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ÖZET 

 

Mikroglia, beyin makrofajı olarak tanınan glial hücre tipidir. İmmunofenotipik ve 

fonksiyonel olarak monosit ve makrofaj hücreleriyle benzerlik göstermektedir. Merkezi sinir 

sisteminde (MSS) mikroglia inflamatuar süreçlerde önemli bir role sahiptir. Post-

transkripsiyonel gen regülasyonunda büyük rol oynayan MikroRNA’lar (miRNA), küçük, 

kodlama yapmayan RNA’lardır. Bu çalışmada amacımız mikroglial aktivasyonda 

miRNA’ların rolünü araştırmaktır. 

Çalışmanın ön aşamasında, N9 fare mikroglial hücreleri lipopolisakkaridin (LPS) 

100 ng/ml LPS dozu kullanılarak aktive edildi. Mikrorray yöntemi kullanılarak miRNA 

ekspresyon değişimleri belirlendi.  Bu yöntemle ekspresyon değişimi belirlenen 

miRNA’lardan  miR-191, miR-193 ve miR-431’ün gen ekspresyonu  kantitatif PCR (qPCR) 

yöntemiyle incelendi. Daha sonra bu miRNA’ların hedef genleri biyoinformatik yöntem 

aracılığıyla belirlendi. Belirlenen hedef genlerin validasyonu  Lusiferaz testi ile yapıldı.  

Mikroarray sonuçlarına göre ekspresyon değişimi en fazla olan 30 adet miRNA 

belirlendi. qPCR sonuçlarına göre miR-191, miR-193 ve miR-431’in ekspresyonun arttığı 

gösterildi. Biyoinformatik yöntemle belirlenen hedef genlerin ( IL-6, IL-10 ve IRAK1 ) 

validasyonu yapıldı. Bu miRNA’lardan miR-191’in IL-6’yı, miR-193’ün IL-10’u ve miR-

431’in  IRAK1’i hedeflediği gösterildi.  

 

Anahtar sözcükler: Mikroglial aktivasyon, Lipopolisakkarit, mikroRNA 

 



2 

 

THE EFFECT OF ENDOTOXIN ON MICRORNA EXPRESSION PROFILE IN N9 

MOUSE MICROGLIAL CELL LINE 

 

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

Neuroscience, 35340, İnciraltı, İzmir 

 

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  IRAK1. 

 

Key Words: Microglial activation, Lipopolysaccharide, microRNA 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

        Mikroglial hücreler merkezi sinir sisteminin immün hücreleridir. Fetal dönemde 

kemik iliğinden beyine göç ederek, hücre ölümü sonucu oluşan nöronal ve oligodendroglial 

hücre artıklarının fagosite edilmesi ve sindirilmesi sağlamaktadır. Yaşamının geri kalan 

evresinde enfeksiyon ve hastalık durumları dışında inaktif ve sessiz durumda kalmaktadır. 

Enfeksiyon durumunda sinir sisteminin enfeksiyöz etkenlere karşı korunmasına katılan bu 

hücreler, Alzheimer hastalığı ve Parkinson hastalığı gibi nörodejeneratif, multipl skleroz gibi 

otoimmün nöroinflamatuvar, stroke gibi akut vasküler nöroinflamatuvar ya da yenidoğan 

döneminde hipoksik-iskemik beyin hasarı ya da nöroAIDS ve şizofreni hastalıklarında 

aktifleşerek doku koşullarına göre iki değişik fenotipe yönelmektedir.   

Nörotrofik faktörlerin üretimini yapan nöroprotektif fenotip nöron ve glial hücre 

koruyucu bir etki gösterirken, nörotoksik fenotip salgıladığı nitrik oksid (NO), reaktif 

oksijen ürünleri ya da tümör nekrozis faktör alfa (TNFα) gibi proinflamatuvar sitokinler 

aracılığıyla nöronların ve oligodendroglial hücrelerin ölümüne yol açmakta ve doku hasarını 

artırmaktadır. 

Mikroglia hücre kültürlerine, lipopolisakkarid (LPS) gibi bakteri ürünlerinin, 

interferon gamma gibi proinflamatuvar sitokinlerin ya da beta amiloid gibi Alzheimer 

hastalığının patogenezinde yer alan nörotoksik maddelerin eklenmesi, proinflamatuvar 

uyaran olarak mikrogliaların aktive olmasını sağlamaktadır. Bu aktivasyon sonucu 

nörotoksik mikroglia fenotipinin oluşmasına neden olmaktadır. 

          Olgun halleri yaklaşık 22 nükleotidden oluşan miRNA’lar, kodlanmayan RNA’lardır. 

MikroRNA’lar hücre sitoplazmasında hedef mRNA’larının belli tanıma bölgelerine 

bağlanarak mRNA yıkımı ya da translasyonun başlaması ve ilerlemesini neden olmakla 

beraber baskılama yoluyla protein ekspresyonunu seçici olarak azaltmaktadır. 

          Yapılan bu çalışmada MSS’de mikroglial hücrelerde aktivasyon mekanizmalarında 

yer alan miRNA’ların belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle, çalışmamızda mikroglial 

hücreler bir çeşit endotoksin olan lipopolisakkarid (LPS) ile uyarıldı. Mikroarray ve qPCR 

yöntemleri ile miRNA ekspresyon değişiklikleri belirlendi. Ekspresyon değişikliği görülen 

miRNA’ların hedef genleri biyoinformatik yöntemle belirlendi. Lusiferaz testi ile hedef 

genlerin deneysel validasyonu yapıldı. 
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          2. GENEL BİLGİLER 

           2.1. Mikroglial Hücreler 

           Merkezi sinir sisteminde (MSS) nöronal, glial ve vasküler olmak üzere 3 ana tipte 

hücre yer almaktadır.  İlk kez 1932 yılında del Rio-Hortega tarafından  sinir sisteminin 

üçüncü elemanı olarak tanımlanan mikroglial hücreler, glial hücre tipindedir [1]. Kökenleri 

fetal makrofajlardan gelmektedir [2,3]. Fetal yaşam döneminde kemik iliğinden beyine göç 

eden bu hücreler bu evrede fizyolojik programlı hücre ölümü sonucu oluşan nöronal ve 

oligodendroglial hücre artıklarının fagosite edilmesi ve sindirilmesi görevini gördükten 

sonra yaşamın geri kalan evresinde enfeksiyon ve hastalık durumları dışında inaktif ve sessiz 

durumda kalmaktadır [4,5].  

             2.1.1. Mikroglia Fonksiyonları 

             Makrofaj benzeri fagositik hücreler olan mikroglial hücreler, apoptotik hücrelerin 

ortadan kaldırılmasında yer almaktadırlar [6,7].  Mikrogliaların bu özelliklerinden dolayı 

beyaz cevher aksonlarının oluşumunda, beyin dokusunun gelişim sırasında şekillenmesinde 

ve bazı hücre projeksiyonlarının eliminasyonunda rol oynadığı düşünülmektedir. [8-10]. 

Nörogenez sırasında yönlendirici ve destekleyici etkisinin olduğu öne sürülmektedir [11,12].  

Ayrıca nörogenezle beraber gelişim ve yetişkin dönemde sinaptogenezde de yer aldıkları 

öne sürülmektedir [7]. Aksine, uzun yıllardır sinaps eliminasyonunda  da mikroglial 

hücrelerin etkisi olduğu düşünülmektedir. Bu düşünce, aksotomize fasiyel motor nöronların 

sinapslarının mikroglial hücreler tarafından ortadan kaldırıldığını gösteren bir bulgu ile 

desteklenmiştir. [13]. Son zamanlarda yapılan bir çalışmada ise uzun süre mikroglia ile 

temas halinde kalan sinapsların ortadan kaybolduğu iki-foton mikroskopi [14] tekniği ile 

gösterilmiştir [15]. Bu verilere göre mikroglial hücreler sinaptik  plastisiteye dolaylı yoldan 

etki etmektedir [16].  

 

Enfeksiyon durumunda sinir sisteminin enfeksiyöz etkenlere karşı korunmasına 

katılarak yararlı bir işlev gören bu hücreler, Alzheimer hastalığı ve Parkinson hastalığı gibi 

nörodejeneratif, multipl skleroz gibi otoimmün nöroinflamatuvar, stroke gibi akut vasküler 

nöroinflamatuvar ya da yenidoğan döneminde hipoksik-iskemik beyin hasarı ve 

periventriküler lökomalazi (PVL) gibi vasküler ya da inflamatuvar hastalık durumlarında, 
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nöroAIDS ve şizofreni hastalıklarında aktifleşerek (mikroglial aktivasyon), doku koşullarına 

göre iki değişik fenotipe yönelmektedir  [17 -21].  

Nörotrofik faktörlerin üretimini yapan nöroprotektif fenotipte mikroglial hücre 

koruyucu bir etki gösterirken, nörotoksik fenotip salgıladığı nitrik oksid (NO), reaktif 

oksijen ürünleri ya da TNFα gibi proinflamatuvar sitokinler aracılığıyla nöronların ve 

multipl skleroz gibi durumlarda egemen olarak oligodendroglial hücrelerin ölümüne yol 

açmakta ve doku hasarını ilerletmektedir  [22, 4,5]. 

 

Periferik immün sistemle kıyaslama yapıldığında mikroglial hücreler sadece 

inflamatuar fonksiyon görmenin yanı sıra nöronlara destek fonksiyonu göstermektedir. 

Büyüme faktörü, sitokin ve nörotrofik faktör salgısı, glutamat alımı ve demir 

uzaklaştırılması gibi fonksiyonlarla nöronlara destek olmaktadırlar  [23,24]. 

2.1.3. Mikroglial Aktivasyon 

              Beyinde herhangi bir hasar meydana geldiğinde oluşan moleküllere karşı mikroglial 

hücreler aktive olup, inflamatuar yanıt oluşturmaktadırlar. Çeşitli aktivasyon durumlarına 

geçerek MSS homeostazını sağlamaktadırlar [24,25]. Aktivasyon öncesi mikroglial 

hücrelerin inaktif olup, aktivasyon süresi boyunca yavaş yavaş aktif forma geçtiği 

öngörülmektedir. Fakat yapılan in vivo çalışmalarda, mikrogliaların istirahat halinde bile 

dinamik olduğu belirlenmiştir.  Bu nedenle aktivasyon süreci fonksiyonel fenotipteki 

değişiklik olarak görülmelidir. Bu süreçte bozulan homeostaz, denetleme modundan reaktif 

profile geçiş yapılarak dengelenmektedir. Geçiş süresince kemotaktik düzenlemeler 

saniyeler içerisinde gerçekleşirken, kompleks gen kümelerinin aktive olması daha geç 

sürelerde gerçekleşmektedir  [26].  

Mikroglial aktivasyona sebep olan moleküller spesifik olarak reseptörlere 

bağlanmaktadırlar. Örnek olarak TLR’ler bakteriyel, fungal ve viral molekülleri tanıyarak 

hücre içi sinyalleme mekanizmasının aktive olmasını sağlamaktadır [27, 28].  

Nörotrasmitterlerin mikroglial aktivasyon mekanizması üzerinde yatıştırıcı etkisi 

bulunmaktadır. Çeşitli nörotransmitter reseptörleri mikroglial hücreler tarafından eksprese 

edilmektedir. Bu reseptörlerin aktive olması halinde anti-inflamatuar yanıtlar 

oluşabilmektedir  [29, 30].   
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2.1.4. Sinir Sistemi Hastalıklarında Mikroglial Hücrelerin Rolleri 

Mikroglial hücreler MSS’nde görülen bazı nörodejeneratif, otoimmün-demyelizan 

ve akut vasküler nöroinflamatuar hastalıkların patolojilerine katılmaktadırlar. 

              Alzheimer Hastalığı 

              Alzheimer hastalığı (AH) yaşlılarda en sık rastlanan demans tipidir. AH 

patolojisinde oluşan Amiloid-β (Aβ) plakları ve nörofibriler yumaklar nöronal hücre kaybına 

neden olmaktadır. Mikroglial hücreler oluşan Aβ plaklarını fagositoz yoluyla ile yok 

etmektedir. Bu nedenle mikroglia AH patolojisinde nöroprotektif etki göstermektedir. 

Ayrıca patolojik bölgede inflamatuar yanıtların oluşmasına neden olarak doku 

rejenerasyonunda rol oynamaktadır [31]. 

              Parkinson Hastalığı 

Parkinson hastalığı (PH) , AH’dan sonra en sık rastlanan nörodejeneratif hastalıktır. 

Hastalığa beynin substantia nigra (SN) bölümündeki dopaminerjik nöronlar dejenere olması 

yol açmaktadır. Yapılan çalışmalarda mikroglial inflamasyonun PH patolojisinin ana 

mekanizmalarından biri olduğunu gösteren bir veri henüz elde edilmemiştir. Özellikle, 

SN’da yer alan spesifik dopaminerjik nöronların aktive mikroglia tarafından hedeflendiğine 

dair bir mekanizma yoktur [32].  

SN’da büyük doku uygunluk kompleksi (Major histocompatibility complex; MHC) 

sınıf II moleküllerinin ekspresyonu nedeniyle mikroglial hücrelerin PH patogenezinde yer 

aldığı öne sürülmektedir [33]. Fakat MHC sınıf II ekspresyonu nörodejeneratif hastalıkların 

çoğunda rol oynamaktadır ve immünolojik saldırılara karşı güvenlik duvarı görevi 

görmektedir [34]. Mikroglial hücreler, PH patolojisinde yer alan  α-sinüklein proteini 

tarafından aktif hale gelmektedirler [35].  

               İnme 

              İnme,  beyne yeterli kan gitmemesi sonucu oluşan iskemik serebrovasküler bir 

olaydır. Dünyada birçok insan inme nedeni ile ölmektedir. Post iskemik durumlarda ilk önce 

penumbrada yer alan mikroglial hücreler aktif hale geçmektedirler. Sonrasında ise periferde 

bulunan fagositik hücreler ve lenfositler aktive olmaktadır. Akut iskemik durumda hasarlı 

doku tarafından ROS, kemokin ve sitokin salınımı gerçekleşir. Bu salınım sayesinde 
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adhezyon molekülleri periferik lenfositlerin hasarlı dokuya ulaşmasını sağlamaktadır. 

Periferden gelen lökositler subakut fazda sitokin, kemokin ve ROS salınımı gerçekleştirerek, 

beyin inflamasyonunu artırmaktadır. Bu sayede yerel mikroglial hücrelerin daha fazla aktif 

hale geçmesini sağlar [36].  

Multiple Skleroz 

Multiple Skleroz (MS), beyin ve spinal kordta yer alan nöronların aksonlarının 

myelin kılıflarının zarar görmesi ile oluşan inflamatuar bir hastalıktır. MS patolojisinde 

mikroglianın rolü bulunmaktadır. Oligodendrosit, myelin veya aksonal hasar sonucu 

mikroglial aktivasyon gerçekleşmektedir. Bu aktivasyon MSS’nde sitotoksik inflamatuar 

çevre meydana getirerek MS lezyonu oluşumuna neden olmaktadır [37]. 

Amyotrofik Lateral Skleroz 

Mikroglial hücrelerin Amyotrofik lateral skleroz (ALS) patolojisinde motor nöron 

ölümünlerinde rol oynadığı düşünülmektedir [38]. Monosit kemoatraktant protein-1 

(monocyte chemoattractant protein-1; MCP-1) ALS patolojisinde artmaktadır ve buna 

kaynak olarak mikroglial hücreler düşünülmektedir [39].  ALS’d yapılan çalışmalardan elde 

edilen verilere göre, mikroglianın nöroprotektif etkisinin olduğu fakat mutant süperoksit 

dismutaz (mSOD) ekspresyonu ile nörotoksik etki oluşturduğu gösterilmiştir. Buna göre 

ALS patolojisinde meydana gelen motor nöron dejenerasyonu mikroglianın düzgün 

çalışmamasından kaynaklanmaktadır [40].  

2.1.5. Mikroglia çalışma yöntemleri 

Mikroglial hücreler hem in vitro hem de in vivo yöntemlerle incelenebilmektedir. İn 

vitro yöntemler mikroglial hücrelerin birçok açıdan incelenmesi açısından önemlidir. Bunun 

için hücre hatları veya primer kültürden elde edilen hücreler kullanılmaktadır. Ancak bu 

hücreler ile yapılan çalışmalardaki verilerin değer kazanması için, bu çalışmaların in vivo 

ortamda da gerçekleştirilip, doğrulanması gerekmektedir [41]. 
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İn vivo çalışmalarda ise deney hayvanları ve insan dokularında mikroglial hücreler 

incelenmektedir. Bunun için immünohistokimya (İHK)  ve in situ hibridizasyon (İSH) gibi 

yöntemler kullanılmaktadır [42,43]. Ayrıca Pozitron emisyon tomografisi (PET) de canlı 

vücudunda aktive olan mikroglial hücrelerin görüntülenmesinde kullanılmaktadır [4]. 

              Şekil 1 : Mikroglia Çalışma Yöntemleri  

 

2.2. MikroRNA 

               Post-transkripsiyonel gen regülasyonunda önemli rolü olan miRNA’lar küçük, 

kodlama yapmayan RNA’lardır. Olgun biçimleri yaklaşık 22 nükleotidden oluşan bu 

moleküller primer miRNA (pri-miRNA) denilen miRNA gen transkriptlerinden enzimatik 

yıkımla ortaya çıkan öncü miRNA moleküllerinden (prekürsör miRNA, pre-miRNA) 

türemektedir.  

              miRNA’lar hücre sitoplazmasında hedef mRNA’larında bulunan belli tanıma 

bölgelerine bağlanarak mRNA yıkımı ya da translasyonun başlaması ve ilerlemesini 

baskılama yoluyla protein ekspresyonunu seçici olarak azaltmaktadır [44].  

miRNA veritabanı olan miRBase’de yaklaşık olarak kayıtlı 19000 tane çeşitli türde 

miRNA bulunmaktadır (miRBase Release 17, Nisan 2011) [45]. 

              miRNA’ların hücre çoğalması, hücre canlılığı ve ölümü, tümör oluşumu, damar 
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oluşumu, organ gelişimi, metabolizma, sirkadyan ritimler gibi birçok hücresel ve organizma 

düzeyinde işlevin gerçekleştirilmesine katıldığı belirlenmiştir [44]. Belirli miRNA’lar 

spesifik olarak yalnızca sinir sisteminde eksprese edilmekte ve sinir sisteminin gelişimi dahil 

birçok işlevde rol oynamaktadır [46-48]. 

Sinir sisteminde yer alan çeşitli hastalıklarda ve bu hastalıkların hayvan modellerinde beyin 

dokusu ya da serumda spesifik miRNA ekspresyon değişikliklerinin gözlenmesi bu 

moleküllerin nörolojik hastalıkların patogenezinde de önemli bir rol oynadığını 

düşündürmektedir [46, 47,49].  

 

                2.2.1. miRNA Biyogenezi  

                miRNA’lar, hedef mRNA’nın 3′Untranslated Region (UTR) bölgesine bağlanarak 

gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel  olarak düzenlerler  [50 ]. 

                RNA polimeraz II enzimi ile transkribe olan miRNA’lar, nükleer genomda tek 

veya polisistronik halde bulunurlar. Transkripsiyon sonucunda primer mikroRNA (pri-

miRNA) molekülü elde edilir [51]. Bir sonraki basamakta pri-miRNA’lar,  mikroişlemci 

kompleks tarafından pre-miRNA (prekürsör miRNA) formuna dönüştürülür. Bu kompleks 

insanda Drosha ve DiGeorge sendrom kritik bölge gen 8 (DGCR8) proteinlerini içerir [52]. 

İlk önce DGCR proteini, tek ve çift iplikli RNA molekülünü tanır ve ardından Drosha çift 

iplikli hairpin yapıdaki molekülü keserek pre-miRNA’yı oluşturur. Oluşan pre-miRNA’nın 

5’ ucunda monofosfat, 3’ ucunda ise 2 nükleotid hidroksil uzantısı bulunur ve eksportin-5 

(Exp-5) aracılığıyla sitoplazmaya taşınır [53-55].  

Sitoplazmaya taşınan pre-miRNA burda bulunan Dicer enzimi ile kesilerek matür 

miRNA’ya halini alır [56,57] ve miRNA dupleksi açılır. Bu sayede RNA baskılanmasında 

yer alacak olan komplementer zincir ortaya çıkar. Genellikle tek zincir RNA-indüklenmiş 

susturma kompleksi’ne  (RNA-induced silencing complex; RISC)  girer [58] diğeri ise 

parçalanır [59-61]. 

RISC kompleksi bir Ribonükleoprotein (RNP) kompleksi olup yapısında miRNA 

ile beraber transactivation-responsive RNA-binding protein (TRBP), PKR aktive edici 

protein (PACT) ve Argonaute-2 (Ago2) proteinlerini bulundurur.  
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Hedef mRNA’nın 3’-UTR bölgesine bağlanan miRISC kompleksi genellikle 

ekspresyonun baskılanmasına neden olur [62, 63]. 

 

 

Şekil 2: miRNA biyogenezi 

2.2.2. miRNA Deteksiyon Metodları 

miRNA ekspresyon düzeyleri hücre tipine ve içinde bulunduğu duruma göre 

değişiklikler göstermektedir. Bu ekspresyon düzeylerini belirlemek için kullanılan total 

RNA’lar 200 nükleotitten küçük RNA’lar bakımından zenginleştirilmiştir. Ekspresyonu 

analiz edilecek miRNA’lar belirli ise northern blot veya RNaz koruma testi (RNase 
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protection assay; RPA)  tercih edilen yöntemlerdir [64]. In situ hibridizasyonda miRNA 

deteksiyonu için kullanılmaktadır [65]. Fakat, daha az prob ve RNA gerektiren mikroarray 

ile qPCR yöntemleri daha sık tercih edilmektedir [66].  Bunlara ek olarak gen 

ekspresyonunun seri analizi (Serial analysis of gene expression; SAGE) ve derin sekanslama 

teknikleri de miRNA profilleme çalışmalarında yer almaktadır. 

Mikroarray 

       Mikroarray hücre içerisinde meydana gelen değişiklikleri hızlı ve güvenilir bir 

şekilde analiz edebilen bir teknolojidir [67]. Mikroarray analizinin temel prensibi binlerce 

genin DNA’sını bir çipe yayıldıktan sonra işaretli komplementer problarla hibridizasyonuna 

dayalıdır. Çip üzerinde bulunan prob miktarına göre binlerce transcript veya DNA molekülü 

aynı anda analiz edilebilmektedir. 

miRNA mikroarray uygulamalarında kullanılan total RNA örneklerinin %80-85’ini 

ribozomal RNA (rRNA) oluşturduğundan, bu örneklerin 200 nükleotitten küçük RNA’larca 

zenginleştirilmesi gerekmektedir. İlk aşama olan işaretleme ve hibridizasyonda yüksek 

kaliteli RNA’ların kullanılması gerektiğinden dolayı RNA kalitesinin belirlenmesi 

gerekmektedir [68]. Hibridizasyon sonrası yıkamalar yapılmaktadır ve ikinci aşamada lazer 

tarayıcılarla veri toplama işlemi gerçekleşmektedir. Son aşamada olan analiz kısmında ise 

veri normalizasyonu, analizi ve istatistiksel hesaplamalar yapılmaktadır. Veri 

normalizasyonu için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. En sık kullanılan yöntemler arasında 

Quantile [69], LOESS (Locally weighted regression and smoothing scatterplot) [70], 

varyans stabilizasyonu [71] ve medyan normalizasyonları yer almaktadır. 

               Kantitatif PCR 

qPCR yöntemi genellikle miRNA ekspresyon analizleri sonucu elde edilen verileri 

doğrulamak için yapılmaktadır. qPCR analizi sırasıyla cDNA sentezi, PCR yöntemiyle 

işaretli ürünlerin deteksiyonu ve data analizi olmak üzere 3 basamaktan oluşmaktadır. İlk 

basamakta miRNA’lar  cDNA’ya çevrilmektedir. miRNA’lar çok az sayıda nükleotide sahip 

oldukları için PCR ile amplifiye edilmeleri zor olmaktadır. Bu nedenle mRNA’nın 3’ ucuna 

poli(A) polimeraz enzimi ile Poli(A) kuyruğunun eklenmesi gerekmektedir. Daha sonra 

universal primer bağlanma sekanslarına sahip oligo d(T) sekansları ile cDNA sentezi 

yapılmaktadır. PCR basamağında, ürünlerin deteksiyonu için floresan bir boya olan SYBR 

green I veya spesifiteyi artıran Taqman Probları kullanılmaktadır [72]. En son basamakta ise 
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gruplar arasında ekspresyon miktarının karşılaştırılması ∆∆Ct metodu  kullanılarak 

yapılmaktadır. Ct değeri eksponansiyel çoğaltma sırasında oluşan ışımanın belli bir degree 

ulaşana kadar geçirdiği siklus sayısıdır [73]. Analiz sırasında normalizasyon için bir 

“housekeeping” genin kullanılması gerekmektedir. U6 gibi küçük RNA’lar, miRNA qPCR 

analizlerinde housekeping gen olarak kullanılmaktadır [74, 75].  

İn situ miRNA Deteksiyon Yöntemi 

             İn situ olarakta miRNA ekspresyon düzeyleri ölçülebilmektedir. Bunun için 

modifiye edilmiş kilitli nükleik asit (Locked nucleic acid; LNA) probları kullanılmaktadır. 

Bu problardaki ribozun 2’ ve 4’ oksijen atomları metilen köprüsü ile bağlanmıştır. 

Böylelikle LNA hedef bölgeye daha sıkı bağlanıp, denatürasyonu engeller ve erime 

sıcaklığını artırır. Erime sıcaklığı artan problar hibridizasyon sonrası yapılan inkübasyonda 

hala bağlı kalmaktadır. Arka plan oluşumu bu modifikasyon sayesinde azalmaktadır. [76, 

77]. 

2.2.3. miRNA Hedef Gen Belirleme 

miRNA’lar yaklaşık birçok genin 3’-UTR bölgelerine bağlanarak bu genlerin 

regülasyonunda rol oynamaktadırlar. miRNA’ların hedeflemiş olduğu bu genler çeşitli 

biyoinformatik yöntemlerle belirlenebilmektedir.  PicTar [78] , miRanda [79] , TargetScanS 

[80] ve TargetScan [81] hedef belirlemek için kullanılan en yaygın veritabanlarıdır. 

Fakat bu yöntemlerle belirlenen miRNA hedef genleri öngörülen hedef 

olduklarından dolayı deneysel olarakta valide edilmeleri gerekmektedir. Hedef validasyonu 

için Lusiferaz veya yeşil floresan protein (green fluorescent protein; GFP) kullanılmaktadır 

[82].  

                2.2.4. Doğal Bağışıklık Sisteminde miRNA’ların Rolü 

Doğal bağışıklık sistemi vücudun dışarıdan gelen patojenlere karşı savunma 

mekanizmasıdır. Bu mekanizmada makrofajlar, dentritik hücre (DH), nötrofiller, monositler 

ve doğal öldürücü hücreler (Natural killer cells, NK) yer almaktadır. Antijen sunucu hücreler 

(Antigen presenting cells, APC)  olan makrofajlar ve dendritik hücreler gibi patojenin 

varlığını tespit etmektedir. Kendisine yabancı olan molekülleri tanıyan patern tanıma 

reseptörlerine (Pattern recognition receptor; PRR) sahiptirler. PRR’lerinin birçok çeşidi 

bulunmaktadır. En iyi karakterize edilenler 11 çeşide sahip olan TLR ve 10 çeşidi olan IL-1 
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reseptörleridir. Son yapılan çalışmalardan elde edilen verilere göre miRNA’ların doğal 

bağışıklık sistemi hücrelerinin gelişim ve fonksiyonlarında rol aldıkları gösterilmiştir. 

Ayrıca bu hücrelerin fonksiyonlarının regülasyonuna katılan tanımlanmış miRNA’lar 

bulunmaktadır [83, 84]. 

Monosit ve makrofaj diferansiyasyonunda öneme sahip olan PU.1 transkripsiyon 

faktörü miR-424 transkripsiyonunu aktive edip Nükleer Faktör I/A (NFI-A)’nın 

translasyonunu baskılanmasına neden olur [85]. Makrofaj koloni uyarıcı faktör-1 (M-CSF) 

gibi diferansiyasyona özgü genler, azalan NFI-A düzeyleri ile aktif hale geçer. miR-233’ün 

de miR-424 gibi myeloid hücre diferansiyasyonunda yer aldığı görülmüştür [86].  

Granülosit-monosit progenitörlerinden köken alan nötrofiller Growth factor 

independent 1 (GfI1) tarafından farklılaşmaktadır [83]. In vitro ortamda miR-155’in sürekli 

ekspresyonu immatür granülositlerin artmasını sağlamaktadır. Bunun nedeninin SH2-

domain içeren inositol-5-fosfataz 1 (SH2-domain-containing inositol-5-phosphatase 1, 

SHIP1)’in katılımı olduğu düşünülmektedir [87,88]. miRNA’lar ayrıca granülosit 

fonksiyonunu da regüle etmektedir. Ekspresyonu PU.1 ve CCAAT/enhancer-binding 

protein-β (C/EBPβ) tarafından indüklenen miR-223, nötrofillerin proliferasyonunu ve 

aktivasyonunu baskılamaktadır [89].  

miRNA’ların inflamatuar uyarana yanıt olarak indüklenmesi ve baskılanması pro-

inflamatuar veya anti-inflamatuar etki göstermktedir [90]. Önemli pro-inflamatuar uyaran 

olan mikrobial ürünler TLR ligandı olarak uyarım yaptığında miR-9, miR-125b, miR-146a 

ve miR-155 ekspresyonlarında değişikliğe neden olmaktadır [84]. TLR ligandları NF-κB ve 

c-Jun-N-Terminal Kinaz (JNK) yolaklarını kullanarak makrofaj ve DH’lerde miR-155 

ekspresyonunu indüklemektedir [91, 92]. Ayrıca, in vivo olarak LPS uyarımında miR-125 

ekspresyonunda azalış ve miR-155 ekspresyonunda ise artış görülmüştür. İnflamatuar yanıt 

sırasında miR-125b ekspresyonunun azalması TNFα baskılanmasını önlemektedir [92]. 

TLR4 uyarımı ile polimorfonükleer nötrofillerde ve monositlerde miR-9 ekspresyonunda da 

artış olmaktadır. TLR2 ve TLR7/8 agonistleri ve TNF-α ve IL-1β sayesinde miR-9’un 

ekspresyonunu indüklenmektedir [89]. miR-146 ve miR-21 de LPS ile TLR4’ün uyarılması 

sonucu ekspresyonu artan miRNA’lardır [93,94]. İnflamasyonda miRNA’ların önemli 

regülatör görevi gördükleri yapılan çalışmalarda gösterilmektedir. 
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             3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

              3.1. Araştırmanın Tipi: 

              Çalışma deneysel (in vitro) bir çalışmadır. 

 

              3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı: 

              Çalışmamız Mart 2011 ile Şubat 2012 tarihleri arasında 9 Eylül Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Öğrenme Kaynakları Merkezi Araştırma Laboratuarı’nda (ARLAB) 

gerçekleştirilmiştir.  

 

              3.3. Çalışma Materyali: 

             Araştırmada N9 fare mikroglia ve 293T insan embriyonik böbrek hücre hatları ve                       

Escherichia coli DH5α suşu kullanılmıştır. 

 

              3.4. Çalışmanın Değişkenleri: 

             - miRNA ekspresyon düzeyleri (bağımlı değişken) 

             - LPS dozu (bağımsız değişken) 

 

              3.5. Veri toplama Araçları: 

 

              3.5.1. Hücre Kültürü  

Çalışmada, Dr. Paola Ricciardi- Castagnoli’den (Cellular Pharmacology Center, 

Milan, İtalya) sağlanan N9 fare mikroglial hücre hattı kullanıldı. N9 hücre kültürü için 

RPMI 1640 kültür ortamı (Biochrom AG, Almanya) kullanılarak %10 fetal sığır serumu 

(Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya) ile desteklendi. Hücreler 75 cm2’lik 

kültür flasklarına (Greiner, Almanya) ekilerek haftada 3 kez olmak üzere % 0.05 

konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Almanya) kullanılarak pasajlandı. Hücre 

kültürü işlemleri için Laminar akımlı kabinet (Heraus, Almanya) kullanıldı ve %5 CO2 

içeren inkübatörde (Thermo Scientific, ABD) 37°C’de inkübe edildi. 
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Çalışmada içinde yer alan hedef gen validasyon deneyleri için HEK293 insan 

embriyonik böbrek hücre hattının transfeksiyona uygun bir tipi olan 293T hücre hattı DSMZ 

(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) kullanıldı. 

293T hücre kültürü için Dulbecco’s MEM (Biochrom AG, Almanya) 

kullanılarak %10 fetal sığır serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya) 

ile desteklendi. Hücreler 75 cm2’lik kültür flasklarına (Greiner, Almanya) ekilerek haftada 2 

kez olmak üzere % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Almanya) 

kullanılarak pasajlandı. 

Hücreler pasajlanırken ilk olarak içinde bulunduğu ortam çekildi ve yerine 10 ml 

Fosfat tamponlu fizyolojik solüsyon (Phosphate buffered saline; PBS) eklendi. Hücreler 

PBS ile yıkandıktan sonra pipet yardımı ile PBS uzaklaştırıldı. Yıkanan hücrelere 5 ml 

Tripsin/EDTA (%0,05/%0,02) solüsyonu eklenerek inkübatör içinde 2 dakika bekletildi. Bu 

sayede hücreler yapıştıkları flask yüzeyinden ayrıldı. Daha sonra flasklara 5 ml kültür ortamı 

eklenerek, daha önce eklenen tripsinle beraber geri alınarak 15 ml’lik tüplere aktarıldı. 

Hücreler 1500 rpm hızda 5 dakika santrifüj edildikten sonra çöken hücrelerin üzerinde kalan 

ortam uzaklaştırıldı. Hücreler 1 ml kültür ortamı eklenerek süspanse hale getirildi. Hücreler, 

Thoma lamı (Marienfeld, Almanya) kullanılarak sayıldı. Flask başına 1 x106
 hücre gelecek 

şekilde ekildi ve üzerlerine 10 ml kültür ortamı eklendi. İnverted ışık mikroskobunda 

(Olympus, Japonya) kontrol edilerek hücreler inkübatöre kaldırıldı. 

 

3.5.2. İn vitro Deney 

N9 hücreleri, flask başına 5x10
6
 hücre olacak şekilde 75 cm2’lik  flasklara  ekildi. 

Bir gece boyunca inkübatörde bekletildikten sonra flask içinde bulunan ortam 

uzaklaştırılarak yerine 10, 100 ve 1000 ng/ml LPS (Esherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich, 

Almanya) dozlarını içeren  %1 FBS ve %1 L-Glutamin ‘li  RPMI 1640 ortamı eklendi.  

Daha sonra %5 CO2 içeren inkübatöre kaldırılan hücreler 6 saat sonra toplandı ve bu 

hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. 
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              3.5.3. RNA izolasyonu 

  İn vitro deney sonrasında hücrelerden total RNA izolasyonu firmanın miRNeasy 

RNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. Öncelikle 

hücreler 700 µl Qiazol ile lize edildi ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Daha sonra 

lizatın üzerine 140 µl klorofom eklenip, sertçe çalkalandı. 2 dakika oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra tüpler 12000 xg’de 4C’de 15 dakika santrifüj edildi. Santrifuj sonrası 

oluşan oluşan katmanlardan üst faz başka bir tüpe aktarıldı ve üzerine 1,5 kat hacimde 

Etanol (%100) eklendi. Oluşan miks, RNeasy mini spin kolona aktarıldı ve oda sıcaklığında 

10000 rpm’de santrifüj edildi. Kolon üzerine 700 µl RWT solüsyon eklenerek 10000 rpm’de 

15 saniye santrifüj edildi. Sonrasında kolona iki kez olmak üzere 500 µl RPE solüsyonu 

eklenerek önce 15 saniye ve ikinci olarakta 2 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifüj edildi. 

En son kolonlar yeni toplama tüplerine aktarılarak üzerlerine 30 µl  RNaz-free su eklendi ve 

10000 rpm’de santrifüj edildi. Sonrasında elde edilen RNA’ların konsantrasyonu 

spektrofotometrede (Agilent, ABD) ölçüldü. 

 

3.5.4. Mikroarray Analizi 

Mikroarray analizi Febit (Almanya) firması tarafından hizmet alınarak yapılmıştır. 

Bu analiz için firmanın patentli ‘Microfluidic Primer Extension Assay‘ prensibi ile çalışan 

“Geniom®
 Biochip MPEA mus musculus” çipi kullanılmıştır. Çip üzerinde bulunan problar 

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

bulunan tüm matür ve matür* miRNA’ların komplementer dizilerine göre tasarlanmıştır. 

Mikroarray çalışma prensibine göre öncelikle RNA’lar çipe hibridize edilmiştir. Probların 5’ 

uçlarında bulunan uzatma bölgeleri, hibridize olan RNA’ları primer olarak kullanarak 

Klenow fragmanları ile beraber biotinlenmiş nükleotidler sayesinde uzama basamağı 

gerçekleştirilmiştir. Biyotin görüntüleme işlemi Streptavidin–Phycoerythrin (SAPE) 

molekülleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

3.5.5. Kantitatif PCR Analizi 

İlk olarak, izole edilen total RNA’lardan RT
2
 miRNA First Strand Synthesis Kit 

(SAbiosciences, ABD) kullanılarak cDNA (Complementary DNA) sentezi gerçekleştirildi. 

Herbir örnek için steril PCR tüplerine, total RNA 0,5-2 µg olacak şekilde eklendi. Ardından, 

1 µl miRNA RT Primer & ERC Mix (M1) , 2 µl 5X miRNA RT Buffer 2 (M5), 1 µl miRNA 

RT Enzyme Mix (M3), 1 µl  Nucleotide Mix (M4) ve son olarak total miktarı 10 µl’e 

http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml
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tamamlayacak şekilde Nuclease free H2O su eklendi. Hazırlanan bu reaksiyon karışımı, PCR 

cihazında (BioRad, ABD) ) 37C’de 2 saat, 95C’de 5 dk olacak şekilde inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası herbir tüpe 90µl Nuclease free  H2O eklendi. 

qPCR analizinde kullanılan RT2
 SYBR Green Mastermix ve primerler SABiosciences 

(ABD) firmasından alınmıştır.  Reaksiyon karışımı Tablo - 1’daki gibi hazırlandı. 

Housekeeping gen olarak snRNA olan U6 kullanıldı. 

Tablo 1 : cDNA sentezi için gerekli bileşenler 

Reaksiyon içeriği Miktar 

RT
2
 SYBR Green Mastermix 12,5 µl 

cDNA 1 µl 

Primer (1 µM) 1 µl 

Nuclease free H2O 10,5 µl 

Toplam 25 µl 

 

96 kuyucuklu PCR plaklarında yer alan kuyucuklara, herbir örnek için hazırlanan reaksiyon 

karşımı eklendi. Plaka Roche Lightcycler 480 cihazına yerleştirilip, uygun program ile 

çalıştırıldı. Cihazın yazılımı ile Ct değerleri (treshold cycle) hesaplandı. ΔΔCt yöntemine 

göre elde edilen Ct değerleri analiz edildi. ΔCt değerleri, CtmiRNA-CtU6 formülüne göre 

Microsoft Excel kullanılarak hesaplandı. İstatistiksel anlamlılığı hesaplamak için t-testi 

yapıldı. Ekspresyon değişimini hesaplamak içinse ΔCtLPS-ΔCtKontrol formülü kullanılarak 

ΔΔCt değerleri hesaplandı. Son olarak 2-ΔΔCt
 formülüyle ile ekspresyon değişim miktarları 

belirlendi. 

 

3.5.6. miRNA Hedef Genleri Analizi 

              Hedef gen analizleri için miRGen target veritabanı kullanılmıştır. 

(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi) Analiz sonucunda 

belirlenen hedeflerden inflamasyonla ilişkili olanlar seçildi. Fakat bu hedefler öngörülen 

hedef olduklarından dolayı Lusiferaz testi ile validasyonları yapıldı. 

 

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

                RNA hedef genlerin validasyonu Lusiferaz testi ile yapıldı. Bu test için 

transfeksiyona olan yatkınlığından dolayı 293T hücre hattı kullanıldı. Test için gerekli olan 

miRNA genini ve hedef geni içeren plazmitler ile negatif kontrol hedef plazmitleri 

GeneCopoeia (ABD) firmasından alındı.  

miRNA geninin bulunduğu plazmitde (pEZX-MR01)  H1 promotoru ve onun 

arkasında miRNA geni bulunmaktadır. miRNA hedef geninin bulunduğu plazmitde (pEZX-

MT01), hedef genin 3’-UTR dizisi yer almaktadır. Hedef gen analizinde belirlenen her bir 

hedef gen mRNA’sına göre bu diziler değişmektedir. Negatif kontrol hedef plazmitinde 

(pEZX-MT01) ise herhangi bir hedef bölgesi bulunmamaktadır. miRNA hedef genini içeren 

plazmitde, Firefly ve Renilla lusiferaz geni bulunmaktadır. Renilla lusiferaz aktivitesine göre, 

Firefly lusiferaz aktivitesi normalize edilmektedir. Plasmitler, Firefly lusiferaz geninin 3’-

UTR bölgesinde istenen hedef genin 3’-UTR bölgesi hazır klonlanmış halde alınmıştır. 

Negatif kontrol plasmitinde ise  3’-UTR bölgesi bulunmamaktadır. 

 

       Şekil 3: miRNA genini içeren plazmit             Şekil 4: miRNA hedef geni içeren 

plazmiti 

 

 

           miRNA hedef genini içeren plasmit bakteriye transforme halde alındığı için öncelikle 

çoğaltılması gerekmektedir. Bunun için bakteriler, 100 µg/ml Kanamisin (Sigma-Aldrich, 

Almanya) eklenen sıvı LB içerisinde 37ºC ‘de çalkalamalı inkübatörde gece boyu inkübe 
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edildi. Daha sonra çoğalan bakterilerden Nucleospin Plasmid Kit (Macherey-

Nagel,Almanya) kullanılarak, kitin protokolüne göre plasmid DNA izolasyonu yapıldı. 

Protokole gör öncelikle bakteriler 4000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek çöktürüldü. Oluşan 

bakteri pelletine 250 µl A1 resüspansiyon solüsyonu eklendi ve pellet süspanse hale 

getirildi. 250 µl A2 lizis solüsyonu eklenerek 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Ardından 

300 µl A3 nötralizasyon solüsyonu eklenerek 5 dakika 11000xg’de santrifüj edildi.Elde 

edilen supernatant kolona aktarıldı ve 11000xg’de 1 dakika santrifüj edildi. Yıkama işlemi 

için 600 µl A4 yıkama solüsyonu eklenerek 11000xg’de 1 dakika santrifüj edildi. Sonrasında 

kolon boş halde 11000xg’de 2 dakika santrifüj edildi. Elüsyon kısmında ise kolon steril 

santrifüj tüpüne aktarılarak üzerine 50 µl AE elüsyon solüsyonu eklendi. Kolon 1 dakika 

boyunca oda sıcaklığında bekletildikten sonra 11000xg’de 1 dakika santrifüj edildi. 

İzolasyon sonrası, elde edilen plasmid DNA konsantrasyonu UV spektrofotometre ile 

ölçüldü. 

 

Negatif kontrol plazmitini çoğaltmak için bakteriyel transformasyon yapıldı. Bunun 

için kompetent E. coli DH5α kullanıldı. Bunun için 100 µl  kompetent hücrelere 100 ng 

plazmit eklendi. Buz üzerinde 45 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 2 dakika 

42°C’lik su banyosunda tutuldu. Hemen ardından buz üstüne konuldu. Üzerine 250 µl SOC 

besiyeri eklendi ve 1 saat boyunca 37°C’de çalkalanarak inkübe edildi. Sonrasında bakteriler 

100 µg/ml Kanamisinli katı LB besi yerine ekildi. Gece boyunca 37°C’de inkübe edildi. 

Ertesi gün oluşan kolonilerden alınarak 100 µg/ml Kanamisinli sıvı LB besiyerine ekim 

yapıldı. Gece boyunca 37°C’de inkübe edilerek bakteriler çoğaltıldı.  Çoğalan bakterilerden 

plasmit DNA izolasyonu Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel, Almanya) kitin protokolüne 

göre yapıldı. 

               Transfeksiyon 

Plasmitler çoğaltıldıktan sonra lusiferaz testi için 293T hücreleri 96 kuyucuklu 

plakalara herbir kuyucuğa 10000 hücre gelecek şekilde ekildi. Hücreler, plaka yüzeyine 

yapışabilmeleri için 48 saat boyunca  %5 CO2 içeren inkübatörde (Thermo Scientific, ABD) 

bekletildi. 48 saat sonunda her deney grubu için transfeksiyon ortamı hazırlandı. Bunun için 

Endofektin (GeneCopoeia, ABD) kullanıldı. Her deney grubu plakalarda 5’er kuyucuk 

içerecek şekilde Tablo 2’deki gibi oluşturuldu. 
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Tablo 2 : Transfeksiyon için hazırlanan gruplar     

Grup No                               Grup içeriği   

1                                                sadece  hücre  

2                                                sadece  endofektin  

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

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

 

Her grup için 5X transfeksiyon ortamı hazırlandı. Tablo 2’de belirtildiği gibi 

plasmitler son konsantrasyon 1X olacak şekilde eklendi. 4.32 µl Endofektin kullanıldı. 

Sonrasında transfeksiyon karışımına Optimem (Invitrogen, ABD)  eklenerek hacim 110 

µl’ye tamamlandı ve 30 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Bu sırada kuyucuklar optimem 

ile yıkandı. Gruplardan sadece hücre olana 100 µl, diğer gruplara ise 80 µl optimem eklendi.  

30 dakika sonunda üzerilerine 5X transfeksiyon ortamı eklendi. Bu ortamla beraber hücreler 

3 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası ortamlara, 50 µl %30 FBS içeren Dulbecco’s MEM 

ortamından eklendi. Hücreler 24 saat boyunca %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi.  

Luminometrik Analiz 

İnkübasyon sonrası hücrelerin ortamı toplandı. Firefly ve Renilla lusiferaz 

aktiviteleri Luc-Pair miR Luciferase Assay Kit (GeneCopoeia, ABD) protokolüne göre 

luminometrik olarak ölçüldü. Firefly lusiferaz aktivitesi Renilla lusiferaz aktivitesi ile 

oranlanarak normalize lusiferaz aktivitesi hesaplandı. Analizin için negatif kontrol plazmiti 

eklenen grupla ve hedef gen plazmiti eklenen grup karşılaştırıldı. 

 

3.6. Araştırma Planı  

             Mikroarray Analizleri  - Mart 2011 

             qPCR Analizleri – Nisan 2011/Ekim 2011 

             Biyoinformatik Analizler – Kasım 2011/Aralık 2011 

             Lusiferaz Testi –  Ocak 2012/Şubat 2012 



21 

 

             Tez yazımı  -  Mart 2012/ Nisan 2012 

 

3.7. Verilerin Değerlendirilmesi 

 

             SPSS for Windows istatistik programının 16.0 versiyonu kullanılarak sonuçların 

istatistiksel analizi yapıldı. Gruplar arası kıyaslamalarda Mann Whitney U testi uygulandı. 

miRNA PCR analizlerinde ΔΔCt yöntemi kullanıldı. Tüm değerlendirmelerde p <0,05 

anlamlı olarak kabul edildi. 

 

 3.8. Araştırmanın sınırlılıkları 

Çalışmamızda transforme hücre hattı olan N9 fare mikroglial hücre hattı 

kullanılmıştır. Primer mikroglia kültürleri ile yapılan bazı çalışmalara göre farklı sonuçların 

ortaya çıktığı görülmüştür [95].   Fakat primer kültür, çalışılması teknik açıdan zor olduğu 

ve çok az sayıda hücre elde edilmesi nedeniyle tercih edilmemiştir. Ekspresyon değişimi 

belirlenen miRNA’ların ayrıca in vivo olarakta araştırılması çalışmasının zenginliği 

açısından önemlidir. Çalışmanın ilk aşamalarında yapılan mikroarray analizinde LPS’in tek 

doz uyarımı ile elde edilen örneklerden inceleme yapılmıştır. Fakat bu incelemenin farklı 

dozlar içinde yapılması gerekmektedir. Ayrıca, çalışmamızda yapılan doza bağlı miRNA 

ekspresyon incelemelerine ek olarak, zamana bağlı miRNA ekspresyon değişimi 

incelemeleri de yapılmalıdır.  

 

3.9. Etik Kurul Onayı 

              Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik 

Kurulu 17.3.2011 tarih ve 2011/08-07 no.lu kararında; 125-GOA protokol numaralı 

çalışmamızın etik açıdan sakıncalı olmadığına karar vermiştir.  
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          4. BULGULAR 

4.1. Mikroarray’de LPS ile Ekspresyonu Değişen miRNA’ların Belirlenmesi 

Mikroarray analiz sonuçlarına göre 6 saatte 100ng/ml LPS uyarımıyla ekspresyonu 

en çok değişen 30 tane miRNA Tablo-3 de gösterilmiştir. Değişiklik görülen miRNA’ların 

12 tanesinin ekspresyonunun azaldığı, 18 tanesinin ise artmış olduğu saptandı. Fakat 

istatistiksel analize göre değişimlerde herhangi bir anlamlılık  (p <0.05) bulunmadı.  

 

Tablo 3: Mikroarray sonucuna göre ekspresyon değişimi en çok olan 30 miRNA 

 

4.2. qPCR Yöntemi ile LPS Uyarımıyla Ekspresyonu Değişen miRNA’ların  

Belirlenmesi 

Ekspresyonu değişen miRNA’lar içinden miR-191, miR-193 ve miR-431 için 

qPCR analizleri gerçekleştirildi. Bu analizlerde LPS’in 3 farklı dozu kullanıldı. Hücrelere 6 
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saat boyunca 10 ng/ml, 100 ng/ml ve 1000ng/ml dozlarında LPS uygulandı. Kıyaslamalar 

kontrol grubuna göre yapılarak ekspresyon kat değişimi yine kontrole göre verildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analiz sonucu, miR-191, miR-193 ve miR-431’te anlamlı düzeyde artış saptandı. 6 

saat boyunca LPS’in çeşitli dozlarında uyarımı sonucunda değişen miRNA ekspresyon 

düzeyi Şekil-5’te verilmiştir. 

Tablo 4: 10 ng/ml LPS dozunda miRNA ekspresyon değişimi 

miRNA Ekspresyon Kat Değişimi p Değeri 

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 değişimi 

miRNA Ekspresyon Kat Değişimi p Değeri 

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 değişimi 

miRNA Ekspresyon Kat Değişim p Değeri 

miR-191 2.358 0.270 

miR-193 2.121 0.031 

  miR-431 11.929 0.015 
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Şekil 5 : qPCR analizleri 

 

              4.3. Ekspresyon Değişikliği Gözlenen miRNA’larda Hedef Analizi  

Ekspresyonu değişen miRNA’lar  hedef genleri  ile beraber  Tablo 7’da 

gösterilmiştir. 

Tablo 7: Hedef Genler 

miRNA Hedef Gen 

miR-191 IL-6 (İnterlökin-6) 

miR-193 IL-10 (İnterlökin-10) 

miR-431 IRAK-1 (İntrlökin-1 Rseptörü İlişkili Kinaz 1) 
 

4.4. Lusiferaz Testi ile Hedef Genlerin Validasyonu 

Hedef genler Lusiferaz testi ile deneysel olarak doğrulandı. Şekil 6, 7 ve 8’de 

doğrula hedef genler gösterilmektedir. 
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                   Şekil  6: miR-191 Hedef gen analizi 

   IL-6 3’-UTR bölgesi kullanılarak yapılan Lusiferaz testinde negatif kontrole göre 

lusiferaz aktivitesi anlamlı düzeyde azaldı.  

 

   Şekil 7 : miR-193 Hedef gen analizi 

 IL-10 3’-UTR bölgesi kullanılarak yapılan Lusiferaz testinde negatif kontrole göre 

lusiferaz aktivitesi anlamlı düzeyde azaldı. 

 

   Şekil 8 : miR- 431 Hedef gen analizi 
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  IRAK1 3’-UTR bölgesi kullanılarak yapılan Lusiferaz testinde negatif kontrole 

göre lusiferaz aktivitesi anlamlı düzeyde azaldı. 
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5. TARTIŞMA 

Fare mikroglial hücre hattı olan N9’u kullanarak LPS’in farklı dozlarında uyarımı 

ile ekspresyonu değişen miRNA’lar, ilk kez bizim çalışmamızda incelenmiştir.  Bunun için 

öncelikle mikroarray analizi ve qPCR analizleri yapılarak, inflamasyonla ilişkili olup 

ekspresyonu değişen miRNA’lar belirlendi. Belirlenen bu miRNA’ların hedefleri 

biyoinformatik yöntemlerle saptandı. Daha sonra saptanan hedef genlerin validasyonu 

Lusiferaz testi ile gerçekleştirildi. 

Mikroarray sonuçlarına göre ekspresyonu en fazla değişen 30 adet miRNA tespit 

edildi. Fakat tespit edilen hiçbir miRNA ekspresyon değişiminde istatistiksel olarak 

anlamlılık bulunmadı. Mikroarray analizi sonunda, ekspresyonu değişen miRNA’lar ile ilgili 

literatür taranarak ve olası hedef biyoinformatik yöntemlerle incelenerek inflamasyonla ilgili 

olabileceği düşünülen miR-191, miR-193 ve miR-431 seçildi.  

miR-191, hepatosellüler karsinomlarda (HSK) oldukça fazla eksprese edilmektedir. 

Yeni yapılan bir çalışmaya göre, miR-191 locusunun hipometilasyonu HSK klinik 

örneklerinde hsa-miR-191’in ekspresyon artışına neden olmaktadır. Bu ekspresyon artışı 

HSK hücrelerinin mesenkimal benzeri hücrelere geçişi indüklemekledir [96]. 

 

Kanserli doku ve normal doku arasında miRNA’ların sayıca farklı olduğu 

mikroarray yöntemi ile gösterilmiştir. Bu bilgi doğrultusunda yapılan bir çalışmada, miR-

191’in fonksiyonel açıdan önemi incelenmiştir. Over-eksprese edilen miR-191’in akciğer 

kanser hücre hattında (A549) ve normal akciğer hücre hattında (BEAS-2B) herhangi bir 

fenotip değişikliğine neden olduğu bulunmamıştır [97]. Henüz, miR-191’ün inflamasyonda 

rolüne dair bir çalışma yapılmamıştır.  Fakat, en son yapılan bir çalışmada  inflamatuar  

Crohn’s hastalığına sahip hasta kan örneklerinden yapılan analizlere göre  miR-191 

ekspresyonunda  artış  bulunmuştur [98]. 

 

Bizim çalışmamızda, mikroarray sonuçlarına göre 100 ng/ml LPS dozunda miR-

191 ekspresyonunda artış görüldü. Fakat bu artışta herhangi bir anlamlılık saptanamadı. 

qPCR analizlerine göre, LPS’in uygulanan tüm dozlarında ekspresyon artışı belirlendi. Fakat 

sadece 10 ng/ml LPS dozunda miR-191 ekspresyonunda anlamlı bir artış saptandı.  Yapılan 

biyoinformatik analizle miR-191’in hedef geninin proinflamatuar sitokinlerden  IL-6 olduğu 
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belirlendi.    Bu açıdan, bizim çalışmamız miR-191’ün inflamasyona katıldığını gösteren ilk 

çalışma olmuştur. 

siRNA ve miRNA’larla yapılan TRAIL yolağı inceleme çalışmasında, miR-193’ün 

kaspaz aktivitesini etkilediği gösterilmiştir [99].  Yapılan yeni bir çalışmaya göre ise, miR-

193’ün kardiyak telosit hücrelerine spesifik olduğu, diğer telositlerde ile farklı eksprese 

edildiği gösterilmiştir [100]. Henüz, miR-193’ün inflamasyonda rolüne dair bir çalışma 

yapılmamıştır. Bu açıdan,bizim çalışmamız miR-193’ün inflamasyona katıldığını gösteren 

ilk çalışma olmuştur. 

Bizim çalışmamızda, mikroarray sonuçlarına göre 100 ng/ml LPS dozunda miR-

193 ekspresyonunda azalış görüldü. Fakat bu artışta herhangi bir anlamlılık saptanamadı. 

qPCR analizlerinde ise mikroarrayden farklı olarak, LPS’in uygulanan tüm dozlarında 

ekspresyon artışı belirlendi. 100 ng/ml ve 1000 ng/ml LPS dozunda miR-193 

ekspresyonunda anlamlılık saptandı.  Yapılan biyoinformatik analizle miR-193’ün hedef 

geninin anti-inflamatuar sitokinlerden  IL-10 olduğu belirlendi.  

 
  

miRNA’ların sayısının en yüksek olduğu doku, merkezi sinir sistemidi [101,102]. 

Fare beyinleri kullanılarak, yapılan bir in situ hibridizasyon çalışmasında, miR-431’in beyin 

ve omurilikte spesifik olarak eksprese edildiği gösterilmiştir. Özellikle ponsta oldukça fazla 

eksprese edildiği ortaya çıkarılmıştır [103]. Yapılan başka bir çalışmada ise, meme 

bezlerinin her gelişim sürecinde kendine özel miRNA ekspresyon paterni olduğu ortaya 

çıkarılmıştır. Hamilelik ve emzirme dönemlerinde  miR-431’in down-regüle olduğu 

gösterilmiştir [104]. 

 

Bizim çalışmamızda, mikroarray sonuçlarına göre 100 ng/ml LPS dozunda miR-

431 ekspresyonunda artış görüldü. Fakat bu artışta herhangi bir anlamlılık saptanamadı. 

qPCR analizlerinde ise, LPS’in uygulanan tüm dozlarında ekspresyon artışı belirlendi. 10 

ng/ml ve 1000 ng/ml LPS dozunda miR-193 ekspresyonunda anlamlılık saptandı.Yapılan 

biyoinformatik analizle miR- 431’in hedef geninin TLR-4 yolağında rol oynayan IRAK1 

geni olduğu belirlendi.  

miR-431’in inflamasyondaki rolüne dair bugüne kadar herhangi bir çalışma henüz 

yapılmamıştır. Bizim çalışmamızda ise, LPS uyarımıyla miR-431 ekspresyonunda LPS 

dozuna bağlı anlamlı artış saptandı. Böylelikle miR-431’in inflamasyonda rolü olabileceği 

ilk kez gösterilmiş oldu.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda mikroglial aktivasyonda daha önceden rol aldığı gösterilmeyen ve 

ekspresyonunda değişiklik saptanan 3 yeni miRNA (miR-191, miR-193 ve miR-431) qPCR 

yöntemiyle belirlendi. Belirlenmiş olan bu miRNA’ların hedefleri biyoinformatik yöntemler 

kullanılarak tespit edildi ve yapılan deneysel çalışmayla bu hedeflerin validasyonu yapıldı.  

Hedef validasyon deneyleri insan embriyonik böbrek hücre hattı olan, 293T hücre 

hattı transfekte edilerek yapılmıştır. Bunun dışında hedef validasyon deneyleri çalışmamızda 

kullanmış olduğumuz N9 fare mikroglial hücre hattını transfekte ederek tekrarlanmalıdır.  

Yaptığımız çalışmada sadece doza bağlı miRNA ekspresyon değişimleri 

incelenmiştir. Buna ek olarak zamana bağlı miRNA ekspresyon değişimleri de 

incelenmelidir. Bu inceleme endotoksine karşı yanıtın daha iyi anlaşılması açısından 

gerekmektedir.  

miRNA’ların biyoinformatik yöntemlerle belirlenip, daha sonra doğrulaması 

yapılan hedef genlerinin fonksiyonel etkileri incelenmelidir. Bunun için qPCR, ELISA veya 

Western-blot gibi yöntemler kullanılmalıdır.  
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