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KISALTMALAR
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stimulating factor)
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HIV: insan immiin yetmezIigi viriisii (Human immunodeficiency virus)
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ISH: In situ hibridizasyon



IFNgR: Interferon-gamma reseptorii

IKKepsilon: IkB kinaz epsilon (IxB kinase epsilon)
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IRAK1: interlokin-1 Reseptorii Iliskili Kinaz 1 (IL-1R associated kinase 1)
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miRNA: MikroRNA

mRNA: Messenger RNA

MS: Multiple Skleroz
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MSS: Merkezi sinir sistemi
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NF-kB: Niikleer Faktor Kappa-B

NK: Dogal 6ldiirticii hiicreler (Natural killer cells)
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PBS: Fosfat tamponlu fizyolojik soliisyon (Phosphate buffered saline)

PET: Pozitron emisyon tomografisi

PH: Parkinson hastalig1

pre-miRNA: Prekiirsor miRNA

pri-miRNA: Primer-miRNA

PRR: Patern tanima reseptorii (Pattern recognition receptor)

qPCR: Kantitatif PCR

RIG-I: Retinoik asit ile indiiklenen gen I (Retinoic acid-inducible gene I)

vi



Ripkl: Reseptor (TNFR siiperailesi)-ile etkilesen serin-treonin kinaz 1 [Receptor (TNFR
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ROS: Reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen species)

RPA: RNaz koruma testi (RNase protection assay)
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MIKROGLIAL AKTiVASYONDA LiPOPOLISAKKARIT UYARIMIYLA
EKSPRESYONU DEGiSEN MiKRORNA’LARIN BELIRLENMESI

Kemal Ugur Tiifekci, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Sinirbilimler Anabilim Dali, 35340, Inciralti, {zmir

OZET

Mikroglial hiicreler, merkezi sinir sisteminin (MSS) hematopoetik kokenli yerel
makrofajlar1 olarak gorev yapmaktadirlar. MSS'nde, pek cok norodejeneratif hastaligin
patogenezinde mikroglial aktivasyonla indiiklenen inflamasyon yer almaktadir. MikroRNAlar
(miRNA) post-transkripsiyonel regiilasyon mekanizmalarinda rol alan kodlanmayan kii¢lik
RNA'lardir. Bu ¢calismamizda, MSS'nde inflamasyon ile iliskili miRNA'larin ve hedeflerinin

belirlenmesi amaglanmastir.

Calismada N9 fare mikroglia ve 293T insan embriyonik bdbrek hiicre hatlar
kullanilmistir. Deneylerde 10-1000 ng/ml Lipopolisakkarid (LPS) dozlarinda N9 hiicreleri
inkiibe edildi. On ¢alismada 100 ng/ml LPS dozu kullanilarak miRNA ekspresyon degisimleri
mikroarray yontemiyle belirlendi. Mikroarray analizinde ekspresyonu degisen miRNA’lardan
miR-125b-3p, miR-132, miR-146a ve miR-155’in ekspresyon degisiklikleri kantitatif PCR
(qPCR) yontemiyle incelendi. Ekspresyon degisikligi dogrulanan miRNA’larin hedef genleri
biyoinformatik analizle belirlendi. Lusiferaz testi ile hedef genler i¢in validasyon deneyleri

yapild.

Yapilan mikroarray analizinde en fazla ekspresyon degisimi gosteren 30 tane
miRNA belirlendi. qPCR analizinde miR-125b-3p ekspresyonunun azaldigi, miR-146a ve
miR-155’in ekspresyonun arttig1 gosterildi. Hedef validasyonu deneyleri ile biyoinformatik
araglarla belirlenen hedef genler (TNF-a, IL-1B, IL-6, IRAKI1, TRAF6 ve MyDS&S)

dogrulandi.



Bu calismanin sonucunda mikroglial aktivasyonla iligkili miRNA'lar karakterize
edilmistir. Bu miRNA’lardan miR-125b’nin TNF-a ve IL-18’y1, miR-132’nin IL-6’y1, miR-
146a’nin IRAK1 ve TRAF6’y1 ve miR-155"in MyD88’1 hedefledigi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Mikroglial aktivasyon, Lipopolisakkarit, mikroRNA



CHARACTERIZATION OF DEREGULATED MICRORNAS IN MICROGLIAL
ACTIVATION BY ENDOTOXIN STIMULATION

Kemal Ugur Tiifekci, Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of

Neuroscience, 35340, Inciralt, Izmir

ABSTRACT

Microglial cells are the hematopoietic originated immune cells of the central nervous
system (CNS). They are resident macrophages of CNS. In CNS, they play a role in
inflammation mechanism of most neurodegenerative diseases. MicroRNAs (miRNAs) are the
non-coding small regulatory RNAs playing role in post-transcriptional regulation. In this

study, neuro-inflammation related miRNAs and their targets were aimed to be determined.

In this study, N9 murine microglial and 293T human embryonic kidney cell lines
were used. In the experiment, N9 cells were treated with 10-1000ng/ml doses of
Lipopolysaccharide (LPS). In preliminary study, by using 100 ng/ml LPS, miRNA expression
changes were determined by microarray. Of microarray-characterized miRNAs, miR-125b-
3p, miR-132, miR-146a and miR-155 were further analyzed by quantitative PCR (qPCR). Of
verified miRNAs, miRNA target genes were determined by bioinformatic analysis and

targetes were validated by luciferase assay.

According to miRNA array analysis, 30 mostly changed miRNAs are detected. As a
result of qPCR analyses, miR-125-3p expression was reduced while miR-146a and miR-155
expressions were increased. Target validation experiments verified the bioinformatically

determined miRNA target genes (TNF-a, IL-1p, IL-6, IRAK1, TRAF6 and MyD88).

This study helped the characterization of the miRNAs related to microglial
activation. Of these microRNAs, it was shown that miR-125b targets TNF-a and IL-1f
mRNAs, miR-132 targets IL-6 mRNA, miR-146a targets IRAK1 and TRAF6 mRNAs and
miR-155 targets MyD88 mRNA.



Key Words: Microglial activation, Lipopolysaccharide, microRNA



1. GIRIS VE AMAC

Mikroglial hiicreler merkezi sinir sisteminde (MSS) bulunan immiin hiicrelerdir.
Mikroglia prekursor hiicreleri fetal donemde kemik iliginde olusup beyine goc¢ etmektedir.
MSS’nde mikroglial hiicreler gelisim sirasinda goriilen apoptotik hiicre 6liimii sonucunda
olusan artiklar1 sindirmekle gorevlidir. Yetiskin donemde ise enfeksiyon ve hastalik durumlari
disinda inaktif halde bulunmaktadir. Mikroglial hiicreler; Parkinson, Alzheimer gibi
ndrodejeneratif, Multiple Skleroz gibi otoimmiin ndroinflamatuar, Stroke gibi akut vaskiiler
noroinflamatuar, néro-AIDS (Edinilmis immiin yetmezlik sendromu) ve sizofreni gibi
hastaliklarda aktifleserek noroprotektif veya norotoksik olmak iizere iki fenotipe
yonelmektedir. Norotoksik fenotipe doniisiim siirecinde hiicrelerin yiizeyinde bulunan Toll-
like reseptorler (TLR) ve interferon-gamma reseptorii (IFNgR) gibi cesitli reseptorler
uyarilarak veya CD200 ve CD47 gibi inhibitor reseptorler baskilanarak mitojen aktive eden
protein kinaz (Mitogen activated protein kinase; MAPK), Jun Kinaz sinyal yolaklari
iizerinden Niikleer Faktor Kappa-B (NF-xB) gibi transkripsiyon faktorleri aktive olmaktadir.
Sonugta hiicrede pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonu saglanir. Aktivasyon sirasinda
fenotipler arasindaki doniisiim post-transkripsiyonel ve post-translasyonel regiilator

mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir.

Kodlanmayan RNA’lar ailesinden olan mikroRNA’lar (miRNA) gen regiilasyonunda
rol alirlar. miRNA’lar genomda RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilip c¢esitli
islemlerden gecerek matiir forma doniisiirler. Matiir miRNA’lar ¢esitli proteinlerle kompleks
olusturarak hedef gen messenger RNA’sina (mRNA) baglanirlar. Hedef mRNA’y1
parcalayarak ya da translasyonunu inhibe ederek fonksiyon goriirler. miRNA’lar fizyolojik ve
patolojik tiim mekanizmalarda rol almaktadir. Periferik immiin hiicrelerde inflamasyonu

diizenledikleri gdsterilmistir.

Bu c¢alismadaki ama¢ MSS’de mikroglial hiicrelerde aktivasyon mekanizmalarinda
rol alan miRNA’larin belirlenmesidir. Bu amagla, ¢calismamizda mikroglial hiicreler, bakteri
hiicre duvarmin ana bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) ile inkiibe edildi. miRNA
ekspresyonlarindaki degisiklikler mikroarray ve kantitatif PCR (qPCR) yontemleriyle
belirlendi. Ekspresyon degisimi saptanan miRNA’larin  hedefledigi olast genler



biyoinformatik analizle belirlendi. Lusiferaz testi kullanilarak hedef genlerin deneysel

dogrulamasi yapildi.

HI: LPS ile uyarilan N9 fare mikroglia hiicrelerinde miRNA ekspresyonlarinda
degisiklik olur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroglial Hiicreler
MSS’nde noronal, glial ve vaskiiler olmak iizere 3 ana tiirde hiicre bulunmaktadir.
Mikroglial hiicreler glial hiicre tipindedir. Mikroglial hiicreler yaklasik olarak 80 yil 6nce

bulunmasina ragmen hiicrelerin kdkeniyle ilgili kesin bir bilgi bulunmamaktadir.

2.1.1. Tarihge ve Hiicrelerin Kokeni

Mikroglial hiicreler ilk kez 1932 yilinda del Rio-Hortega tarafindan sinir sisteminin
ticlincii elemani olarak tanimlanmistir. Rio-Hortega’nin 151k mikroskobu ve glimiis boyama
teknikleri kullanilarak yaptig: ilk aragtirmalar sonucunda mikroglial hiicrelerin mezodermal
pial elementlerin MSS’ne invazyonu ile olustugu ortaya atildi. Bununla birlikte kandaki

mononiikleer hiicreler de potansiyel kaynak olarak 6ne stirtildii [1].

MSS’nde bol miktarda bulunan dallanmis mikroglia fetal makrofajlardan kdken
almaktadir. Fetal makrofajlar ise erken embriyonik gelisim sirasinda gelisen mezodermden
koken almaktadir. Rodentlerde fetal makrofajlarin ndroepitelyuma girisi gestasyonun orta
veya daha onceki donemlerinde; insanlarda ise gebeligin ilk trimesterinde baglamaktadir [2-
4]. Fetal makrofajlarin ise yolk kesesindeki kan adaciklarinda bulunan primitif
makrofajlardan olustugu disiiniilmektedir [5-7]. Fetal makrofajlarin embriyonik beyine girisi,
tiire, incelenen bolgeye ve embriyonik yasa bagl olarak degisik yollardan olmaktadir [3, 8,
9]. Fetal makrofajlar, rodentlerde perinatal donem boyunca 2. postnatal haftaya kadar kalir,
sonrasinda ameboid mikroglial hiicre olarak anilirlar [9, 10]. Bu donemdeki mikroglial
hiicreler heniliz dallanmamis bir morfolojiye sahip, kolay prolifere olup, mobil ve fagositik
karakteristiktedir [5, 7, 11, 12]. Ameboid mikroglia goéze carpan sekilde beyaz cevher
bolgesinde c¢ogalmakta, supraventrikiiler korpus kallozum bdlgesinde belirgin kiimeler
olusturmaktadir [9, 13, 14]. Bu kiimeler farklilagmay1 tamamlamis ve dallanmis hale gegerek
mikrogliojenik kiimelerden yakin bolgedeki gri cevhere goc eder. Ameboid ve dallanmig
mikroglial hiicreler antijenleriyle birbirinden ayrilmaktadir. Ameboid mikroglia ED1 antijeni
eksprese ederken dallanmis mikroglia ED1 eksprese etmemektedir [15]. Makrofaj markeri
ED1 intrasitoplazmik lizozomal bir antijendir, ekspresyonu fagositoz sirasinda artmaktadir

[16]. Dogum sirasinda ED1-pozitif hiicreler MSS’nde yaygin iken, postnatal 3. haftadan sonra



tamamen ortadan kaybolmaktadir [15]. Bu durum postnatal 3. haftanin sonunda ameboid
mikroglial hiicrelerin tiimiiniin dallanmis mikroglial hiicrelere doniistiigiiniin gostergesidir.
Ancak, MSS travmatik hasarinin ardindan ve yaslanma siirecinde dallanmis mikroglial
hiicreler ED1 eksprese ederek, tekrar fagositik faza gegerler [17, 18]. Travma ve yaslilik
durumlarinda mikroglia aktivitesi farkli sebep ve farkli zaman skalalarindan dolay1
artmaktadir. Yaglilik doneminde dallanmigs mikroglial hiicrelerde ED1 ekspresyonu zaman

zaman olmakta ve hiicre i¢inde hiicre senesensine bagli olarak miktar1 azalmaktadir [19].

Mikroglial hiicrelerin kdkenini inceleyen yakin zamanda yapilan ¢alismada yetiskin
beyinlerinde hematopoetik progenitdr hiicrelerin mikroglia homeostazina katkilarinin
olmadig gosterildi [20]. Caligmada koloni uyarict faktor 1 (colony stimulating factor 1; CSF-
1) eksprese etmeyen farelerde mikroglia gelisimi olurken CSF-1 reseptorii eksprese
edilmeyen organizmada ise mikroglia gelisimi olmadi. Gelisim siirecinde olusan hiicrelerin
hangi hiicre neslinden geldigini belirlemek amaciyla nesil izleme (lineage tracing) analizi
yapilmaktadir [21]. Bu yontemde in situ olarak canli progenitor hiicreye floresan boya enjekte
edilip en son olusan hiicreler karakterize edilmektedir. Ginhoux ve ark. tarafindan
gerceklestirilen nesil izleme caligmalarinin sonuglari mikroglial hiicrelerin embriyonik
8.giin’den Once olusan primitif myeloid progenitor hiicrelerden oldugunu goéstermektedir. Bu
sonuglara gore mikroglial hiicrelerin ontojenik olarak periferik fagositik hiicrelerden farkli bir

poptilasyondan olustugunu diistindiirmektedir.

2.1.2. Mikroglia Fonksiyonlar1 ve Mikroglial Aktivasyon

Mikroglial hiicreler yukarida da belirtildigi gibi makrofaj benzeri fagositik
hiicrelerdir ve Apoptotik hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda gorev almaktadir [4, 22]. Bu
fonksiyonlarindan dolay1 beyin dokusunun gelisim sirasinda sekillenmesinde, 6zellikle beyaz
cevher aksonlarinin olusumunda ve bazi hiicre projeksiyonlarmin eliminasyonunda gorevli
oldugu disiiniilmektedir [15, 23, 24]. Mikroglianin ndrogenez sirasinda yonlendirici ve
destekleyici rolleri oldugu da one siiriilmektedir [25, 26]. Bu siire¢ yetiskin donemde de
devam ettigi icin sadece gelisim donemiyle kisitlanmamalidir. Mikroglial hiicrelerin
norogenezin yaninda gelisim ve yetiskin donemde sinaptogenezde de rol oynadiklari 6ne
striilmektedir [22]. Bu rollerinin aksine, uzun yillardir mikroglial hiicrelerin sinaps

eliminasyonunda da rol aldigi disiiniilmektedir. Bunu destekleyen bir bulgu olarak



aksotomize fasiyel motor noronlarin sinapslarinin mikroglial hiicreler tarafindan ortadan
kaldirildig: gosterilmistir [27]. Bu konuyla ilgili son zamanlarda yapilan ¢aligmada gdsterilen
ise mikroglial hiicrelerin iki-foton mikroskopi [28] teknigiyle yapilan analizde uzun siire
mikroglia ile temas halinde kalan sinapslarin ortadan kayboldugudur [29]. Bu verilere

dayanarak mikroglial hiicreler sinaptik plastisiteye dolayli olarak katki saglamaktadir [30].

Tablo 1: Mikroglial aktivasyona sebep olan sinyaller ve aract molekiiller

Molekiil Sinifi Ornekler

Yiizey yapilari, viriis, bakteri ve fungal TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR6/2 ve TLR9 agonistleri: LPS, hiicre

kokenli DNA/RNA
Anormal endojen proteinler
Kompleman sistem
Antikorlar

Sitokinler

Kemokinler

Norotrofik faktorler

Plazma bilesenleri

Diger protein ve peptitler

Norotransmisyon iliskili peptitler

Iyonlar

Diger molekiiller

duvari peptidoglikanlari, lipoteikoik asit, gp41, gp120
B-Amiloid agregatlari, AB25-35, AB40, AB42, Prion protein (PrP)
Kompleman faktér C1q ve C5a

Degisik siif ve izotipteki immunoglobulinler (IgA, IgG, IgM)

Koloni uyarici faktorler (M-CSF, GM-CSF), IL-1B, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-y, TGF-B, TNF-a

CCR3, CCRS5, CXCR2, CXCR, CXCR4, CX3CR1, IL-8R
reseptorlerine baglanan ligantlar

BDNF, GDNF, Sinir bityiime faktorii (NGF), Norotrofin-3 (NT-3),
NT-4

Albumin, Fibronektin, Fibrinojen, Trombin
Apolipoprotein E (ApoE), Is1 soku proteinleri hsp60 ve hsp70,
CD40L, melanosit uyarict hormon (MSH), endotelin, S100

proteinleri, vazoaktif intestinal peptid

ATP (ve ilgili piirinler), B-adrenerjik agonistler, glutamat, kainat,
NMDA

K', Mn"
Kannabinoid, Seramid, gangliositler, lizofosfatidik asit, melatonin,

opioidler, platelet aktive edici factor (PAF), prostaglandin E,
(PGE,), steroid hormonlar, D5 vitamini

Iki-foton mikroskopi yontemiyle mikroglial hiicreler canli beyinlerde dogrudan

incelenebilmektedir [28]. Elde edilen sonuglar histolojik, ex vivo ve in vitro ¢aligmalarin
gorsel dogrulamasi niteligindedir. Iki-foton mikroskopi ydéntemiyle yapilan calismalar

mikroglianin istirahat halinde de dinamik oldugunu ve palpasyon benzeri hareketler yaptigini



gostermektedir [11, 31-34]. Bu dinamik hareketler ile siirekli olarak MSS mikrogevresini
kontrol etmektedir. Periferik immiin sistemle kiyaslama yapildiginda mikroglial hiicreler
sadece inflamatuar hiicreler olarak degil glial hiicre olarak gorev yapmaktadir. Glial hiicre
olarak mikroglial hiicrelerin biiylime faktori, sitokin ve norotrofik faktor salgisi, glutamat

alimi, debris fagositozu ve demir uzaklagtirilmasi gibi gorevleri de bulunmaktadir [35-40].

ll— IRAK3
TOLLIP —  IRAK1

CHUK
IKBKB [IKBKG
TNF-a
Nukleus IL-1B
IL-6

Sekil 1: LPS hiicre i¢i sinyalleme mekanizmasi

Mikroglial hiicreler beyinde bir hasar sonucu olusan molekiillere (Tablo 1) karsi
aktive olarak inflamatuar yanit olusturmaktadir. Bu siiregte mikroglia degisik aktivasyon
durumlarina yonelerek MSS homeostazini saglamaktadir [40-43]. Mikroglial aktivasyon
stireci istirahat halinden adim adim aktif forma doniisiiyormus gibi algilanmakta, aktivasyon
oncesi mikroglia inaktif olarak dngoriilmektedir. Ancak, in vivo goriintiileme ¢aligmalarindan

elde edilen sonuglara gore mikroglia istirahat halinde dinamiktir, bu yiizden aktivasyon
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stireci fonksiyonel fenotipteki degisiklik olarak algilanmalidir. Bu siirecin basinda degisen
homeostazi dengelemek amaciyla denetleme modundan reaktif profile gecis olmaktadir. Bu
gecis olayinda kemotaktik diizenlenme gibi ayarlamalar saniyeler icerisinde gerceklesir ve
daha geg siirelerde ise kompleks gen kiimeleri aktive olmaktadir [44]. Tablo 1 de gdsterilen
uyarict molekiiller spesifik olarak kendi baglanabilecekleri reseptdre baglanir [45-47].
Ornegin patern tanima reseptorlerinden olan TLR’ler viral, bakteriyel ve fungal yapilari
tantyarak hiicre i¢i sinyalleme mekanizmasini aktive eder (Sekil 1) [48, 49]. Bunun yaninda
CD200-CD200R, CX3CL1- CX3CRl ve SIRPa-CD47 gibi ligant-reseptor ciftleri
aktivasyonu diizenler [22, 50-52]. Bu diizenleme mekanizmasinda ligant reseptore bagl ise
aktivasyon engellenir. Ancak MSS i¢inde herhangi bir hasar durumunda ligant-reseptor
dengesi bozulur ve aktivasyon olur. Bu inhibitor mekanizma Interlokin-10 (IL-10),
Transforming growth factor-f (TGF- B), glukokortikoidler veya myeloid hiicrelerde eksprese
olan reseptor-2 (the receptor expressed on myeloid cells-2, TREM-2)-DAP12 reseptor-
adaptdr ¢ifti ile olan inhibitor mekanizmaya benzemektedir [46, 53]. Mikroglial aktivasyon
mekanizmasi iizerinde ndrotransmitterlerin de yatistirici etkisi bulunmaktadir. Mikroglial
hiicreler c¢esitli norotransmitter reseptorlerini eksprese etmektedir. Bu reseptorlerin

aktivasyonu anti-inflamatuar yanitlara sebep olabilmektedir [54, 55].

2.1.3. Mikroglial Hiicreler ve Hastaliklarda Rolleri

Mikroglia, MSS’nde goriilen bazi hastaliklarin patolojisine katilmaktadir. Mikroglial
hiicreler; Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Amyotrofik lateral skleroz gibi
norodejeneratif, Multiple skleroz gibi otoimmiin-demyelizan, travmatik beyin hasar1 ve
Stroke gibi akut vaskiiler noroinflamatuar, néro-AIDS ve sizofreni gibi hastaliklarin

patolojisine direkt veya dolayl olarak katilmaktadir.

Alzheimer Hastalig

Alzheimer hastalig1 (AH) en yaygin goriilen demans tipidir. Kognitif fonksiyonlarda
kayip hastaligin en Onemli bulgusudur. AH patolojisinde Amiloid-f (AP) plaklar1 ve
norofibriler yumaklarin olusmasit sonucu noronal hiicre kaybi1 goriilmektedir. AH
patolojisinde olusan AP plaklar1 mikroglial hiicreler tarafindan fagositozla yok edilmektedir.

Bu ylizden mikroglia AH patolojisinde noroprotektif rol oynamaktadir. Mikroglialarin

11



koruyucu rolii AH’nin erken donemlerinde goriilmektedir [56]. Bunun yaninda, mikroglial

hiicreler patolojik bolgede inflamatuar yanit olusturarak doku rejenerasyonunda gorev alirlar.

Parkinson Hastaligi

Parkinson hastaligi (PH) hareket ve yiiriime bozukluklariyla bag gdsteren dejeneratif
bir hastaliktir. Hastaligin patolojisinde beynin substantia nigra boliimiindeki dopaminerjik
noronlar dejenere olmaktadir. Mikroglial hiicrelerin PH patolojisine katildigi konusunda
tartismalar stirmektedir. Su ana kadar elde edilen veriler de mikroglial inflamasyonun PH
patolojisinin ana mekanizmalarindan biri oldugunu gdstermemektedir. Oncelikle, aktive
mikroglianin spesifik olarak substantia nigra (SN)’da bulunan dopaminerjik ndronlar
hedefledigi ile ilgili bir mekanizma bulunmamaktadir [57]. Bunun Otesinde LPS
enjeksiyonuyla olusturulan PH modelinde olusturulan inflamasyon modeli yaniltict
olabilmektedir [58]. Son olarak ise PH etiyolojisini arastirmaya yonelik calismalar
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, oksidatif ve nitrosatif stres ve ubikitin-proteazom

sisteminin PH patogenezine sebep oldugunu gostermistir [59].

Mikroglial hiicrelerin PH patogenezinde rol aldigit SN’da biiyiik doku uygunluk
kompleksi (Major histocompatibility complex; MHC) simf II molekiillerinin ekspresyonu
sebebiyle one siiriilmektedir [60]. Ancak MHC smf II ekspresyonu ndrodejeneratif
hastaliklarin ¢ogunda goriilmektedir ve antijen sunumu kapasitesini azaltmakta ve
immiinolojik saldirilara kars1 bir tiir glivenlik duvari rolii istlenmektedir. PH patogenezindeki
ortak yolagin ¢ok az bir kismi inflamatuar mekanizma ile ilgilidir [61]. PH patogenezindeki

a-synuclein proteini mikrogliay1 aktiflestirmektedir [62].

Amyotrofik Lateral Skleroz

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) patolojisinde mikroglial hiicrelerin motor néron
Olimiine katkis1 oldugu diisiiniilmektedir [63]. Mutant siiperoksit dismutaz (mSOD) over-
eksprese eden fare mikroglial hiicre hattinda, kontrolsiiz olusan reaktif oksijen tiirleri
(Reactive oxygen species, ROS), TLR2 araciligiyla noérotoksik inflamatuar yanit
olusturmaktadir [64]. ALS patolojisinde monosit kemoatraktant protein-1 (monocyte
chemoattractant protein-1; MCP-1) artmaktadir. Artan MCP-1’in kaynagmin mikroglia

oldugu diisliniilmektedir [65]. ALS’de yapilan calismalarin sonuglarina goére mikroglial
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hiicrelerin noroprotektif olduklar1 ancak mSOD ekspresyonu mikroglial hiicreleri, norotoksik
fenotipe yonlendirdigi gosterilmistir [66]. Buna gore ALS patolojisinde goriilen motor néron

dejenerasyonu mikroglianin hatali ¢alismasindan kaynaklanmaktadir.

MSS Travmalar

Mikroglia, MSS travmalarinda ikincil doku hasarmin aracist olarak gorev
yapmaktadir. Travmatik beyin hasarinda CD8+ makrofaj ve mikroglia bolgeye gelir ve
endotelyal monosit-aktive edici polipeptid II ve P2X4 reseptorlerini eksprese ederek lezyon
olugsmasint saglar [67]. Bunun yaninda Liinemann ve ark. yeni bir faktér olan
Makrofaj/mikroglia aktive edici faktor (MAF)’in ekspresyonunun mikrogliay1r fagositik

fenotipe yonlendirildigini 6ne siirdii [68].

Sicanlarda olusturulan fasiyel sinir kesisi modelinde gergeklestirilen aksotomide
mikroglia hiicrelerinin artig1 gozlenmektedir. Prolifere olan mikroglia ndrotoksik maddeler
iiretmemektedir. Bunun yerine makrofaj koloni uyarici faktér-1 (M-CSF), graniilosit makrofaj
koloni uyaric1 faktdr (Granulocyte macrophage colony stimulating factor; GM-CSF)ve
bunlarin 6zgiil reseptor proteinleri olan ¢c-FMS ve GM-CSFRa eksprese edilmektedir [69].
Ayrica, lezyon etrafinda prolifere olan mikroglial hiicreler Notch ve Sox9 sinyal yolaklar
iizerinden Stat3’ii aktive ederek astrogliogenezi ve noral kok hiicrelerin idamesini

indiiklemektedir.

MSS travmalarinda, mikroglia dual rol oynamaktadir. Mikroglia koruyucu roliiniin
yaninda inflamatuar hiicre goérevi yapmaktadir. Hasarli bolgeye gelen mikroglia pro-
inflamatuar sitokin, kemokin, nitrik oksit, prostaglandin ve siliperoksit tiirlerini salgilayarak

doku hasarini ilerletmektedir [70].

Stroke

Stroke (inme) beyin damarlarinda meydana gelen olaylar sonucu olusan iskemik
serebrovaskiiler olaydir. Damarlarda olusan akut hipoksik durumlar beyin fonksiyonlarinda
azalmaya sebep olur. Diinyada 6liim sebepleri siralamasinda 3. siradadir. Iskemik stroke

halinde post iskemik olaylarda ilk olarak penumbrada bulunan mikroglia aktive olmaktadir.

13



Daha sonrada periferik fagositik hiicreler ve lenfositler aktivasyon siirecine katilir [71]. Akut
iskemik donemde hasarli doku tarafindan ROS, sitokin ve kemokin salinim1 yapar. Bu salinim
serebral endotel hiicreler ve lokositler tarafindan salgilanan adhezyon molekiilleri periferik
lenfositlerin hasarli bolgeye infiltrasyonunu saglar. Subakut fazda ise dokuya periferden gelen
l16kositler, sitokin, kemokin ve 6zellikle ROS salinimi yaparak beyin inflamasyonunu arttirip

yerel mikroglial hiicrelerin daha fazla aktive olmasini saglar [71].

Multiple Skleroz

Multiple Skleroz (MS), beyin ve spinal kordda bulunan néronlarin aksonlarinin
etrafin1 saran myelin kilifin zarar gordiigii inflamatuar bir hastaliktir. MS patolojisinde
mikroglia rol almaktadir. Histopatolojik incelemelerde MS plaklar1 veya lezyonlar
goriilmektedir. Aktif MS lezyonlari, MSS aksonlarin1 akut veya kronik demyelinizasyonu ve
buna eslik eden oligodendrosit apoptozu, mikroglial aktivasyon, reaktif astrogliozis periferik
lenfositlerin infiltrasyonu ile karakterizedir [72]. Oligodendrosit, myelin veya aksonal hasar
sonucu olusan mikroglial aktivasyon MSS’nde sitotoksik inflamatuar ¢evre olusturarak MS
lezyonu olugumu gerceklesir. Histopatolojik incelemede, MHC siif II molekiilleri eksprese

eden mikroglial hiicrelerin myelin bogumlartyla etkilestigi goriilmektedir.

HIV nérodejenerasyonu

Insan immiin yetmezligi viriisii (Human immunodeficiency viriis; HIV), immiin
sistemin tamamen ¢okmesine sebep olan edinilmis immiin yetmezlik sendromuna (acquired
immune deficiency syndrome; AIDS) sebep olan bir lentiviriistiir. HIV ile enfekte insanlarin
%15-50’sinde HIV ile iligkili ndrokognitif bozulmalar (HIV associated neurocognitive
disorders; HAND) goriilmektedir. HAND patolojisi kesin olarak bilinmemekte ancak su ana
kadar yapilan incelemeler AP plaklarinin varligini gostermektedir. HIV-enfekte bireylerde AP
birikimi en ¢ok temporal lob, hipokampiis ve piramidal néronlarda olmaktadir. Olusan AP

plaklar1 ise mikroglial aktivasyona sebep olarak fagositozu arttirmaktadir [73].

Trikotillomani
Trikotillomani (TTM) insanlarda goriilen sa¢ yolma gibi semptomlar gosteren bir
impuls kontrol bozuklugu tipidir. Hastaligin patolojisini inceleyen Capecchi ve ekibi kemik

iligi kokenli mikroglia farklilagmasimni saglayan Hoxb8 geninin knock-out ederek TTM
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benzeri belirtileri farelerde olusturdular [74]. Hoxb8’in knock-out edilmesiyle fare
beyinlerinde mikroglia sayisi azaldi ve baska farelerden kemik iligi transplantasyonu ile

hastalik belirtilerinin kayboldugu gosterildi.

2.1.4. Mikroglia caliyma yontemleri

In vitro Mikroglial Kiiltiir

Mikroglial hiicrelerin in vitro sistemlerde incelenmesi mikroglia biyolojisinin bir ¢ok
acidan analizi i¢in 6nemli bir aractir. Bu hiicrelerin fenotipleri iizerinde 6nemli etkilere sahip
olan mikrogevrelerinden uzaklastirilmasi hiicrelerin normal metabolizmasini etkilemektedir.
Bu yiizden hiicreler izole edilme isleminin hemen ardindan ¢alisilmalidir. Calisma sirasinda
MSS mikrogevresi miimkiin oldugunca taklit edilmelidir. En 6nemli problem ise in vitro
kosullarda mikroglial fenotipin belirlenmesidir. Ciinkii, tek bir mikroglia marker:
bulunmamakta, in vivo kosullarda fenotip ve makrofaj antijenlerinin ekspresyon diizeyleri ile
belirlenmektedir. Bu sebeplerden &tiirii in vitro kosullarda “hiicre uzantilar’” terimi
mikroglial hiicre karakterizasyonu icin yeterli degildir, bunlar1 makrofajlardan ayirmak ¢ok
giictlir. Biitiin bu olumsuzluklara ragmen mikroglia fonksiyonlarin1 arastirmaya ydnelik
calismalarda neonatal beyinden elde edilen mikroglial hiicreler kullanilmistir. Neonatal
mikroglia ile ¢aligmanin diger bir kisitlamasi ise hiicrelerin heniiz beyin mikrogevresiyle tam
anlamiyla karsilasmamis olmasidir. Ponomarev ve ark. bir caligmasinda yetiskin rodent

mikroglial prosediiriinii yayinlamistir [75].

Cevresel regiilasyonun mikroglia-astrosit etkilesimleri agisindan 6nemi Rosentiel ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada ortaya kondu [76]. Yapilan ¢aligmada astrosit monolayer’1
iizerinde cogaltilan mikroglia ve makrofaj popiilasyonlarinda NF-kB baskilanmasi sonucu
olusan ¢ok dalli morfoloji goriildii. Ancak, hiicre ylizey antijenlerinin ekspresyonlariin
baskilanip baskilanmadigi incelenmedi. Yetiskin ve neonatal mikroglia izolasyonu bu
hiicrelerin ¢ok diisiik diizeyde antijen sundugunu gostermektedir. Ancak, bu hiicrelerin
graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktdr (Granulocyte macrophage colony stimulating
factor; GM-CSF) ile muamelesi sonucunda dendritik hiicre (DH) benzeri bir fenotipe
farklilagmalar1 gozlendi [77]. Yetiskin mikroglial hiicrelerin izolasyonunun ardindan diisiik
miktarda makrofaj koloni uyarici faktér-1 (M-CSF) iceren ortamda kiiltiir yapildiginda

hayatta kalan hiicrelerin dallanmis morfolojide oldugu, bu morfolojinin haftalar boyunca
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korundugu gozlendi [75]. Bu sonug, M-CSF’in makrofaj sagkalimi ve fenotipinde 6nemli role
sahiptir disiincesini desteklemektedir. Ancak, M-CSF knock-out farelerde yapilan bagka bir
caligma ise mikroglial morfoloji ve fonksiyonda bir degisiklik gostermedi [78].

Mikroglial hiicre hatlar

Primer kiiltiiriin disinda N9 ve BV2 olmak {izere 2 adet mikroglia hiicre hatti
bulunmaktadir. N9 ve BV2 hiicre hatlar1 primer fare mikroglial hiicrelerinin c-myc ve v-myc
ile immortalize edilmesiyle olusturulmustur [79]. N9 ve BV2 hiicreleri cogunlukla mikroglial
hiicrelerin hiicre i¢i mekanizmalarini1 anlamak ve diger hiicrelerle etkilesimlerinin incelenmesi
amactyla kullanilmaktadir [80]. Bu ¢alismada da kullanilan N9 hiicre hatt1 ilk kez Paola
Ricciardi-Castagnoli tarafindan c-myc overekspresyonuyla {iretilmistir [79]. Yapilan
incelemede hiicre hattinin proinflamatuar sitokinlerden IL-1, IL-6 ve Tiimér Nekrozis Faktor

o (TNF-a) trettigi gosterilmistir. Ancak bu hiicre hatti ticari olarak satilmamaktadir.

Mikroglia ve makrofajlarin degisik amaclarla yapilan caligmalari kolaylikla in vitro
ortamda gerceklestirilebilmektedir, ancak elde edilen verilerin deger kazanmasi i¢in in vivo
olarak dogrulanmasi1 gerekmektedir. Cogu in vitro ¢alismada da MSS mikrogevresini
benzetmeye yoOnelik girisimlerde bulunulmamakta ve doku kiiltiir kabinda hiicreler

mikrogliadan ziyade inflamatuar hiicreler gibi ¢ogalmaktadir.

Beyin Slice Kiiltiirii

Mikroglial hiicrelerin mikrogevresinin bozulmadan in vitro ¢alisma yontemlerinden
birisi de beyin slice ve organotipik kiiltlirdiir. Slice kiiltlirlerde doku, kesim islemi sirasinda
zarar goOrebilir ve dokuda bulunan mikroglial hiicreler kolayca aktif hale gegebilmektedir.
Ancak, izole edilen mikroglial hiicrelerin aksine bu hiicrelerde iyon kanali ekspresyonlari
daha az oldugu i¢in elde edilen hiicreler istirahat durumundaki mikrogliadir [81]. Organotipik
kiilttirler istirahat durumundaki mikroglial hiicrelerin ¢aligilmasina izin vermektedir ve daha
sonraki zamanlarda kiiltiirde verilen hasar in vivo durumdaki gibi ve makrofajlardaki gibi
gerceklestigindan dolayr sonug Ongoriilebilmektedir [82]. Bu yontemden elde edilebilecek
veriler in vivo elde edilen verilere ¢cok yakin oldugu i¢in slice kiiltiir yaklasmi in vitro

yaklagima gore daha giivenilirdir.
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In vivo Calismalar :Immunohistokimya ve In situ Hibridizasyon

Mikroglial hiicrelerin in vitro ¢aligmalarinin kisitlamalarindan dolay1 MSS
dokusunun biitiin oldugu in vivo ¢alismalar daha fazla yapilmaktadir. Deney hayvanlar1 ve
insan dokularinda yapilan mikroglia arastirmalarinda immiinohistokimya (IHK) yontemiyle
analiz yapilmaktadir. Bu teknikte mikrogliaya ait oldukca degerli veriler elde edilmektedir.
IHK’nm ELISA ve Western blot gibi yéntemlere gére en énemli avantaji incelenen proteinin
lokalizasyonunun da incelenmesidir. Bunun o&tesinde konfokal mikroskop gibi daha iyi
cozlnlrliiklii  sistemler  kullanilarak  proteinin  hiicre  icindeki  konumu  dahi
belirlenebilmektedir. Bu sebepten dolay1 fizyolojik ve patolojik siire¢ incelemelerinde THK

analizi gecerli ve giivenilir sonuclar vermektedir.

IHK’nin gii¢lii yanlarma karsin zayifliklar1 da bulunmaktadir. Bu zayifliklar boyama
teknigi ile iliskili yalanci pozitif sonucglardir [83, 84]. Bu zayifliktan dolayr sonuglarin
Western blot gibi farkli bir yontemle veya ayni proteini taniyan farkli antikor ile
dogrulanmasi gerekmektedir. Bunun da &tesinde, incelenen proteinin knock-out edilmesiyle

elde edilen dokular da negatif kontrol olarak kullanilabilir [85].

In vivo analiz i¢in kullanilan diger bir yéntem ise incelenen mRNAy1 ilgili problar
ile isaretleyen in situ hibridizasyon (ISH) yéntemidir. ISH, IHK ydntemiyle paralel olarak
kullanilabilmekte ve konfirmasyon amaciyla kullanimi Onerilmektedir. Bu ydntem hem
deneysel hem de biyoinformatik olarak gergeklestirilebilmektedir. /n silico olarak Allen Brain
Atlas (http://www.brain-map.org/welcome.do) iizerinden fare beyninde anatomik olarak

mRNA ekspresyonlari incelenebilmektedir [86].

Pozitron Emisyon Tomografisi Incelemesi

Pozitron emisyon tomografisi (PET), canli viiciidunda meydana gelen metabolik
olaylarin 3 boyutlu olarak radyoaktif izotoplarla incelenmesine olanak veren niikleer
goriintiileme yontemidir. PET taramalarinda ¢ogunlukla glukoz analogu olan ['*F] 2-floro-2-
deoksi-D-glukoz (FDG) kullanilarak metabolik aktivite analizi yapilmaktadir. FDG’nin
disinda, Izokinolon’un isaretli R-enantiyomeri olan [''C] (R) PK11195 de aktive olan
mikroglial hiicrelerin goriintiilenmesinde kullamlmaktadir [86]. [''C] (R) PK11195, myeloid
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hiicrelerde eksprese olan periferik benzodiazepin baglanma bdolgesinin (peripheral
benzodiazepine binding site; PBBS) bir kismi1 olan mitokondriyel membran tastyici protein-
18’e (TP-18) baglanmaktadir. PK11195, mikroglial aktivasyon siirecinin erken sathasinda da
goriintiileme yapabilmektedir. Sonu¢ olarak bu teknik norolojik hastaliklarda mikroglial

aktivasyonun roliinii aragtirma amaciyla siklikla kullanilmaktadir.

2.2. MikroRNA

miRNA’lar ilk kez Caenorhabditis elegans’ta hiicrelerin gelisiminin arastirildig
calismalarda kesfedildi. Ambros ve ark tarafindan C. elegans’ta gelisimsel siirecte
zamanlamay1 kontrol eden heterokronik genler olan /in-4 ve lin-14’ten lin-4’in lin-14’1
baskiladig1 gosterilmistir [87-89]. Ambros ve ark. lin-4 genini klonlarken bu genin 22
niikleotidlik kodlanmayan bir dizi oldugunu gdsterdiler [89]. Daha sonra Ruvkun ve ark. /in-
14 geninin 3’-UTR (Untranslated region: translasyon olmayan bolge) bdlgesinde korunmus
dizilerin bulundugunu, bu dizilerin lin-4 dizisine komplementer oldugunu bildirdiler [90].

Bunun yaninda lin-4’iin, 1in-28’1 de regiile ettigi Ambros ekibi tarafindan gosterildi [91].

2000 yilinda yine C. elegans’ta Ruvkun ve ekibi tarafindan gelisimsel zamanlamay1
kontrol eden, 21 niikleotid uzunlugundaki let-7 isimli RNA molekiilii kesfedildi. Let-7’nin
gelisimsel zamanlamay1 kontrol eden diger bir gen olan lin-41’1 regiile ettigi gosterildi [92,
93]. Ayn1 yil i¢inde yine Ruvkun ve grubu let-7 genlerinin bir ¢ok hayvanda korundugunu
gosterdi [94]. Glnlimiize kadar farkli tiirlerde toplam yaklagik 19000 adet miRNA
kesfedilerek miRNA veritaban1 olan miRBase’e kaydedilmistir (miRBase Release 17, Nisan
2011) [95].

2.2.1. miRNA Biyogenezi

miRNAlar niikleer genomda tek tek ya da polisistronik olarak yerlesmislerdir. RNA
polimeraz II enzimi tarafindan transkribe edilirler. Transkripsiyon sonucunda 6ncii miRNA
molekiilii elde edilir. Bir dizi enzimatik olay sonucunda matiir formuna gecerek fonksiyonel
hale gelir. Fonksiyonel hale gelen miRNA, RNA ile indiiklenen susturma kompleksi (RNA
induced silencing complex; RISC) kompleksine katilarak hedef genlerinin ekspresyonlarini

baskilayarak veya degrade ederek regiile eder.
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Klasik Yol

Niikleer genomda kodlanan miRNA genlerinden RNA polimeraz II enzimi
aracilifiyla primer mikroRNA (pri-miRNA) formunda ilk molekiil sentezlenmektedir [96].
Sentezlenen pri-miRNA 3-4 kilobaz boyutta ve 5’ cap ve poli(A) iceren karmasik sekonder
yaptya sahiptir [96-99]. Elde edilen pri-miRNA bir sonraki basamakta yaklasik 70 niikleotid
boyutunda olan pre-miRNA (prekiirséor miRNA) formuna mikroislemci kompleks tarafindan
donistiiriiliir. Bu kompleksin yapisinda insanda Drosha ve DiGeorge sendrom kritik bdlge
gen 8 (DGCRS) proteinleri sineklerde ise Drosha ve Pasha (Partner of Drosha) proteinleri
bulunmaktadir [99-105]. RNaz III ailesinin bir iiyesi olan Drosha proteini mikroislemci
kompleksinde katalitik birim olarak is goriirken, DGCR RNA yapisim1 tanimaktadir. Pri-
miRNA’nin mikroislemci kompleksi tarafindan kesilimi sirasinda DGCRS8’in tek ve ¢ift
iplikli RNA molekiiliinii tantmasinin ardindan Drosha ¢ift iplikli hairpin yapidaki molekiilii
keser ve 5’ ucunda monofosfat, 3’ ucunda 2 niikleotid hidroksil uzantis1 bulunan pre-miRNA
olusur [106]. Olusan pre-miRNA RAN-GTPaz iligkili exportin-5 (Exp-5) araciliiyla
sitoplazmaya tasinir [107-110]. Exp-5’in pre-miRNA’lar1 tagima gdrevinin yaninda

baglandig1 pre-miRNA’y1 yikimdan koruyucu etki gosterdigi one siirtildii [108].

Sitoplazmaya gelen pre-miRNA diger bir RNaz III enzimi olan Dicer ile islem
gorerek 22 niikleotidlik matiir miRNA’ya doniisiir [111, 112]. Bu islem sonrasinda miRNA
dupleksi agilir ve RNA baskilanmasinda gorev alan kilavuz iplik ile miRNA* veya yolcu iplik
olarak adlandirilan komplementer zincir agiga ¢ikar. Burada hangi ipligin RISC kompleksine
katilarak fonksiyonel olarak is gorecegi molekiillerin termodinamik 6zelliklerine bagli olarak
belirlenmektedir [113]. RISC kompleksi bir Riboniikleoprotein (RNP) kompleksidir,
yapisinda miRNA’nin yaninda transactivation-responsive RNA-binding protein (TRBP), PKR
aktive edici protein (PACT) ve Argonaute-2 (Ago2) proteinleri bulunmaktadir. Bu kompleks;
mRNA kesimi, translasyonel baskilama ve kromatin yapisinin diizenlenmesi gibi
fonksiyonlart yonlendirmektedir [114-117]. Ago2 mutant organizmalarda yapilan ¢aligsmalar
RISC kesim aktivitesinde Ago2’nin dogrudan etkisinin oldugunu gostermistir [118]. Ago
proteinleri PAZ, mid ve PIWI gibi karakteristik bolgeler igermektedir ve bu bolgelerden PAZ
bolgesi RNA’nin 3’ ucunu tanirken, Mid bolgesi 5° fosfata baglanir.
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Sekil 2: miRNA Biyogenezi

miRNA/Ago RNP kompleksleri miRNA fonksiyonlarini yonlendiren efektor
kompleksin ana bilesenidir [119]. Katalitik miRNA olusumu sirasinda kilavuz miRNA
ipliginin 5’ ucunun Ago2 proteini ile baglanmasi gerekmektedir [120]. Olusan miRISC
kompleksi hedef mRNA’nin 3’-UTR bdlgesine baglanarak genellikle ekspresyonu baskilar,

ancak bazi durumlarda hedef genin aktivasyonunu sagladigi da goriilmiistiir [121].

20



miRNA-RISC kompleksi olusumunun ardindan bu komplekslerin P- veya GW-
cisimcikleri gibi yapilarda post-transkripsiyonel regiilasyon fonksiyonlarimi gosterdigi
yoniinde kanitlar bulunmaktadir. P- cisimciklerinde hem mRNA yikim olay1 gergeklesmekte
hem de baskilanmis mRNA’lar depolanmaktadir [122-125]. P cisimciklerinin yapisinda motor
ve duyu polindropati hastasinin serumunda bulunan otoimmiin antijen GW182
bulunmaktadir. Bu protein, P-cisimciklerine yerlesen Agol iceren susturucu komplekslerde
bulunur [126, 127]. Bununla birlikte, P-cisimciklerinin sinapslarda kesfedilmesi ve ndronal
farklilasmada meydana gelen uyartilara verdikleri yanitlar dolayisi ile néronal farklilasma,

ogrenme ve bellek gibi mekanizmalarda rol alabilecekleri 6ne siiriilmiistiir [ 128, 129].

Drosha Bagimsiz Yollar
Klasik miRNA biyogenez yoluna ek olarak Drosha bagimsiz ve Dicer bagimsiz

yolaklarin da miRNA biyogenezinde rol aldig1 yapilan ¢aligmalarca gosterilmistir.

Mirtronlar pre-miRNA’larin bir alt smifidir ve biyogenezleri icin RNA kesim
islemlerine bagimli olduklar1 gosterilmistir [130-132]. Mirtronlar hairpin yapist olusturma
potansiyeline sahip kisa intronik dizilerdir. Bu diziler mRNA’larin splicing asamasinda ortaya
cikarak pre-miRNA yapisini taklit eder. Bu yapisindan dolay1 Drosha ile islenme zorunlulugu
ortadan kalkar, Exp-5 araciligiyla sitoplazmaya taginarak klasik miRNA biyogenez yolagina
girer. Sonunda RISC kompleksine yiiklenir [133]. Mirtonlarin kesfi pre-miRNA’larin
ozelliklerini tastyan herhangi bir RNA’nin miRNA islenme mekanizmas: tarafindan

kullanilabilecegi ve islevsel bir miRNA olusabilecegi konusunda fikir vermektedir [130-132].

Kiiciik niikleolar RNA’lar (Small nucleolar RNA; snoRNA) mikroislemci
kompleksten bagimsiz olarak islenebilen pre-miRNA’larin diger bir kaynagidir [134, 135].
Yaklasik 70-200 niikleotid uzunlukta olan snoRNA’lar secilmis rRNA molekiillerinin
enzimatik modifikasyonlarina rehberlik ederek kiiciik niikleolar riboniikleoprotein (small
nucleolar ribonucleoprotein; snoRNP) kompleksleri olarak fonksiyon gosterir [136]. Agol ve
Ago? ile iligkili kiiciik RNA’larin incelendigi ¢alismada pre-miRNA’ya benzeyen yapilarda
snoRNA’lar bulunmustur. Bu c¢alismanin sonucuna gore bu RNA’larin islenmesi siireci
Dicer’a bagimli ancak Drosha’dan bagimsiz gerceklesmektedir. Ozetlemek gerekirse bazi

snoRNA’lar kendi fonksiyonlarinin disinda miRNA’lara kaynak olmaktadir [137].
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Miirin y-herpes virlisi 68 (MHV68) tarafindan kodlanan miRNA’lar pol Il
tarafindan transkribe edilerek tRNA ile bagl bir pre-miRNA yapis1 olustururlar [138-140]. Bu
pre-miRNA'lar Drosha tarafindan islenmek yerine tRNA’y1 3° ucundan kesip, pre-miRNA
hairpin yapisini serbest hale getiren tRNaz ile islenirler. Daha sonra Dicer tarafindan iglenip
olgun viral miRNA'lar1 olustururlar. Ozetlemek gerekirse MHV68’in miRNA’lar1 Drosha

bagimsiz olup tRNaz ve Dicer’a bagimlidir.

Dicer Bagimsiz Yolaklar

miRNA biyogenezinin klasik yolunda rol alan Ago2 proteininin katalitik olarak
gorevi etkilenerek olusturulan mutant farelerde kiigiik RNA baglanmasi engellenerek RNA
kesimi Onlenmistir [141]. Bu ¢alismada, ayrica, pre-miR-451’in Drosha tarafindan iiretildigi

ve Dicer basamag atlanarak dogrudan Ago2’ye yiiklendigi bulunmustur.

2.2.2. miRNA’larin Regiilasyonu

Kodlanmayan RNA’lar genomda c¢ok sayida bulunmaktadir ve bu RNA’larin
ekspresyonlar1 internal ve eksternal olaylara bagli olarak sinyal yolaklar1 tarafindan iyi
kontrol edilmektedir [142]. Okaryotik miRNA’lar genomda intergenik, intronik ve
polisistronik olmak iizere 3 farkli sekilde kodlanmaktadir. miRNA’larin biiylik bir kismi
kiimelenmis halde transkribe olmaktadir [143]. Kiimelenmemis miRNA’lar ise genomda

ekzonik veya intronik olarak kodlanmaktadir [144].

Cogu miRNA, sinyal yolaklarinin en son asamasinda rol alan transkripsiyon
faktorleri tarafindan dokuya veya gelisimsel doneme 6zgii olarak eksprese edilir. Yapilan son
calismalar miRNA’lar ve transkripsiyon faktorlerinin arasinda regiilatdr bir bag oldugunu
gostermektedir. [142]. Bazi arastirmalar da miRNA ekspresyonlarinin post-transkripsiyonel

diizeyde de regiile edildigini gostermektedir [145].

2.2.3. miRNA Deteksiyon Yontemleri
miRNA ekspresyonlart hiicrelerin bulundugu fizyolojik veya patolojik duruma gore
degisiklikler sergilemektedir. Patolojik durumlar dolayisiyla, miRNA’larin biyomarker olarak

kullanimina yonelik ¢aligmalar gilinlimiizde devam etmektedir. Bu sebeple hastalik
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patogenezinde rol alan miRNA’larin kesin olarak bilinmesi gerekmektedir. Ancak, miRNA
deteksiyonu boyutlarinin ¢ok kisa olusu ve GC igeriginin ¢ok degisken olmasi dolayisiyla

teknik acidan zorluklar yaratmaktadir.

miRNA ekspresyon diizeylerini belirlemeye yonelik calismalarda genellikle 200
niikleotitten kiiglik RNA’larca zenginlesmis total RNA’lar kullanilmaktadir. Eger belirli bir
RNA ekspresyonu analiz edilecekse northern blot veya RNaz koruma testi (RNase protection
assay; RPA) yontemleri tercih edilir [146]. In situ hibridizasyon yontemi de miRNA
deteksiyonu amaciyla kullanilmaktadir [147]. Ancak, kullanilacak probun fazla olmas1 ve elde
edilen verinin az olmasi sebebiyle mikroarray ve qPCR yontemleri daha sik kullanilmaktadir
[148]. Bunlarin yaninda gen ekspresyonunun seri analizi (Serial analysis of gene expression;
SAGE) ve derin sekanslama teknikleri de global miRNA profilleme calismalarinda siklikla

kullanilmaktadir.

Mikroarray

Mikroarray yontemi genom ¢apinda yapilan ekspresyon, mutasyon ve kromatin
immiin presipitasyonu gibi amaglarla ortaya ¢ikan ucuz, hizli ve giivenilir bir teknolojidir
[149]. Yontemdeki temel prensip analiz edilecek oOrnekte bulunan niikleik asitlerin ¢ip
iizerinde bulunan komplementer problarla hibiridizasyonudur. Hibridizasyon dncesinde analiz
edilecek molekiiller isaretlenir ve hibridizasyon sonrasi isaretlenmis molekiiller mikroarray
tarayici tarafindan okunarak kantitasyon yapilir. Cip lizerinde binlerce dizi bulundugu i¢in

ayn1 anda biiyiik bir miktarda transkript veya DNA molekiilii analiz edilebilmektedir.

miRNA-mikroarray uygulamalarinda izole edilen total RNA’da c¢ogunluk
rRNA’lardan olustugundan dolay1 200 niikleotitten kiigiik RNA’larca zenginlestirme islemi
yaptlmalidir. Yapilan analizde yiiksek kaliteli RNA kullanilmas1 gerektigi i¢in degisik
yontemlerle kalitenin belirlenmesi gerekmektedir [150]. Hibridizasyon asamasinin dncesinde
biyokimyasal reaksiyonlar yer almaktadir. Bu sathada analiz edilecek ornekler floresan
isaretlenmis niikleotidlerle ¢ogaltilir. Bu agamada isaretleme 1-renk ve 2-renk olacak sekilde
2 yontemle yapilmaktadir. 1-renk yonteminde tiim Ornekler ayni renk ile isaretlenir ve her
ornek ayr1 c¢ipe hibridize edilerek analiz gergeklestirilir. Diger yontem olan 2-renk

yonteminde ise kontrol ve kiyaslanacak 6rnek (Or: hasta, ila¢ uygulanan vb.) farkli renklerle
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isaretlenir ve 2 Ornek aymi ¢ipe hibiridize edilerek analiz yapilir. Hibridizasyon sonrasi
yikama islemleri gerceklestirilir ve okumalar yapilir. Okuma islemi lazer tarayicilarla yapilip
analiz kisminda veri normalizasyonu, analizi ve istatistiksel analizler yapilmaktadir.
Normalizasyon asamasinda c¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin en sik
kullanilanlart Quantile [151], LOESS (Locally weighted regression and smoothing

scatterplot) [152], varyans stabilizasyonu [153] ve medyan normalizasyonlaridir.

Kantitatif PCR

qPCR yontemi miRNA ekspresyon analizlerinde genellikle dogrulama amaciyla
yapilmaktadir. qPCR analizinde sirasiyla cDNA sentezi, PCR yoOntemiyle isaretli lirtinlerin
sentezi ve veri analizi olmak iizere 3 basamak vardir. Ilk olarak cDNA sentezi asamasinda
miRNA tamamen cDNA’ya cevrilmelidir. Ancak, miRNA’lar yaklasik 22 niikleotidden
olustugu icin PCR ile amplifikasyonu c¢ok zordur. Bu sebeple poli(A) polimeraz enzimi
kullanilarak mRNA’nin 3’ ucuna Poli(A) kuyrugu eklenmektedir. Bu basamaktan sonra
universal primer baglanma noktasi iceren oligo d(T) sekanslartyla cDNA sentezlenmektedir.
cDNA sentez basamaginin ardindan PCR ile miRNA’larin ¢ogaltilmasi islemi yapilir. Bu
islemde miRNA’nmn 5 ucuna eslesen primer ve universal primer kullanilir. isaretleyerek
cogaltmak amaciyla da floresan 1s1ma yapan SYBR green I veya reaksiyon 6zgiilliigiinii
arttiran Tagman Problar1 igeren PCR karigimlar1 kullanilmaktadir [154]. Reaksiyon sirasinda
her 6rnegin amplifikasyon egrisi ¢izilmektedir. Bu egride reaksiyonda olusan 1sima miktari
gosterilmektedir. Olusan 1simanin PCR cihazinda detekte edildigi esik degerin okundugu
siklusa Ct denmektedir. Gruplar arast ekspresyon miktar1 kiyaslanirken reaksiyonda elde
edilen Ct degerleri kullanilarak AACt yontemiyle analiz yapilmaktadir [155]. Analizde
normalizasyon amaciyla bir housekeeping gen kullanilmaktadir. Bu sebeple, miRNA qPCR
analizlerinde U6 gibi kiigilk RNA’lar kullanilmaktadir. Ancak birden fazla housekeeping

genin kullanilmasi analizin 6zgiilliigiint arttirmaktadir [156, 157].

In situ miRNA Deteksiyon Yontemleri

miRNA ekspresyon analizleri in situ olarak yapilabilmektedir. Normal kosullarda
yapilan in situ hibridizasyon calismalarinda 20 niikleotid boyutunda kullanilan problarin
ozgilligl azdir ve elde edilen sinyal giiclii degildir [158]. miRNA deteksiyonu i¢in modifiye
edilmis kilitli niikleik asit (Locked nucleic acid; LNA) problar1 kullanilmaktadir. LNA

24



modifikasyonlarinda ribozun 2’ ve 4’ oksijen atomlarini birbirine baglayan metilen kopriisii
olusturulmaktadir. Bu sayede LNA hedef bolgeye daha giiclii baglanarak denatiirasyon
engellenmekte ve erime sicaklifi artmaktadir. Artmig erime sicakligindan dolay1
hibridizasyon sonrasi yapilan inkiibasyon sonucunda 6zgiil olarak baglanan LNA problari
bagl kalmaktadir. Ayrica, bu sekilde yapilan modifikasyon sayesinde arka plan olusumu da
azalmaktadir. In situ hibridizasyon ile miRNA analizi yonteminde IHK da
kullanilabilmektedir. Bu sayede hem miRNA ekspresyonu hem de hedef gen ekspresyonu
incelenebilmektedir [158, 159].

2.2.4. miRNA Hedef Belirleme Calismalari

miRNA’lar hedef genlerinin 3’-UTR bdlgesine baglanarak ortalama 300 genin
regiilasyonuna katkida bulunur. Bu regiilasyon mekanizmasinda miRNA’lar baglandigi hedef
gene tam olarak eslesmedigi i¢in biyoinformatik yontemlerde kullanilan algoritmalar oldukga
karigiktir. Bu sebepten otiirli, kullanilan algoritmalarda esleme bdlgeleri, serbest baglanma
enerjisi, hedef bolgenin ikincil yapist gibi bazi kriterler géz 6niine alinmaktadir [160, 161]. En
sik kullanilan hedef belirleme veritabanlari ise TargetScanS [160], TargetScan [162], PicTar
[163] ve miRanda [164] dur.

Biyoinformatik yontemlerle belirlenen miRNA hedef genleri 6ngoriilen hedeflerdir.
Bu ylizden belirlenen hedef boélgelerin deneysel olarak dogrulanmasi gerekmektedir.
Dogrulama deneyleri Lusiferaz veya yesil floresan protein (green fluorescent protein; GFP)
kullanilarak yapilmaktadir [165]. Analiz i¢in 6ngoriilen hedef genin 3’-UTR’1 Lusiferaz veya
GFP geninin asagisina klonlanmaktadir. Ote yandan miRNA genini igeren plazmit de
hazirlanarak miRNA geninin siirekli ekspresyonu saglanmaktadir. Hazirlanan miRNA ve
hedef plazmitleri transfeksiyon yontemiyle host hiicreye verilir. Transfeksiyondan 24 veya 48
saat sonra luminometrik veya florometrik 6l¢iim yontemiyle okuma yapilir. Sonug olarak,
okumaya gore 3’-UTR klonlanmamis negatif kontrolle kiyaslama yapilarak luminesans veya

floresan miktarinda azalma gortiliirse hedef gen dogrulamasi gergeklestirilmektedir.
2.2.5. Dogal Bagisiklik Sisteminde miRNA’lar

Dogal bagisiklik sistemi disaridan gelen patojenlere karst ilk savunma

mekanizmasidir. Bu mekanizmaya makrofajlar, DH, monositler, notrofiller ve dogal dldiirticii
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hiicreler (Natural killer cells, NK) aracilik etmektedir. Patojenin varligi genelde antijen
sunucu hiicreler (Antigen presenting cells, APC) tarafindan belirlenir. Makrofajlar ve
dendritik hiicreler antijen sunucu hiicrelerdir. Mikrobiyal {irtinler gibi kendine yabanct olan
molekiilleri taniyan patern tanima reseptorlerini (Pattern recognition receptor; PRR)
bulundururlar. PRR’lerinin ¢ok sayida ¢esidi vardir ve 11 tiirii olan TLR ve 10 tiirii bulunan
IL-1 reseptorleri en iyi karakterize edilenleridir. Son zamanlarda yapilan arastirma
sonuglarina goére miRNA’larin dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin  gelisimini ve
fonksiyonlarimi etkiledigi gosterilmistir. Ayrica graniilosit, monosit, makrofaj, DH, NK
hiicreler ve NK T hiicrelerin fonksiyonlarinin regiilasyonuna katilan miRNAlar

tanimlanmustir [166, 167].

Yapilan c¢alismalarin  bazilarinda monositopoezde rol alan transkripsiyon
faktorlerinin bazilarmin spesifik miRNA’lar tarafindan regiile edildigi gosterilmistir [166,
167]. insan kordon kaninda bulunan CD34+ hematopoetik progenitér hiicreler M-CSF ile
uyarildiginda monositopoezin miRNA’lar tarafindan kontrol edildigi gosterildi [168].
Monosit ve makrofaj diferansiyasyonunda 6nemli rolii olan PU.1 transkripsiyon faktorii miR-
424 transkripsiyonunu aktive eder ve Niikleer Faktor I/A (NFI-A)’nin translasyonunu baskilar
[169]. Azalan NFI-A diizeyleri M-CSF gibi diferansiyasyona 6zgii genlerin aktivasyonunu
saglar., miR-424’lin disinda miR-233’tin de myeloid hiicre diferansiyasyonunda rolii

bulunmaktadir [170].

Notrofiller graniilosit-monosit progenitorlerinden koken almaktadir. Growth factor
independent 1 (Gfl1) tarafindan farklilagmaktadir [166]. Yakin zamanda GfIl’in pri-miR-21
ve pri-miR-196b promoterlarina baglanarak ekspresyonlarini baskiladigi gosterildi [171].
Bunun yaninda, miR-155’in siirekli ekspresyonu immatiir graniilositlerin in vitro ortamda
artmasint saglamakta ve bunun SH2-domain igeren inositol-5-fosfataz 1 (SH2-domain-
containing inositol-5-phosphatase 1, SHIP1)’in katihmiyla gerceklestigi diisiiniilmektedir
[172, 173]. Notrofil gelisimininin yaninda, miRNA’lar graniilosit fonksiyonunu da regiile
eder. miR-223’iin genetik olarak delesyonunun in vitro kosullarda myeloid hiicre gelisimi ve
fonksiyonunu pozitif yonde etkilemektedir [174]. miR-223 ekspresyonu PU.1 ve
CCAAT/enhancer-binding protein-f (C/EBPP) tarafindan indiiklenmekte ndtrofillerin

proliferasyonunu ve aktivasyonunu baskilamaktadir. TLR4 iizerinden aktive olan NF-«B,
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miR-9 ekspresyonunu arttirmakta ve NF-kB bagimli immiin yanitlar1 regiile eden bir feed

back dongiisii olusturmaktadir [175].

miRNA’larin inflamatuar uyarana yanit olarak indiiksiyonu ve baskilanmasi bir¢cok
biyolojik stireci etkilemekte ve pro-inflamatuar veya anti-inflamatuar etkiye sebep olmaktadir
[176]. Mikrobial irlinler dnemli pro-inflamatuar uyaranlardir. TLR ligandi olarak uyarim
yaptiginda miR-9, miR-125b, miR-146a ve miR-155 ekspresyonlarinda degisiklik
yaratmaktadir [167]. Bu miRNA’lardan miR-146a ve miR-155 degisik hiicre tiplerinde
indiiklenebilmektedir. Makrofaj ve DH’lerde TLR ligantlar1 NF-kB ve c-Jun-N-Terminal
Kinaz (JNK) yolaklari tizerinden miR-155 ekspresyonunu indiikler [177, 178]. Ayrica, in vivo
LPS uyarimiyla miR-155 ekspresyonunda artis ve miR-125 ekspresyonunda azalma

gozlenmektedir [178].

miR-125b  ekspresyonunun inflamatuar yanit sirasinda azalmast  TNFa
baskilanmasinin dnlenmesi nedeniyle gerekli bir olaydir. Fare makrofajlarinin sentetik triagil
lipopeptid Pam3CSK4, sentetik c¢ift zincirli RNA analogu poli(I:C), LPS ve CpG
oligoniikleotidleri ile uyarim yapildiginda miR-155 ekspresyonunda artis gozlenmektedir.
miR-155 expresyonlarindaki bu artis hem bakteriyel hem de viral immiin yanitlarda rol
aldigmin gostergesidir [177]. miR-155’in bunlarin yaninda APC’lerde de rol aldig:
gosterilmistir. miR-155 knock-out DH’lerde yapilan ¢aligmada hatali antijen sunumu
dolayistyla T-hiicre aktivasyonu goriilmemektedir [179]. miR-155 disinda, polimorfoniikleer
notrofillerde ve monositlerde TLR4 uyariminin ardindan miR-9 ekspresyonunda da artis
gozlenmektedir. miR-9’un ekspresyonu TLR2 ve TLR7/8 agonistleri ve pro-inflamatuar
sitokinlerden TNF-a ve IL-1p ile indiiklenmektedir [175]. miR-9 disinda, miR-146, miR-147
ve miR-21’in ekspresyonu da LPS ile TLR4’{in uyarimiyla artmaktadir [180-182]. Ancak, bu
miRNA’lar miR-155’in aksine patern tanima yanitinda negatif regiilatordiir. miR-146a, TLR
sinyal yolaginin ana bilesenleri olan interldkin-1 Reseptorii iliskili Kinaz 1 (IL-1R associated
kinase 1; IRAK1) ve Tiimér Nekrozis Faktor Reseptorii Iliskili Faktor 6 (TNF-receptor
associated factor 6; TRAF6) mRNA’larmin translasyonlarini azaltmaktadir [180]. Yapilan
tiim caligmalar miRNA’larin inflamasyonda dnemli birer regiilatér molekiil olduklarini ve ¢ok

onemli rollere sahip olduklarini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanmin Tipi:

Calisma deneysel (in vitro) bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Calismanmiz Mart 2011 ile Haziran 2011 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 bdbrek hiicre hatlari ve

Escherichia coli DH5a susu kullanilmigtir.

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

3.5. Veri toplama Araclar::

3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu c¢alismada kullanilan N9 fare mikroglial hiicre hatti Dr. Paola Ricciardi-
Castagnoli’den sagland1 (Cellular Pharmacology Center, Milan, Italya). C-myc transkripsiyon
faktoriiniin over-ekspresyonuyla immortalize duruma getirilmis bu hiicrelerin primer fare
mikroglial kiiltiiriini temsil ettigi gosterilmistir [79]. N9 Hiicre kiiltiirii i¢in %10 fetal sigir
serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya) ile desteklenen RPMI 1640
kiiltiir ortam1 (Biochrom AG, Almanya) kullamldi. Hiicreler 75 ecm”lik kiiltiir flasklarma
(Greiner, Almanya) ekildi ve haftada 3 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA
(Biochrom AG, Almanya) ile kiiltiir kabindan kaldirilarak pasajlandi. Hiicre kiiltiirii islemleri
Laminar akimli kabinet (Heraus, Almanya) i¢cinde gergeklestirildi ve hiicreler %5 CO; iceren

inkiibatorde (Thermo Scientific, ABD) 37°C’de kiiltiire edildi.
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Hedef gen validasyonu amaciyla kullanilan 293T hiicre hati DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures) sirketinden alindi. Bu hiicre hattt HEK293
insan embriyonik bobrek hiicre hattinin transfeksiyon yapilabilen alt tipidir. 293 T hiicrelerinin
kiiltiiri icin %10 FBS (Biochrom AG, Almanya) ile desteklenen Dulbecco’s MEM
(Biochrom AG, Almanya) kiiltiir ortanu kullamldi. Hiicreler 75 ecm®lik kiiltiir flasklarma

(Greiner, Almanya) ekildi ve haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda tripsin ile pasajlandi.

Hiicreler pasajlanmadan once hiicreler inverted 151k mikroskobunda (Olympus,
Japonya) gozlendi ve pasajlama islemine baslandi. Oncelikle hiicrelerin iginde bulundugu
ortam pipetle uzaklastirildi ve flaska 10 ml Fosfat tamponlu fizyolojik soliisyon (Phosphate
buffered saline; PBS) eklendi. PBS ile hiicreler yikandi ve PBS pipetle uzaklastirildi. Daha
sonra hiicrelere 5 ml Tripsin/EDTA (%0,05/%0,02) soliisyonu eklendi ve hiicreler
inkiibatorde 2 dk bekletilerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Flasklara 5 ml hacimde
kiiltiir ortam1 eklenerek flask yikandi ve flask icerigi santrifiij tiipiine alindi. Hiicreler 1500
rpm hizda 5 dk santrifiij edildi (Hettich, Almanya) ve hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Coken
hiicrelerin {izerindeki ortam c¢ekildi ve hiicreler 1 ml ortam ile siispanse edildi. Olusan
stispansiyondaki hiicre yogunlugu Thoma lam1 (Marienfeld, Almanya) kullanilarak sayildi ve
flask basma 2x10° hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Son olarak, ekilen hiicrelerin iizerine

10 ml ortam eklendi ve hiicreler inkiibatore kaldirildi.

3.5.2. Mikroarray ve Real-time PCR I¢in in vitro Deney

N9 hiicreleri pasajlama isleminden sonra sayildi ve 75 cm®lik flask basina 5x10°
hiicre olacak sekilde ekildi ve gece boyunca hiicreler yiizeye yapismalari i¢in inkiibatore
kaldirildi. Deneyin 2. giinii deneyde kullanilacak olan %1 FBS i¢eren RPMI 1640 ortami
hazirlandi. Daha sonra 10, 100 ve 1000 ng/ml LPS (Esherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich,

Almanya) i¢eren dozlarda ortam hazirlandu.
Deney amaciyla flask icindeki ortam hazirlanan dozlardaki ortamla degistirildi ve

hiicreler 6 saat boyunca %5 CO, iceren inkiibatdrde bekletildi. inkiibasyon sonunda hiicreler

toplandi ve RNA izolasyonu yapildi.
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3.5.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu oncesinde LPS ile inkiibasyonu biten hiicreler hiicre kaziyici
(Greiner, Almanya) ile kazind1 ve 15 mI’lik tiipte toplandi. Toplanan hiicreler 1500 rpm’de 5
dk santifiij edilerek ¢oktiiriildii ve ortam uzaklastirildi. Hiicreler 1 ml PBS ile tekrar siispanse
edilerek yikandi ve 2000 rpm’de tekrar ¢oktiiriildii. Stipernatant uzaklastirilarak miRNeasy
RNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) protokoliine gore total RNA izolasyonu yapildi.
Protokole gore, ilk olarak hiicreler 700 pl Qiazol ile pargalandi ve 5 dk oda sicakliginda
bekletilerek niikleoprotein komplekslerinin ayrilmasi saglandi. Sonrasinda, lizat {izerine 140
ul Klorofom eklendi ve tiip icerigi sertce ¢alkalanarak karistirildi ve 2 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra tiipler 12000xg’de 4°C sicaklikta 15 dk santriftij edildi. Santrifiij
sonrasinda {ist organik faz yeni bir toplama tiipiline aktarildi ve {izerine 1,5 kat hacimde Etanol
(%100) eklendi. Elde edilen karisim RNeasy mini spin kolona aktarildi ve oda sicakliginda
10000rpm hizda santrifiij edilerek RNA’larin silika membrana baglanmasi saglandi. Ilk
yikama basamaginda kolona 700 ul RWT soliisyonu eklendi ve 10000 rpm’de 15 sn santrifiij
edildi. Ikinci ve iigiincii yikama basamaklarinda ise kolona 500 ul RPE soliisyonu eklendi ve
sirastyla 15 sn ve 2 dk boyunca 10000 rpm hizda santrifiij edildi. Son olarak kolon temiz bir
toplama tiipiine aktarild1 ve kit elemanlarindan biri olan RNaz-free sudan 30 pl eklendi. Tiip

10000 rpm’de santrifiij edilerek RNA’lar elde edildi.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve kalite dl¢iimleri spektrofotometre (Agilent,
ABD) ile yapildi. Kalite kontrolii Azeo/Azso oranina gore yapildi. Oranin 1,8 ile 2,0 arasinda
olan ornekler kaliteli kabul edildi.

3.5.4. Mikroarray Analizi

Mikroarray analizi Febit (Almanya) firmasi tarafindan yapilmistir. Mikroarray
analizinde Febit firmasinca gelistirilen “Microfluidic primer extension assay” prensibine gore
calisan “Geniom®™ Biochip MPEA mus musculus” ¢ipi kullanilmustir. Cip tizerinde bulunan
problar MirBase Release 14 (Eylul 2009)’te

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml) bulunan tiim matiir ve matir* dizilerin

komplementer dizilerine gore dizayn edilmistir. Mikroarray analizine gore Oncelikle RNA
ornekleri ¢ipe hibridize edildi ve problarin 5 uglarinda bulunan uzatma bolgeleri, hibridize

olan RNA’lar1 primer olarak kullanarak, Klenow fragmanlari ve biotinlenmis niikleotidler
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kullanarak uzatildi. Biotin gorilintiileme islemi ise Streptavidin-Phycoerythrin kullanilarak

gerceklestirildi.

3.5.5. Kantitatif PCR Analizi

Kantitatif PCR (Quantitavie PCR; qPCR) analizinde 6ncelikle RNA molekiillerinden
komplementer DNA (Complementary DNA; cDNA) sentezi RT° miRNA First Strand
Synthesis Kit (SAbiosciences, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Bu reaksiyonda dncelikle
Poli-A polimeraz kullanilarak miRNA’larin ucuna Poli-A dizisi eklendi ve universal
primerlerle cDNA sentezi gerceklestirildi. Steril PCR tiiptine her bir 6rnek i¢in Tablo 2’deki

malzemelerden sirastyla eklendi.

Tablo 2: cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Miktar

Total RNA 0,5-2 ug
miRNA RT Primer & ERC Mix (M1) 1 ul
5X miRNA RT Buffer 2 (M5) 2 ul
miRNA RT Enzyme Mix (M3) 1 pl
Nucleotide Mix (M4) 1 ul

Nuclease free H,O 10 pl’ye tamamlayacak kadar

Toplam 10 pnl

Hazirlanan reaksiyon karisimi, PCR cihazinda (BioRad, ABD) 37°C’de 2 saat,
95°C’de 5 dk programinda inkiibe edildi. Reaksiyon sonrasi tiipe 90ul H,O eklendi ve -
20°C’de qPCR analizine kadar saklandi.

qPCR analizinde RT* SYBR Green Mastermix (SABiosciences, ABD) kullamildi.
Reaksiyonda kullanilan primerler de SABiosciences firmasindan alinmistir. Bu primerler
cDNA sentezinde kullanilan universal primerlerle ¢ogalan bolge ile miRNA’ya spesifik
primer baglanma bolgesi arasini ¢ogaltmaktadir. qPCR rekasiyonu igin Tablo 3’teki
maddelerden kullanarak reaksiyon karisimi hazirlandi ve Roche Lightcycler 480 cihazinda
analiz gerceklestirildi. Normalizasyon amaciyla housekeeping gen olarak snRNA’lardan U6

kullanildi.
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Tablo 3: gPCR analizi i¢in reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Miktar
RT’ SYBR Green Mastermix 12,5 ul
Nuclease free H,O 10,5 ul

Primer (1 pM) 1 ul

cDNA 1 pul

Toplam 25 ul

gPCR analizinde 95°C 10 dk, (95°C’de 15 sn, 60°C’de 30 sn ve 72°C’de 30 sn) 40
siklus programi kullanildi. Erime egrisi analiziyle de tirtinlerin kalite kontrolii gergeklestirildi.
Her bir reaksiyondan elde edilen Ct degerleri AACt yontemine gore analiz edildi. Bu
yontemde dncelikle Ctmirna-Ctys formiiliine gore ACt degerleri Excel yardimiyla hesaplandi.
Gruplar arasi istatistiksel analiz i¢in ACt degerleri arasinda t-testi yapildi. Ekspresyon
degisimini belirlemek amaciyla da ACtips-ACtkontror formiiliine gore AACt degerleri

hesapland ve 2% formiiliiyle de ekspresyon degisim miktarlari hesapland.

3.5.6. miRNA Hedef Genleri Analizi
miRNA hedef genleri miRGen target veritabani kullanilarak belirlenmistir

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

inflamasyonla iligkili hedefler belirlenmistir. Ancak bu hedefler 6ngoriilen (Predicted) hedef

oldugundan dolay1 Lusiferaz testiyle dogrulamalar1 yapildi.

3.5.7. Lusiferaz Testi

miRNA hedef genlerinin dogrulanmasi amaciyla Lusiferaz testi yapildi. Bu testte
transfeksiyon kolayligi dolayisiyla 293T hiicre hatti kullanildi. Lusiferaz testi amaciyla
miRNA genini iceren plazmitler, hedef geni iceren plazmitler ve negatif kontrol hedef

plazmidi (GeneCopoeia, ABD) kullanild1.
miRNA genini igeren ilk vektorde (pEZX-MRO1, Sekil 3) HI promotoru ve ardinda

miRNA geni bulunmaktadir. Ikinci plazmit (pEZX-MTO01) miRNA hedef geni 3’-UTR

dizisini igermektedir. Bu dizi hedef analizinde belirlenen her bir hedef gen mRNA’sina gore

32



degisiklik gostermektedir. Ugiincii tip plazmit olan negatif kontrol hedef plazmitinde de
pEZX-MTO1 (Sekil 4) plazmiti kullanilmakta ancak hedef bolgesi bulunmamaktadir. pEZX-
MTO1 plazmitinde hem Firefly hem de Renilla lusiferaz geni bulunmakta, Firefly lusiferaz
aktivitesi Renilla lusiferaz aktivitesine gére normalize edilmektedir. Bu plazmitler, Firefly
lusiferaz geninin 3’-UTR bdlgesine istenen hedef genin 3’-UTR bolgesi hazir klonlanmis
olarak satin alindi. Negatif kontrol olarak kullanilan vektor ise 3’-UTR bolgesi igermeyen

pEZX-MTO01 plazmitidir.

H1  miRNA

o
3LTR [ —(sva0pa(svao ori[

pPEZX-MRO01

CMV cPPT 9ag

el

RRE CMV/S’LTR

Sekil 3: miRNA ekspresyon plazmiti

miRNA Hedefini Iceren Plazmitin Cogaltilmast

Hedef gen klonlanan pEZX-MTO01 plazmiti bakteriye transforme halde satin alindi.
Bu ylizden kullanim 6ncesi ¢ogaltilarak kullanilmasi gerekmektedir. Bu sebeple bakteriler
100 pg/ml Kanamisin (Sigma-Aldrich, Almanya) iceren LB siv1 besiyerine ekildi. Bakteriler
gece boyu 37°C’de calkalanarak inkiibe edildi. Cogalmis bakterilerden Nucleospin Plasmid
(Macherey-Nagel, Almanya) kitinin protokoliine gore plazmit DNA izolasyonu
gerceklestirildi. izolasyon isleminde dncelikle bakteriler 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
cokmeleri saglandi. Sonrasinda bakteri pelleti 250 pl Al resilispansiyon soliisyonunda
¢oziildii. 250 pl A2 lizis soliisyonu eklenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda 300 pl A3 nétralizasyon soliisyonu eklenerek 5 dk 11000xg’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda elde edilen supernatant kolona aktarilarak 11000xg’de 1 dk santrifiijlenerek

plazmit DNA’sinin kolona yapismasi saglandi. Daha sonra yikama islemi icin 600 ul A4
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yikama soliisyonundan eklenerek 11000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Eliisyon basamagi dncesi
kalan yikama sollisyonunun uzaklagtirilmasi i¢in kolon bos olarak 11000xg’de 2 dk santrifiij
edildi. Son olarak kolon temiz bir mikrosantrifiij tlipiine aktarildi. Kolona 50 ul AE eliisyon
soliisyonu eklendi. Kolon 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 11000xg’de 1 dk santrifiij
edilerek plazmit DNA’s1 elde edildi. Plazmit DNA’sinin kalite kontrolii ve konsantrasyon

ol¢timii spektrofotometrede yapildi.

Sv40
Enhancer CcCMV

/—®(hLuc (*miR Target( (pA( (. (mc

pPEZX-MTO01

- pUC Ori Kan/Neomycin®

Sekil 4: miRNA hedef gen plazmiti

Negatif Kontrol Plazmitinin Cogaltilmast

Negatif kontrol plazmitini ¢ogaltmak amaciyla kompetent E. coli DH5a kullanilarak
bakteriyel transformasyon yapildi. Bu islemde oncelikle -80°C’de bulunan kompetent
hiicreler ¢ikarilarak buz iizerinde ¢oziilmeleri saglandi. Coziinen kompetent hiicrelerden 100
ul alinip tizerine 100 ng plazmitten eklendi. Buz {izerinde 45 dk inkiibe edildi. Daha sonra 2
dk 42°C’lik su banyosunda bekletildi ve hemen buza alindi. Sonrasinda bakterilerin
antibiyotik dayaniklilik genini eksprese edebilmeleri i¢in bakterilere 250 pul SOC besi yeri
eklendi.1 saat boyunca 37°C’de calkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 bakteriler 100
pg/ml Kanamisin igeren kati LB besi yerine ekildi. Gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek
transformasyon olan bakterilerin iireyip koloni olusturmasi saglandi. ikinci giin ise olusan
kolonilerden pipet yardimiyla 6rnek alinarak 100 pg/ml Kanamisin igeren sivi LB besiyerine
ekildi. Gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek bakterilerin c¢ogalmasi saglandi. Cogalan
bakterilerden Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel, Almanya) izolasyon kitinin protokoliine

gore plazmit DNA izolasyonu gergeklestirildi.
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Transfeksiyon
Plazmit ¢ogaltma agamalarindan sonra 293T hiicreleri lusiferaz testi i¢in kuyucuk
bagina 10000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicrelerin plaklara
tutunmast icin 48 saat beklendi. 48 saat sonunda transfeksiyon i¢in ortam hazirlandi.
Transfeksiyon i¢in Endofectin (GeneCopoeia, ABD) kullanildi. Her deneyde her grupta 5
kuyucuk olacak sekilde 4 grup olusturuldu:
- Sadece hiicre
- Sadece Endofectin
- miRNA plazmiti (0,14 pg/ml) + Hedef gen plazmiti (0,10 pg/ml)
- miRNA plazmiti (0,14 pg/ml) + Negatif kontrol hedef plazmiti(0,10 pg/ml).

Her grup icin 5 kat konsantre (5X) transfeksiyon ortami hazirlandi. Yukarida belirtilen
miktarlar en son konsantrasyon (1X) olacak sekilde plazmitler karistirildi. 4.32 ul Endofectin
eklendi. Daha sonra transfeksiyon karisimina Optimem (Invitrogen, ABD) eklenerek hacim
110 pl’ye tamamlandi. Lipozom yapilarinin olugsmasi i¢in transfeksiyon karigimi 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda hiicrelerin i¢inde bulundugu ortam ¢ekilerek
kuyucuklar Optimem ile yikandi. Yikanan hiicrelerden sadece hiicre grubunda olanlara 100
pl, diger kuyucuklara ise 80 pl optimem eklendi. Lipozomlar olusunca iizerilerine 5X
transfeksiyon ortamindan eklendi. Transfeksiyon ortami hiicrelerle 3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde hiicrelerin {izerine %30 FBS igeren Dulbecco’s MEM ortamindan 50 pl
eklendi. Boylece son hacimde hiicrelerin normal yagamasi i¢in gerekli olan FBS miktarina
ulagildi. Hiicreler plazmitlerin ekspresyonu i¢in 24 saat %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe

edildi.

Luminometrik Analiz

Inkiibasyon bitiminde hiicrelerin ortami ¢ekildi Luc-Pair miR Luciferase Assay Kit
(GeneCopoeia, ABD) protokoliine gore Firefly ve Renilla lusiferaz aktiviteleri luminometrik
olarak ol¢iildii. Bu protokolde oncelikle Firefly lusiferaz aktivitesi 6l¢iildii. Bunun igin
Substrat I ve Soliisyon I 1:200 oraninda karistirildi ve kuyucuk basina 100 pl eklenerek 10 dk
oda sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonrasinda Plak okuyucunun luminesans
modunda luminometrik aktivite 6l¢iimii gerceklestirildi. Sonrasinda ise Renilla lusiferaz

aktivitesi Ol¢imii i¢in Substrat II ve Soliisyon II yine 1:200 oraninda karistirildi ve olusan
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karisimdan 100 pl her kuyucuga eklendi. Plak 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilerek
luminometrik aktivite 6l¢iimii yapildi. Firefly lusiferaz aktivitesi Renilla lusiferaz aktivitesine
oranlanarak normalize lusiferaz aktivitesi hesaplandi ve negatif kontrol plazmiti eklenen

grupla hedef gen plazmiti eklenen grup karsilastirilarak analiz yapildi.

3.6. Arastirma Plam
Projelendirme Aralik 2010-Subat 2011
Mikroarray Analizleri Mart 2011
qPCR analizleri Mart 2011-Nisan 2011
Biyoinformatik Analizler Mayis 2011
Lusiferaz Testi Mayis 2011- Haziran 2011
Tez yazimi Mayis 2011-Haziran 2011

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuglarinin istatistik analizi, SPSS for Windows istatistik programinin
16.0 versiyonu kullanilarak yapildi. Veriler ortalama + standart hata bigiminde verilmektedir.
Gruplararas1 karsilastirmalarda Mann Whitney U testi kullanildi. Ancak, miRNA PCR
analizlerinde (3.5.5 Kantitatif PCR Analizi b6liimii) daha 6nce yontem boliimiinde bahsedilen
yazilim programlart kullanildi. Tiim degerlendirmelerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak

belirlenmistir.

3.8. Arastirmanmin simirhhiklar

Arastirmamizda kullandigimiz N9 hiicre hatt1 transforme bir hiicre hattidir ve bazi
caligmalarda primer mikroglia kiiltiirlerine gore farkli sonuglarin elde edildigi goriillmektedir
[80]. Ancak primer kiiltiiriin teknik giicliiglinden ve ¢ok az ve saf olmayan hiicre elde
edilmesinden dolay1 bu hiicre hatt1 tercih edilmistir. Ayrica, degisimi saptanan miRNA’larin
in vivo deneylerle dogrulanmasi da c¢alismanin degerini arttirmaktadir. Calismada kullanilan
mikroarray analizinde tek dozda LPS ile uyarim yapilan hiicrelerde inceleme yapildi; ancak,
farkli dozlarla da inceleme yapilmasi gerekmektedir. Calismamizda sadece miRNA
ekspresyonlarinda doza bagli ekspresyon degisimleri incelenmistir. Ancak dozun yaninda

zamana bagli ekspresyon degisimleri de incelenmelidir.
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3.9. Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu 17.3.2011 tarth ve 2011/08-07 no.lu kararinda; 125-GOA protokol numarali

calisgmamizin etik agidan sakincali olmadigina karar vermistir.
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4. BULGULAR

4.1. LPS Uyarmmiyla Ekspresyonu Degisen miRNA’larin Mikroarray
Yontemiyle Belirlenmesi

100 ng/ml LPS konsantrasyonunda 6 saatte ekspresyonu en ¢ok degisen 30 miRNA
tablo 4’te verilmistir. 30 adet miRNA’nin, LPS (100ng/ml) uyarimi ile ekspresyonunun
degistigi goriildii. Degisen miRNA’larin 12 tanesinin ekspresyonu azalmis, 18 tanesinin ise
artmis oldugu belirlendi. Ancak istatistiksel analize gore degisimlerde anlamlilik saptanmadi.

Tablo 4: Mikroarray sonucuna gore ekspresyonu
degisen miRNA’lar

miRNA Kat Degisim p-Degeri
miR-7a 3,86 0,29
miR-23b 8,25 0,29
miR-93 3,17 0,34
miR-125b-3p 2,81 0,52
miR- 130b* 3,45 0,52
miR-190b 4,37 0,58
miR-191 3,12 0,51
miR-208a 3,01 0,29
miR-224 3,73 0,29
miR-300* 3,82 0,71
miR-376¢ 2,99 0,34
miR-431* 4,62 0,29
miR-465b-5p 2,99 0,4
miR-503* 3,52 0,42
miR-664 6,42 0,4
miR-669d 3,86 0,51
miR-669¢g 3,48 0,55
miR-714 3,06 0,4
miR-29¢* 0,35 0,71
miR-101a 0,35 0,44
miR-105 0,35 0,39
miR-140 0,35 0,4
miR-193* 0,26 0,34
miR-297c* 0,31 0,36
miR-324-3p 0,33 0,4
miR-421 0,35 0,34
miR-568 0,24 0,36
miR-1190 0,28 0,34
miR-1196 0,19 0,43
miR-1894-5p 0,34 0,52
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4.2. LPS Uyarmmiyla Ekspresyonu Degisen miRNA’larin qPCR Yontemiyle

Belirlenmesi

Ekspresyonu degisen miRNA’lar i¢cinden miR-125b-3p ve periferik inflamasyonda
rol aldig1 gosterilen miR-132, miR-146a ve miR-155 i¢in qPCR analizleri gergeklestirildi.
gPCR analizi i¢in 10 ng/ml, 100 ng/ml ve 1000ng/ml dozlarinda 6 saat boyunca LPS
uygulandi. Analizlerde kontrol grubuna gore kiyaslama yapildi ve sonuglar kontrole gore kat
degisim olarak verilmektedir.

Tablo 5: 10 ng/ml LPS dozunda
miRNA’larin ekspresyon degisimleri

miRNA  Kat Degisim p-Degeri

miR-125b 0,312 0,004
miR-132 1,010 0,937
miR-146a 1,822 0,002
miR-155 8,267 0,000

Tablo 6: 100 ng/ml LPS dozunda
miRNA’larin ekspresyon degisimleri

miRNA  Kat Degisim  p-Degeri

miR-125b 1,123 0,999
miR-132 1,115 0,373
miR-146a 2,481 0,000
miR-155 14,406 0,000

Tablo 7: 1000 ng/ml LPS dozunda
miRNAlarin ekspresyon degisimleri

miRNA  Kat Degisim  p-Degeri

miR-125b 2,527 0,028
miR-132 1,088 0,948
miR-146a 2,042 0,059
miR-155 17,189 0,000

qPCR analizi sonucuna gore miR-125b’de anlamli diizeyde azalis ve miR-146a ve
miR-155’te anlamli diizeyde artis saptandi. Saptanan degisimlerin doza bagli olduklar sekil

5’te goriilmektedir. miR-132’nin ise her 3 dozda da ekspresyonunda anlamli degisiklik

saptanmadi.
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Sekil 5: qPCR analizleri

p<0,05 diizeyinde anlamli olan sonuglar * ile isaretlenmistir (n=5).
4.3. Ekspresyon Degisimi Saptanan miRNA’larin Biyoinformatik Araclarla

Hedef Analizleri
Ekspresyonu degisen miRNA’larin hedef genleri tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: Hedef genler

miRNA Hedef Gen
miR-125b TNF-o (Ttimdr Nekrozis Faktor a)
IL-1B (Interlokin-1 B)
miR-132 IL-6 (interlokin-6)
miR-146a IRAK1 (interlokin-1 Reseptorii iliskili Kinaz 1)

TRAF6 (Tiimér Nekrozis Faktor Reseptorii iliskili Faktor 6)

miR-155 MyD88 (Myeloid Diferansiyasyonu Primer Yanit Proteini 88)

40



4.4. Lusiferaz Testi ile Hedef Genlerin Dogrulanmasi
Lusiferaz testi ile hedef genler deneysel olarak dogrulandi. Sekil 6, 7, 8 ve 9’da

dogrulanan hedef genler goriilmektedir.

1,25 7

0.5

0,25 *

Normalize Lusiferaz Aktivitesi

miR-125b + IL-1f 3= miR-125b+TNF-a 3'-  miR-125b+Negatif
UTR UTR Kontrol

Sekil 6: miR-125b Hedef gen analizi
TNF-o ve IL-1B 3’-UTR bdélgeleri kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif

kontrole gore lusiferaz aktivitelerinde anlamli diizeyde azalma goriildii.

0,75 -
0,5

0,25 - I

Normalize Lusiferaz Aktivitesi

O T
miR-132+]L-6 3'-UTR  miR-132+Negatif
Kontrol

Sekil 7: miR-132 Hedef gen analizi
IL-6 3’-UTR bolgesi kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif kontrole gore

lusiferaz aktivitesinde anlamli diizeyde azalma goriildii.
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0,75 -

0,5

* *

Normalize Lusiferaz Aktivitesi

0

UTR UTR

miR-146a+IRAKI 3'-  miR-146a+TRAF6 3'-  miR-146a+Negatif

Kontrol

Sekil 8: miR-146a Hedef gen analizi

IRAK1 ve TRAF6 3°-UTR bolgeleri kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif

kontrole gore lusiferaz aktivitelerinde anlamli diizeyde azalma goriildii.

0,75 -

0,25 -

Normalize Lusiferaz Aktivitesi
o
W

UTR

miR-155+MyD88 3'-  miR-155+Negatif

Kontrol

Sekil 9: miR-155 Hedef gen analizi

MyD88 3’-UTR bdélgesi kullanilarak yapilan Lusiferaz testinde negatif kontrole gore

lusiferaz aktivitesinde anlamli diizeyde azalma goriildii.
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5. TARTISMA

Calismamizda fare mikroglia hiicre hatti olan N9’da degisik dozlarda LPS
uyarimiyla ekspresyonu degisen miRNA’lar mikroarray analizi ve qPCR yontemleri ile ilk
kez incelendi. Ekspresyonu degisen miRNA’larin hedefleri biyoinformatik analizle belirlendi

ve belirlenen hedef genlerin dogrulama deneyleri Lusiferaz testiyle gergeklestirildi.

Mikroarray sonuglarima goére 30 tane miRNA’nin ekspresyonunda degisiklik
saptandi. Ancak, saptanan miRNA ekspresyon degisimi istatistiksel olarak anlamli degildi.
Mikroarray analizinde ekspresyonu degisen miRNA’lar literatiirde tarandi. Inflamasyonla
ilgili oldugu gdsterilen miR-125b miR-132, miR-146a ve miR-155 [180] secilerek qPCR ile
ekspresyon analizi gerceklestirildi. qPCR analizinde miR-146a ve miR-155"in
ekspresyonlarinda doza bagli anlamli diizeyde artis saptandi; ancak, miR-125b
ekspresyonunda 10 ng/ml dozunda anlamli diizeyde azalma, 1000 ng/ml dozunda ise anlamli

diizeyde artis belirlendi. 100 ng/ml dozunda anlamli diizeyde degisiklik saptanmadi.

miR-125b’nin periferik immiin yanittaki rolii ilk kez Tili ve ark. tarafindan makrofaj
hiicrelerinde gosterilmistir [178]. Yapilan ¢alismada Raw 264.7 fare makrofaj hiicreleri LPS
(100 ng/ml) ile uyarilarak miR-125b ekspresyonunda azalma belirlenmistir. Yapilan in vitro
deneyin in vivo dogrulamasi amaciyla C57BL/6 farelerinin intra peritoneal yoldan LPS
enjeksiyonuyla uyarilmasiyla olusturulan modelde de miR-125b seviyelerindeki azalma
dogrulanmistir. Yapilan hedef dogrulama deneylerinde miR-125b’nin TNF-a mRNA’sinin 3°-
UTR bolgesini hedefledigi gosterilmistir. Yapilan bu ¢alismaya ek olarak, bizim ¢alismamiz
miR-125b’nin IL-18 mRNA’sinin hedeflendigini gdstermektedir.

Calismamizda, miR-125b ekspresyonun 10 ng/ml LPS dozunda azalmasi Tili ve
ark.’nin g¢aligmasinin sonucuna gore uyumludur. miR-125b ekspresyonunun azalmasiyla
TNF-o mRNA’simin translasyonu baskilanamadigi i¢in TNF-o ekspresyonu artmaktadir.
TNF-a pro-inflamatuar bir sitokin oldugu i¢in LPS uyarimiyla normal kosullarda artmasi
beklenmektedir. Ancak, miR-125b’nin 1000 ng/ml LPS dozunda artmasi giiniimiize kadar
yapilmis c¢alismalarda rastlanan bir durum degildir. miR-125b ekspresyonu NF-kB
aktivasyonu ile saglanmaktadir [178]. Yiiksek LPS dozunda (1000 ng/ml) miR-125b’nin
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ekspresyonunun artmasinin TLR4 (Sekil 10) yolagimin c¢alismasi sonucu

diisiiniilmelidir.
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Sekil 10: LPS sinyallemesinde miRNA’lar

PR

miR-132 ekspresyonunun LPS uyarimmiyla degistigi ilk kez Taganov ve ark.

tarafindan gosterilmistir [180]. Yapilan ¢calismada THP-1 insan monosit hiicre hattinin 1000

ng/ml LPS dozunda 8 saat uyarilmasi sonrasinda mikroarray analizi ile miRNA ekspresyon

degisiklikleri incelenmistir. Yapilan mikroarray analizi sonucunda miR-132 ekspresyon

diizeyinde artig belirlenmistir. Yapilan baska bir caligmada, PH patolojisinde rol alan a-

synuclein proteinini over-eksprese eden transgenik farelerde yapilan mikroarray analizi miR-

132 ekspresyonunda artig gostermistir [183]. miR-132 ekspresyonu cAMP yanit elemani

baglanma proteini (cAMP response element binding; CREB) tarafindan saglanmaktadir.

Yapilan calismada farelerde Pilokarpin kullanilarak ndbet olusumu sonucu noéronal aktivite

artis1 saglanmistir [184]. Elde edilen beyin Orneklerinde miR-132 ekspresyonun arttigi

44



saptanmistir. Bu c¢alisma sonucunda miR-132’nin hipokampiis, olfaktér bulb ve striatum
noronlarinda eksprese oldugu ve korku kosullanmasi, kokuya maruz kalma ve kokain

enjeksiyonu gibi durumlarda artarak sinaptik plastisitede etkili oldugu kanitlanmastir.

Asetilkolin’in vagal sekresyonu sitokin salinimini 6nleyerek periferik inflamasyonu
baskilamaktadir. Shaked ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Asetilkolinsteraz (AchE)’1
hedefleyen miRNA’larin inflamasyonu azaltacagi one siiriilmektedir [185]. Bu g¢alismada
AchE mRNA’sin1 hedefleyen miR-132’nin antagonist LNA enjeksiyonu ile baskilanmasiyla
dolasimdaki ve dokulardaki AchE miktarinda artma gozlenmistir. Bu calisma sayesinde
beyin ve diger viicut kisimlari arasindaki iletisimde miR-132’nin rolii belirlenmis oldu.
Translasyonel represdr protein olarak gorev yapan Frajil X mental retardasyon proteini
(FMRP) miRNP kompleksiyle etkilesmektedir. Edbauer ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada fare
beyinlerinde miR-132 ile FMRP’nin etkilesime girdigini gosterilmistir [186]. Yapilan
calismaya gore miR-132’nin, hipokampal ndronlariin dendrit dikeni morfolojisi ve sinaptik
fizyolojisine negatif etkileri bulunmaktadir. Son olarak, miR-132’nin Huntington hastalig1
patolojisinde rol aldig1 gosterilmistir [187]. Yapilan ¢calismada YACI128 ve R6/2 transgenik
fare modelleri olusturulmus ve fare beyinlerinde ekspresyonu degisen miRNA’lar
belirlenmistir. Analiz sonucuna gore miR-132 ekspresyonu her iki modelde de azalmaktadir.
miR-132’yi inceleyen tim calismalara gore hedef olarak AchE dogrulanmistir. Bizim

calismamizda ise yeni bir hedef olan pro-inflamatuar sitokinlerden IL-6 belirlendi.

miR-132 ile ilgili tim c¢alismalarin sonucuna gore, miR-132 beyinde eksprese
olmakta ve patolojik siireclerde ekspresyon diizeylerinde degisiklik olmaktadir. Ancak bizim
calisgmamizda LPS’le uygulanan inkiibasyon siiresinde miR-132 ekspresyonlarinda degisiklik
saptanamadi. Belirledigimiz hedef IL-6 oldugundan miR-132 ekspresyonunda inflamasyon
stirecinde degisiklik olabilecegi diisiiniilmektedir. Bagka zaman noktalarinda ekspresyon
degsiminin incelenmesi olas1 ekspresyon degisimini yakalamamizi saglayabilir. Ayrica miR-
132 over-ekspresyonu veya inhibisyonuyla inflamatuar yanitlar ile IL-6 ekspresyonundaki

degisikliklerin incelenmesi gerekmektedir.

miR-146a ekspresyonun inflamatuar siiregte degistigi ilk kez Taganov ve ark.

tarafindan bildirilmistir [180]. Calismada insan monosit hiicre hatt1t THP-1’de, 1000 ng/ml
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dozda LPS ile uyarimi ile miR-146a ekspresyon diizeyindeki azalma mikroarray analizi
yontemiyle belirlenmistir. miR-146a promotor bdlgesi analiz edildiginde ise NF-xB
aktivasyonuna bagl transkribe oldugu gosterilmistir. Hedef analizi ¢aligmasi ise TRAF6 ve
IRAK1’i miR-146a hedefi olarak dogrulamistir. Viral enfeksiyon siirecinde hiicreler TLR ve
Retinoik asit ile indiiklenen gen I (Retinoic acid-inducible gene I; RIG-I) yolaklar {izerinden
aktive olarak tip I interferon ve pro-inflamatuar sitokin iiretmektedir. Hou ve ark. viral
enfeksiyon mekanizmasinda miRNA’larin roliinii incelediler [188]. Fare makrofaj hiicreleri
kullanilan bu c¢alismada vezikiiler somatit virlisi (VSV) enfeksiyonuyla miR-146a
ekspresyonunda artis saptanmistir. Bununla birlikte, IRAK2’nin de miR-146a hedefi oldugu

bu ¢aligmada gosterilmistir.

Endotoksin toleransi ikincil bir endotoksin uyarimina cevapsiz kalinmasi olayidir.
Endotoksin uyarimi siirecinde uzun siireli maruziyet halinde proinflamatuar sitokin diizeyleri
artmakta ve sistemik inflamasyona sebep olmaktadir. Nahid ve ark tarafindan monositik
hiicrelerde LPS 6n uyarimiyla endotoksin toleransinda miR-146a’nin rolii incelenmistir [189].
Yapilan ¢alismada monositler 24 saat boyunca 6n uyarim amaciyla LPS ile inkiibe edilmistir.
On uyarim sonrasinda hiicreler ikinci kez LPS ile uyarilarak miR-146 ekspresyonlar
incelenmistir. Calismaya gore ilk uyarim sonunda miR-146 a ekspresyonlar1 35 kata kadar
artarkan ikinci uyarim sonucunda miR-146a ekspresyonunda azalma gosterilmistir. Bu

calismayla sadece miR-146a’nin LPS toleransinda rolii oldugu gosterildi.

miR-146a ekspresyonunun mikroglial hiicrelerde viral enfeksiyon siirecinde degistigi
Rom ve ark tarafindan belirlenmistir [190]. Calismada insan primer fetal mikroglial hiicreleri,
HIV-1 ile enfekte edilerek miR-146a ekpresyonunda artig gézlenmistir. HIV-1’in hiicre i¢ine
girisi CD4/CCRS kemokin reseptorii sayesinde olmaktadir ve bu reseptoriin ligantt miR-146a
hedefi olan CCL8/MCP-2’dir. Caligmanin dogrulanmasi amaciyla incelenen HIV-ensefalitli
beyinlerde de miR-146a ekspresyonunda artig, MCP-2 ekspresyonunda azalma saptanmistir.
Bu ¢alisma sonucunda miR-146a’nin HIV aracilikli MSS inflamasyonunda onemli rolii
oldugu gosterilmis oldu. Bu c¢aligma mikroglial inflamasyonda miRNA ekspresyonunun

incelendigi ilk ¢alismadir.
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Bizim c¢alisgmamizda 10 ve 100 ng/ml LPS dozunda anlamli artig saptandi. Ancak
1000 ng/ml LPS dozunda anlamli degisiklik saptanamadi. Hedef belirleme ¢aligmalarimizda
daha 6nce dogrulanmis hedefler olan TRAF6 ve IRAK1 yine bizim ¢aligmamizda incelenerek
tekrar dogrulanmis oldu. Bu ¢aligmanin devaminda miR-146a ekspresyonlarinin zamana bagl
degisimlerinin de belirlenmesi gerekmektedir. Bunun da Gtesinde miR-146a antagonist

dizileri kullanilarak fonksiyonel deneylerin yapilmasi gerekmektedir.

miR-155’in dogal bagisiklik sistemi yanitina katildigin1 gdsteren ilk calisma Tili ve
ark tarafindan gerceklestirildi. Calismada makrofajlar LPS ile uyarilarak miR-155
diizeylerinde artis gdzlenmistir [178]. In vivo olarak farelere LPS enjeksiyonu ile olusturulan
inflamasyon modeli in vitro sonucu dogrulamistir. Calismada miR-155’in LPS
sinyallemesinde rol alan proteinler olan Fas-iligkili 6liim domaini proteini (Fas-associated
death domain protein; FADD), IkB kinaz epsilon (IkB kinase epsilon; IKKepsilon) ve
reseptor (TNFR siiperailesi)-ile etkilesen serin-treonin kinaz 1 [receptor (TNFR superfamily)-
interacting serine-threonine kinase 1; Ripkl] ile etkilestigi one siiriilmektedir. Son olarak
mutant miR-155 tasiyan transgenik farelerde LPS enjeksiyonunda daha fazla TNF-a

iretilerek sistemik inflamasyona kars1 hassasiyet yaratmaktadir.

miR-155, DH olgunlasmasi ve patojen baglanma siireclerinde DH’ye 06zgii
interselliiler adhezyon molekiilii-3 tutan non-integrin (Dendritic Cell-specific intercellular
adhesion molecule-3 grabbing non-integrin; DC-SIGN) ve PU.I transkripsiyon faktoriini
baskilamaktadir [191]. Monosit ve tiimor iliskili makrofajlarda LPS ile olusturulan diger
modellerde miR-155’in c/ebp Beta transkripsiyon faktoriinii baskiladigi gosterilmistir [192,
193].

miR-155’1n viral enfeksiyonlarda da rol aldig1 gosterilmistir. Makrofajlarin VSV ile
enfeksiyonunda TLR/MyD88’den bagimsiz bir sekilde RIG-I/JNK/NF-«kB bagimli yoldan
aktivasyon gercekleserek miR-155 ekspresyonunda artis belirlenmistir [194]. Artan miR-155
sayesinde Sitokin sinyallemesinin baskilayicist 1’1 (Supressor of cytokine signaling 1;
SOCS1) hedef alarak tip 1 interferon sinyallemesini baslatmaktadir. Tip 1 interferon

sinyallemesinin baglamasiyla makrofajlar VSV’nin replikasyonunu baskilayic1 etki
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gostermektedir. Bu ¢alisma sonucunda miR-155’in anti-viral koruma mekanizmasindaki rolii

gosterilmistir.

Calismamizda LPS uyarimiyla miR-155 ekspresyonunda LPS dozuna bagli anlamli
artis saptandi. LPS uyarimi sonucunda elde edilen artiy daha 6nce monositer hiicrelerde
yapilan ¢alismalarla uyumludur. TLR4 yolunda en fazla hedefi olan miRNA miR-155"dir.
Ayrica, bizim ¢aligmamizda TLR4 yolaginda rol alan MyDS88 yeni bir hedef olarak bulundu.
Bu ¢aligmanin devaminda miR-155 i¢in antagonist diziler kullanarak fonksiyonel deneylerin

yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismada inflamatuar uyaran olarak kullanilan LPS, TLR4 yolag: iizerinden
aktivasyon saglamaktadir. Yapilan ¢alismalar TLR yolagmi ektileyen diger miRNA’larin
varligini gostermistir. Bu miRNA’lardan miR-9, miR-147 ve miR-346’nin ekspresyonu

inflamatuar uyaran ile artarken, let-7b ekspresyonu azalmaktadir [195].

MS hastaliginin fare modeli olan deneysel otoimmiin ensefalomyelitte (experimental
autoimmune encephalomyelitis; EAE) mikroglial hiicrelerde eksprese olan miR-124
ekspresyonu incelenmigtir. Makrofajlarda  miR-124  over-ekspresyonu  yapildiginda
CCAAT/enhancer-baglanan protein-a (CCAAT/enhancer-binding protein-o; C/EBP-a)
transkripsiyon faktorii ve bunun hedefi olan PU.1 inhibe edilerek istirahat hali fenotipine
donistirmektedir [196]. Deneysel MS modeli EAE’de ise mikroglia’da miR-124
ekspresyonunda azalma gosterilmistir. Bu ¢alisma sonucuna gére miR-124’{in de mikroglial
aktivasyonda rol aldig1 goriilmektedir. Sonug olarak, mikroglial hiicrelerin LPS ile uyarilmasi

sonucu miR-124 ekspresyonunda olusabilecek degisikliklerin incelenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda mikroglial aktivasyonda rol alan ve ekspresyonunda
degisiklik saptanan miRNA’larin 3 tanesi (miR-125b, miR-146a ve miR-155) qPCR
yontemiyle belirlendi. Belirlenen miRNA’larin  hedefleri biyoinformatik ydntemlerle
incelenerek deneysel olarak Lusiferaz testiyle dogrulamasi yapildi. Analiz edilen hedef
genlerin bir kismu ilk kez bu ¢alisma ile gdsterilmis oldu. Ilk kez gosterilen hedefler 1L-1p,
IL-6 ve MyD88’dir.

Bu calismada, mikroglial hiicrelerde sadece LPS dozuna bagimlt miRNA ekspresyon
degisimleri incelendi. Incelenen miRNA’larin zamana bagl degisimleri de endotoksine kars1
yanitin tam olarak belirlenmesi i¢in gereklidir. Bu ylizden mikroglial hiicreler degisik doz ve

stirelerde LPS ile uyarilarak miRNA ekspresyon diizeyleri analiz edilmelidir.

miRNA’larin hedeflerinin belirlenmesinin diginda, miRNA ekspresyonlarinin agonist
dizilerle arttirilmas1t veya antagonist dizilerle azaltilmasiyla fonksiyonel etkileri
belirlenmelidir. Fonksiyonel deneylerde hem hedef gen ekspresyonlari hem de inflamatuar
yanit belirteci olarak proinflamatuar sitokinlerden biri veya birkaci qPCR, ELISA veya

Western blot gibi yontemlerle incelenmelidir.
Bu ¢aligmanin 6tesinde, TLR yolagini etkileyen diger miRNA’lar olan let-7b, miR-9,

miR-147 ve miR-346’nin ekspresyonlarinin LPS ile olusturulan mikroglial aktivasyondaki

degisimleri belirlenmelidir.
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