirtildigi gibi
plasmitler son konsantrasyon 1X olacak sekilde eklendi. 4.32 pl Endofektin kullanildi.
Sonrasinda transfeksiyon karigimima Optimem (Invitrogen, ABD) eklenerek hacim 110
ul’ye tamamlandi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu sirada kuyucuklar optimem
ile yikandi. Gruplardan sadece hiicre olana 100 pl, diger gruplara ise 80 ul optimem eklendi.
30 dakika sonunda iizerilerine 5X transfeksiyon ortami eklendi. Bu ortamla beraber hiicreler
3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 ortamlara, 50 pl %30 FBS igeren Dulbecco’s MEM

ortamindan eklendi. Hiicreler 24 saat boyunca %5 CO; igeren inkiibatérde inkiibe edildi.
Luminometrik Analiz

Inkiibasyon sonras1 hiicrelerin ortami toplandi. Firefly ve Renilla lusiferaz
aktiviteleri Luc-Pair miR Luciferase Assay Kit (GeneCopoeia, ABD) protokoliine gore
luminometrik olarak o6l¢iildii. Firefly lusiferaz aktivitesi Renilla lusiferaz aktivitesi ile
oranlanarak normalize lusiferaz aktivitesi hesaplandi. Analizin i¢in negatif kontrol plazmiti

eklenen grupla ve hedef gen plazmiti eklenen grup karsilastirildi.

3.6. Arastirma Plam
Mikroarray Analizleri - Mart 2011
gPCR Analizleri — Nisan 2011/Ekim 2011
Biyoinformatik Analizler — Kasim 2011/Aralik 2011
Lusiferaz Testi — Ocak 2012/Subat 2012
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Tez yazim1 - Mart 2012/ Nisan 2012

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

SPSS for Windows istatistik programinin 16.0 versiyonu kullanilarak sonuglarin
istatistiksel analizi yapildi. Gruplar arasi1 kiyaslamalarda Mann Whitney U testi uygulandi.
miRNA PCR analizlerinde AACt yontemi kullanildi. Tiim degerlendirmelerde p <0,05

anlaml olarak kabul edildi.

3.8. Arastirmanin simirhihiklar:

Calismamizda transforme hiicre hatti olan N9 fare mikroglial hiicre hatti
kullanilmistir. Primer mikroglia kiiltiirleri ile yapilan bazi ¢calismalara gore farkli sonuglarin
ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir [95]. Fakat primer kiiltiir, ¢alisilmasi teknik agidan zor oldugu
ve ¢ok az sayida hiicre elde edilmesi nedeniyle tercih edilmemistir. Ekspresyon degisimi
belirlenen miRNA’larin ayrica in vivo olarakta arastirilmasi g¢alismasinin zenginligi
acisindan 6nemlidir. Calismanin ilk asamalarinda yapilan mikroarray analizinde LPS’in tek
doz uyarim ile elde edilen 6rneklerden inceleme yapilmistir. Fakat bu incelemenin farkli
dozlar i¢inde yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, calismamizda yapilan doza bagli miRNA
ekspresyon incelemelerine ek olarak, zamana bagli miRNA ekspresyon degisimi

incelemeleri de yapilmalidir.

3.9. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu 17.3.2011 tarih ve 2011/08-07 no.lu kararinda; 125-GOA protokol numarali

calismamizin etik agidan sakincali olmadigina karar vermistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroarray’de LPS ile Ekspresyonu Degisen miRNA’larin Belirlenmesi

Mikroarray analiz sonuclarina gore 6 saatte 100ng/ml LPS uyarimiyla ekspresyonu
en ¢ok degisen 30 tane miRNA Tablo-3 de gosterilmistir. Degisiklik goriilen miRNA’larin
12 tanesinin ekspresyonunun azaldigi, 18 tanesinin ise artmis oldugu saptandi. Fakat

istatistiksel analize gore degisimlerde herhangi bir anlamlilik (p <0.05) bulunmadi.

Tablo 3: Mikroarray sonucuna gore ekspresyon degisimi en ¢ok olan 30 miRNA

Ekspresyon kat Ekspresyon kat

miRNA degisimi p degeri mMIiRNA degisimi p degeri
miR-7a 3.86 0.29 miR-669d 3.86 0.51
miR-23b 8.25 0.29 miR-669g 348 0.55
miR-93 3.17 0,34 miR-714 3.06 04
miR-125b-3p 2.81 0.52 miR-29¢* 0.35 0,71
miR- 130b* 345 0.52 miR-101a 0.35 0.44
miR-190b 4,37 0.58 miR-105 0.35 0.39
miR-191 3.12 0.51 miR-140 0.35 04
miR-208a 3.01 0.29 miR-193* 0.26 0.34
miR-224 3.73 0.29 miR-297¢c* 0.31 0.36
miR-300* 3.82 0.71 miR-324-3p 0.33 04
miR-376¢ 2.99 0,34 miR-421 0.35 0,34
miR-431* 4.62 0.29 miR-568 0.24 0.36
miR-465b-5p 2.99 04 miR-1190 0.28 0,34
miR-503* 3.52 042 miR-1196 0.19 0.43
miR-664 6.42 0.4 miR-1§94-5p 0.34 0,52

4.2. qPCR Yontemi ile LPS Uyarimiyla Ekspresyonu Degisen miRNA’larin

Belirlenmesi

Ekspresyonu degisen miRNA’lar iginden miR-191, miR-193 ve miR-431 i¢in
gPCR analizleri gerceklestirildi. Bu analizlerde LPS’in 3 farkli dozu kullanildi. Hiicrelere 6
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saat boyunca 10 ng/ml, 100 ng/ml ve 1000ng/ml dozlarinda LPS uygulandi. Kiyaslamalar

kontrol grubuna gore yapilarak ekspresyon kat degisimi yine kontrole gore verildi.

Tablo 4: 10 ng/ml LPS dozunda miRNA ekspresyon degisimi
miRNA Ekspresyon Kat Degisimi p Degeri
miR-191 3.883 0.022
miR-193 1.240 0.203
miR-431 7.678 0.030

Tablo 5: 100 ng/ml LPS dozunda miRNA ekspresyon degisimi
miRNA Ekspresyon Kat Degisimi p Degeri
miR-191 3.076 0.075
miR-193 1.820 0.001
miR-431 6.093 0.051

Tablo 6: 1000 ng/ml LPS dozunda miRNA ekspresyon degisimi

miRNA Ekspresyon Kat Degisim p Degeri
miR-191 2.358 0.270
miR-193 2.121 0.031
miR-431 11.929 0.015

Analiz sonucu, miR-191, miR-193 ve miR-431’te anlaml diizeyde artis saptandi. 6
saat boyunca LPS’in ¢esitli dozlarinda uyarimi sonucunda degisen miRNA ekspresyon

diizeyi Sekil-5’te verilmistir.
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Sekil 5 : qPCR analizleri

4.3. Ekspresyon Degisikligi Gozlenen miRNA’larda Hedef Analizi

Ekspresyonu degisen miRNA’lar  hedef genleri ile beraber Tablo 7°da

gosterilmistir.

Tablo 7: Hedef Genler

miRNA Hedef Gen
miR-191 IL-6 (interldkin-6)
miR-193 IL-10 (Interldkin-10)

miR-431 IRAK-1 (intrldkin-1 Rseptorii iliskili Kinaz 1)

4.4. Lusiferaz Testi ile Hedef Genlerin Validasyonu

Hedef genler Lusiferaz testi ile deneysel olarak dogrulandi. Sekil 6, 7 ve 8’de

dogrula hedef genler gosterilmektedir.
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Sekil 6: miR-191 Hedef gen analizi

IL-6 3°-UTR bdlgesi kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif kontrole gore

lusiferaz aktivitesi anlaml diizeyde azaldi.
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Sekil 7 : miR-193 Hedef gen analizi

IL-10 3’-UTR bolgesi kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif kontrole gore

lusiferaz aktivitesi anlaml diizeyde azaldi.
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Sekil 8 : miR- 431 Hedef gen analizi
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IRAK1 3°-UTR bolgesi kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif kontrole

gore lusiferaz aktivitesi anlamli diizeyde azald.
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5. TARTISMA

Fare mikroglial hiicre hatt1 olan N9’u kullanarak LPS’in farkli dozlarinda uyarimi
ile ekspresyonu degisen miRNA’lar, ilk kez bizim ¢alismamizda incelenmistir. Bunun igin
oncelikle mikroarray analizi ve qPCR analizleri yapilarak, inflamasyonla iligkili olup
ekspresyonu degisen miRNA’lar belirlendi. Belirlenen bu miRNA’larin  hedefleri
biyoinformatik yontemlerle saptandi. Daha sonra saptanan hedef genlerin validasyonu

Lusiferaz testi ile gerceklestirildi.

Mikroarray sonuglarina gore ekspresyonu en fazla degisen 30 adet miRNA tespit
edildi. Fakat tespit edilen higbir miRNA ekspresyon degisiminde istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmadi. Mikroarray analizi sonunda, ekspresyonu degisen miRNA’lar ile ilgili
literatiir taranarak ve olas1 hedef biyoinformatik yontemlerle incelenerek inflamasyonla ilgili

olabilecegi diislinlilen miR-191, miR-193 ve miR-431 secildi.

miR-191, hepatoselliiler karsinomlarda (HSK) oldukca fazla eksprese edilmektedir.
Yeni yapilan bir calismaya gore, miR-191 locusunun hipometilasyonu HSK klinik
orneklerinde hsa-miR-191’in ekspresyon artisina neden olmaktadir. Bu ekspresyon artisi

HSK hiicrelerinin mesenkimal benzeri hiicrelere gecisi indiiklemekledir [96].

Kanserli doku ve normal doku arasinda miRNA’larin sayica farkli oldugu
mikroarray yontemi ile gosterilmistir. Bu bilgi dogrultusunda yapilan bir ¢alismada, miR-
191°in fonksiyonel agidan dnemi incelenmistir. Over-eksprese edilen miR-191’in akciger
kanser hiicre hattinda (A549) ve normal akciger hiicre hattinda (BEAS-2B) herhangi bir
fenotip degisikligine neden oldugu bulunmamustir [97]. Henliz, miR-191’iin inflamasyonda
rolline dair bir ¢alisma yapilmamistir. Fakat, en son yapilan bir ¢calismada inflamatuar
Crohn’s hastaligina sahip hasta kan orneklerinden yapilan analizlere gére miR-191

ekspresyonunda artis bulunmustur [98].

Bizim calismamizda, mikroarray sonuclarina gére 100 ng/ml LPS dozunda miR-
191 ekspresyonunda artis goriildii. Fakat bu artista herhangi bir anlamlilik saptanamadi.
qPCR analizlerine gore, LPS’in uygulanan tiim dozlarinda ekspresyon artis1 belirlendi. Fakat
sadece 10 ng/ml LPS dozunda miR-191 ekspresyonunda anlamli bir artis saptandi. Yapilan

biyoinformatik analizle miR-191’in hedef geninin proinflamatuar sitokinlerden IL-6 oldugu
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belirlendi. Bu agidan, bizim ¢aligmamiz miR-191’1lin inflamasyona katildigin1 gosteren ilk
calisma olmustur.

siRNA ve miRNA’larla yapilan TRAIL yolagi inceleme ¢alismasinda, miR-193’iin
kaspaz aktivitesini etkiledigi gosterilmistir [99]. Yapilan yeni bir calismaya gore ise, miR-
193’iin kardiyak telosit hiicrelerine spesifik oldugu, diger telositlerde ile farkli eksprese
edildigi gosterilmistir [100]. Heniiz, miR-193’iin inflamasyonda roliine dair bir ¢alisma
yapilmamistir. Bu agidan,bizim ¢alismamiz miR-193’{in inflamasyona katildigin1 gosteren
ilk ¢aligma olmustur.

Bizim ¢alismamizda, mikroarray sonuglarma goére 100 ng/ml LPS dozunda miR-
193 ekspresyonunda azalis goriildii. Fakat bu artista herhangi bir anlamlilik saptanamadi.
gPCR analizlerinde ise mikroarrayden farkli olarak, LPS’in uygulanan tiim dozlarinda
ekspresyon artist belirlendi. 100 ng/ml ve 1000 ng/ml LPS dozunda miR-193
ekspresyonunda anlamlilik saptandi. Yapilan biyoinformatik analizle miR-193’lin hedef

geninin anti-inflamatuar sitokinlerden IL-10 oldugu belirlendi.

miRNA’larin sayisinin en yiiksek oldugu doku, merkezi sinir sistemidi [101,102].
Fare beyinleri kullanilarak, yapilan bir in situ hibridizasyon ¢alismasinda, miR-431’in beyin
ve omurilikte spesifik olarak eksprese edildigi gosterilmistir. Ozellikle ponsta oldukca fazla
eksprese edildigi ortaya cikarilmistir [103]. Yapilan baska bir calismada ise, meme
bezlerinin her gelisim siirecinde kendine 6zel miRNA ekspresyon paterni oldugu ortaya
cikarilmistir. Hamilelik ve emzirme donemlerinde miR-431’in down-regiile oldugu

gosterilmistir [104].

Bizim ¢alismamizda, mikroarray sonuclarma goére 100 ng/ml LPS dozunda miR-
431 ekspresyonunda artig goriildii. Fakat bu artigta herhangi bir anlamlilik saptanamadi.
gPCR analizlerinde ise, LPS’in uygulanan tiim dozlarinda ekspresyon artisi belirlendi. 10
ng/ml ve 1000 ng/ml LPS dozunda miR-193 ekspresyonunda anlamlilik saptandi.Yapilan
biyoinformatik analizle miR- 431’in hedef geninin TLR-4 yolaginda rol oynayan IRAK1
geni oldugu belirlendi.

miR-431"in inflamasyondaki roliine dair bugiine kadar herhangi bir ¢alisma heniiz
yaptlmamistir. Bizim calisgmamizda ise, LPS uyarimiyla miR-431 ekspresyonunda LPS
dozuna bagli anlamli artis saptandi. Boylelikle miR-431’in inflamasyonda rolii olabilecegi

ilk kez gdsterilmis oldu.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda mikroglial aktivasyonda daha dnceden rol aldigi gosterilmeyen ve
ekspresyonunda degisiklik saptanan 3 yeni miRNA (miR-191, miR-193 ve miR-431) qPCR
yontemiyle belirlendi. Belirlenmis olan bu miRNA’larin hedefleri biyoinformatik yontemler

kullanilarak tespit edildi ve yapilan deneysel calismayla bu hedeflerin validasyonu yapildi.

Hedef validasyon deneyleri insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 olan, 293T hiicre
hatt1 transfekte edilerek yapilmistir. Bunun disinda hedef validasyon deneyleri ¢galismamizda

kullanmis oldugumuz N9 fare mikroglial hiicre hattini transfekte ederek tekrarlanmalidir.

Yaptigimiz c¢alismada sadece doza bagli miRNA ekspresyon degisimleri
incelenmistir. Buna ek olarak zamana bagli miRNA ekspresyon degisimleri de
incelenmelidir. Bu inceleme endotoksine karst yanitin daha iyi anlasilmasi agisindan

gerekmektedir.

miRNA’larin biyoinformatik yontemlerle belirlenip, daha sonra dogrulamasi
yapilan hedef genlerinin fonksiyonel etkileri incelenmelidir. Bunun i¢in qPCR, ELISA veya

Western-blot gibi yontemler kullanilmalidir.
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