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OZET

AKKAYA U., Z.Y., Ailevi Akdeniz Atesi Hastahginda Goriilen inflamasyon Siirecinde
Rol Alan miRNA'larin Tammlanmasi. Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2018. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA);
otozomal resesif olarak kalitilan otoinflamatuvar bir hastaliktir. AAA hastaligl, pyrin
proteinini kodlayan Mediterranean Fever (MEFV) geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin bilinen en iyi tedavisi giinliik kolsisin uygulamasidir.

Bir¢ok ¢aligmada pyrinin, 6nemli hiicresel yolaklar olan; apoptoz, hiicre iskeleti dinamigi,
sinyal iletimi ve inflamasyon ile iligkili oldugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
otoinflamatuvar  hastaliklarin ~ patogenezinde kodlamayan RNA'lardan mikroRNA
(miRNA)'larin inflamatuvar cevap siirecinde aktive edici veya baskilayici 6zellikleri oldugunu
gostermistir. Bu dogrultuda, inflamasyon durumunun gorildigi AAA hastaliginda,
inflamasyon yolaginda etkili miRNA'larin 6nemli olabilecegi hipotezi dogmaktadir. Bu
amagcla bu tez ¢aligmasinda; segilen kontrol ve hasta gruplarindan alinan kan 6rneklerinden
miRNA izolasyonu yapildi. miRNA 2.0 mikrodizin analizi ile miRNA ifade analizi
gerceklestirildi. Aday miRNA'lar, gorev aldiklar1 yolaklarin sitokin salinimi veya apoptoz
veya hiicre gogii siireglerindeki iliskileri dikkate alinarak simiflandirildi. Bu kapsamda miR-
20a ve miR-197 iki aday miRNA olarak belirlendi. Ardindan, MEFV genini dogal olarak ifade
eden hiicre hatlarindan ikisi kullanilarak, inflamasyon siirecinde rol oynayan aday
miRNA’larin islevleri arastirildi. Islevsel analizler sonucunda, miR-197'nin bir¢ok
inflamatuvar yolakta gorev aldigi belirlendi. Aday gen ¢aligmalari sonucunda ise, miR-197'nin
inflamasyon siirecinin kilit molekiillerinden biri interlokin-1beta (IL-1B) reseptérii olan
interlokin 1 reseptor, tip I (IL1R1)'e baglandigr gozlendi. Tez kapsaminda elde edilen bulgular,
AAA hastaliginda goriilen inflamasyon siirecinin anlasilmasina katki saglabilecegi gibi
mevcut kolgisin ve benzeri tedavilere ek olarak yeni ilag hedefleri ve biyobelirtecler

gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi, inflamasyon, mikroRNA.

Bu tez, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu, TUBITAK 1001-SBAG Proje
Numarasi: 2148106 ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi, Tez Destek, Doktora Proje Numarasi: TDK-2017-16253 ve BAP Kapsamli Proje
Numarasi: 013D05101005 projeleri ve Tiirk Romatoloji Dernegi tarafindan desteklenmistir.



viii

ABSTRACT

AKKAYA U., Z.Y., Identification of the miRNAs, which Play Roles in the Inflammation
Process of the Familial Mediterranean Fever Disease. Hacettepe University, Graduate
School of Health Sciences, Medical Biology PhD Thesis, Ankara, 2018. Familial
Mediterranean Fever (FMF); is an autosomal recessively inherited autoinflammatory disease.
FMF is caused by the mutations in the Mediterranean Fever (MEFV) gene which encodes the
pyrin protein. The best treatment for the disease is daily colchicine treatment. In many studies,
pyrin has been implicated in important cellular processes; Apoptosis, cytoskeleton dynamics,
signal transduction, and inflammation. Recent studies have shown that epigenetic control
mechanisms, particularly non-coding RNAs, may play a role in the pathogenesis of
autoinflammation. MicroRNAs (miRNAs) which is a group of non-coding RNAs have been
shown to have activating or repressing properties in the inflammatory response process.
Therefore, we hypothesized that miRNAs those have roles in inflammatory pathways may be
important for the pathogenesis of the FMF disease. In this thesis study; miRNA isolation was
done from blood samples taken from selected control and patient groups. miRNA expression
analysis was performed by miRNA 2.0 array analysis. Candidate miRNAs were classified
according to their roles in cytokine secretion or apoptosis or cell migration pathways. In this
context, miR-20a and miR-197 were identified as two candidate miRNAs. Functional studies
for identifying the functions of two candidate miRNAs were performed in two different cell
lines that naturally express the MEFV gene. As a result of functional analysis, miR-197 was
found to be involved in many inflammatory pathways. Subsequently, target gene studies for
this miRNA were performed. miR-197 was found to bind to the interleukin-1beta (IL-1pB)
receptor, type | (IL1R1), which is one of the key molecules of the inflammatory pathways.
Thus, this study may contribute to understand the inflammatory process seen in FMF disease,
as well as to development of the new drug targets and biomarkers in addition to the existing

colchicine and similar treatments.

Keywords: Familial Mediterranean Fever, inflammation, microRNA.

This thesis was supported by The Scientific and Technological Research Council of Turkey
TUBITAK 1001-SBAG Project Number: 214S106 and Hacettepe University Scientific
Research Projects Coordination Unit, Thesis Support, PhD Project Number: TDK-2017-16253
and BAP Comprehensive Project Number: 013D05101005 and Turkey Rheumatology
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1. GIRIS

Otoinflamatuvar hastaliklar klinik olarak gosterdikleri farkliliklar ile 6n plana
¢ikmakla beraber, inflamasyon yolaklarinda onemli gorevleri olan proteinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar (1). Bu proteinlerin
hiicre gocii, sitokin salinimi ve apoptoz gibi Onemli hiicresel islevlerde rol
oynayabildikleri tespit edilmistir.

Otozomal resesif olarak kalitilan AAA hastaligi, MEFV genindeki mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) yer
alir ve 3505 niikleotid igeren 10 ekzondan olusur. Hastalarda kendini 2-3 giin siiren
ve tekrarlayici yiiksek ates ve abdominal agrilarla gosterir. Tiirk AAA hastalarinda en
sik goriilen MEFV geni mutasyonu; M694V (%51,4)'dir (2, 3). MEFV geninden pyrin
proteini kodlanmaktadir (4). Pyrin proteininin inflamasyonun diizenlenmesinde islevi
oldugu diisiiniilmektedir. Miyeloid kdokenli hiicrelerde ve fibroblastlarda ifade edilen
pyrin, inflamatuvar yolaklarda gorevli bircok protein gibi PYD ve SPRY protein
bolgelerini igerir.

miRNA'lar protein ifadesini diizenleyen kodlamayan RNA'lar olup, hiicre ve
dokulara 6zgii olarak miRNA genleri tarafindan ifade edilmektedir. miRNA'lar Dicer
enzimleriyle islenerek ve MIRNA ile uyarilan susturma kompleksini (miRNA-induced
silencing complex-miRISC) olusturarak hedef mRNA’larinin 3’-translasyonu olmayan
bolgesindeki belirli niikleotitler ile eslesebilmektedir (5). Bu eslesme ile baslangi¢
faktorlerinin  mRNA’ya tam baglanmast engellenmekte ve translasyon
baskilanmaktadir.

MiRNA’lar ile ilgili son yillarda bircok ¢alisma yiiriitilmekte ve bu
calismalarda miRNA’larin cesitli genlerin ifadesini diizenlemede O6nemli roller
oynayabildigi gosterilmektedir. Ayrica, miRNA'larin inflamatuvar hastaliklar ile
iliskili baz1 yolaklarin diizenlenmesinde gérevli olduklari belirlenmistir (6).

Epigenetik mekanizmalarin, kanser ve diyabet gibi yaygin hastaliklarin yani
sira, otoinflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda da rol alabildikleri tespit edilmistir
(7). DNA metilasyonu ve post-trankripsiyonel histon modifikasyonlar1 gibi
kodlamayan RNA’lardan miRNA'larin da inflamatuvar cevap siirecinde énemli ve

etkili olduklar: diistiniilmektedir.



B ve T hiicrelerinin gelisme ve farklilagmasi, monosit ve nétrofillerin
proliferasyonu, antikor aktivasyonu ve inflamatuvar diizenleyicilerin salinmasit gibi
birgok immun cevap siirecinde etkili gok sayida miRNA tanimlanmustir (8). Romatoid
artrit, multiple skleroz, sistemik lupus eritematozus ve bakteriyal enfeksiyonlarda
hastalik patogenezinde gorevli miR-155, miR-21 ve miR-146a gibi ortak miRNA'lar
belirlenmistir (6). miR-155 ilk olarak farelerde tanimlanmis olup, bic geninin ekzon 2
bolgesinden transkripte olmaktadir (9). miR-155 -/- farelerde B ve T hiicrelerinin
islevlerinde bozukluk oldugu gosterilmistir (10). Bu miRNA’larin c-Maf, PU.1,
sitokin sinyali 1’in baskilayicisi (suppressor of cytokine signaling 1-SOCS1) ve SH-2
igeren inositol 5° polifosfataz 1 (SH-2 containing inositol 5 polyphosphatase 1-SHIP-
1) gibi transkripsiyon faktorleri ve sitokin salimmi ile ilgili genlerin ifadesini
diizenledikleri belirlenmistir (11, 12) miR-21'in ilk olarak bir¢ok kanser tiiriinde asiri
ifade edildigi gosterilmis ardindan timor gelisimi asamasinda islevi oldugu
diistinilmiistir. Ayrica, Toll benzeri reseptor (Toll like receptor-TLR) sinyal
yolaginda interlokin 1 reseptor-iliskili kinaz-1 (interleukin 1 receptor-associated
kinase 1-IRAK1) ve miyeloid farklilasma birincil cevap geni 88 (myeloid
differentiation primary response gene 88-MyD88) gibi hedefler {izerinden, yolagin
negatif diizenleyicisi olarak islev gosterdigi belirlenmistir (13). miR-146a'nin ise
lipopolisakkarit (LPS) uygulanmis THP-1 hiicrelerinde ifadesinin arttigi, ifade
artisinin da niiklear faktor NF-kappaB (NF-xB) araciligi ile oldugu gozlenmistir (14).
miR-146a'nin baglandigi hedefleri igerisinde IRAKI1 ve timor nekroz faktori
reseptori-iligkili faktor 6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 6-TRAF6)
bulunmaktadir. Hedefleri tizerinden IL-1, interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktorii
alfa (TNF-a) salinimini diizenledikleri belirlenmistir (15). Bu ¢alismalar, inflamatuvar
cevap siirecinde miRNA'larin 6nemli islevleri oldugunu gostermektedir.

Bu tez kapsaminda AAA hastaliginda inflamasyonu etkiledigi diisiiniilen
miRNA’lar belirlendi. Inflamasyon siirecinde rolii olmas1 beklenen bu miRNA'larin
belirlenmesi, AAA tanisi agisindan aday biyobelirteg olma dzelligini tastyabilecegi
gibi, uzun vadede tedavi amagli hedef molekiil olarak kullanilabilmelerine de olanak

saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER

Dogal bagisiklik sisteminin bir par¢asi olan inflamasyon; patojenler, hasarli
hiicreler ya da irritanlar gibi zararli uyaranlara kars1 organizmanin verdigi biyolojik
bir cevaptir. Hasarl1 bolgedeki ¢esitli hiicreler, vaskiiler sistem ve bagisiklik sistemini
kapsayan bir yolak ile inflamatuvar cevap olusturulmaktadir (16).

Inflamatuvar cevaplar hem enfeksiyonlar1 hem de tiimdrlesmeyi engelleyen
oldukga faydali tepkilerdir. Bu cevaplarin eksikliginde herhangi bir organizmanin
hayatin1 devam ettirebilmesi miimkiin degildir. Ancak, asir1 uyarilma veya immiin
cevabin sonlanmasindaki hatalar kronik inflamasyon veya otoimmiiniteye yol
acabilmektedir. Bu yiizden immiin cevaptaki pro- ve anti-inflamatuvar faktorlerin
dengesi hayatta kalmak ve saglikli olmak i¢in gerekmektedir.

Inflamasyon siireci, ilk olarak nétrofillerin ve daha sonra diger bagisiklik
sistemi hiicrelerinin hasarli dokudan gelen kemoatraktan sinyaller dogrultusunda
inflamatuvar bolgeye dogru go¢ etmeleri ile baslamaktadir (17,18). Inflamasyon
stirecinde dokularda sayica artan nétrofiller, oradaki gorevlerini tamamladiktan
sonra apoptoza girmektedir. Hiicre kalintilar1 ise, makrofaj ve dendritik hiicreler

tarafindan fagositozla yok edilmektedir (19).
2.1. Kan Hiicreleri ve Iimmiin Cevap

Lokositler (beyaz kan hiicreleri) patojen saldirilari ve her tiirlii doku hasarina
kars1 aktive olan hiicre gruplaridir. Lokositler, kilcal damarlarin, doku hiicrelerinin ve
diger bagisiklik hiicrelerinin sinyalleri tarafindan uyarilarak enfeksiyonlu bolgeye
dogru go¢ etmektedirler. Uyarima karsi iltihapli bolgeye oksijensiz ortamda bile
gidebilmektedirler. Son yillarda, uyarim sirasinda birgok sinyalin 16kositler tarafindan
da verildigi, diger 16kositleri uyararak enfeksiyonlu bolgelere go¢ etmelerini sagladigi
belirlenmistir (20). Ancak l6kositlerin uzak mesafelerdeki dokular ve bagisiklik
hiicreleri ile kurduklari iletisimin bozuldugu durumlarda ortaya kronik bir inflamasyon
tablosu ¢ikmaktadir.

Lokositler, 6zellesmis uyarim mekanizmalar1 ile enfeksiyon ve travma
bolgelerini bulabilmekte, bir¢ok engele ragmen kan damarlarinda ve dokularda gog
etmektedirler. Gog siirecinin tamami, kan damarlarindan, dokulardan, bagisiklik

sistemlerinden ve sinir sistemlerinden katilan bir¢ok hiicreden gelen sinyallerle



diizenlenmektedir (21). Lokositler, gorevlerini tamamladiktan sonra programlanmis
hiicre 6liimii veya otofaji ile ortadan kalkmaktadir. Yeni bulgular, 16kositlerin go¢
ettikleri bolgelerden daha karmasik sinyaller gonderdiklerini ve dokudan tekrar kana
donerek islevlerine devam ettiklerini géstermistir (20).

Lokositler, ekstraseliiler matriks ile kimyasal gradyanlara ve sitokin
sinyallerine cevap vermektedir. Bireysel hiicreler, farkli aktin-miyozin motorlarinin,
dinamik iskelet yapilariin ve gegis tiibiillerinin galismasiyla saglanan farkli iig
boyutlu ortamlar igin birden fazla hareket tiiriine sahiptirler. Iceriklerinde inflamasyon
yanitini artirabilen ve mikroplar1 ldiiren reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen
species-ROS) olarak adlandirilan molekiiller iiretmektedirler. ROS'lar ayrica
diizenleyici sinyaller olarak kullanilmaktadirlar. Diger bir¢ok sitokin sinyalini de
kullanarak proteaz enzimleri tiretmektedirler. Yapilarinda bulunan graniiller, farkli
zamanlarda kullanilan 300'den fazla farkli protein barindirmaktadir (22). Bu
proteinler, patojenleri 6ldiirmek i¢in gorevli bir¢ok enzim ve toksinden olusmaktadir.

Hasarli doku tamir edildiginde veya patojenler temizlendiginde Iokositler
yok edilmektedir. Iltihapli dokunun kronik bir hasar kaynagi haline geldigi durumlarda
l16kositler hayati 6nem tagimaktadir. Lokosit grubu igerisinde bulunan farkli hiicre
gruplarinin da bu siirecte dnemli gorevleri bulunmaktadir. Inflamatuvar hiicre gocii
stirecinde, hasarli dokuya ilk olarak ulasan hiicreler noétrofiller olup daha sonra

monositler, lenfositler ve diger bagisiklik sistemi hiicreleri de bu siirece katilmaktadir
(23).

2.1.1. Notrofiller

Notrofiller, polimorfoniikleer hiicreler olarak da bilinmektedir. Notrofiller,
patojenler veya konak hiicreden saliman kimyasallara ve gradiyent olusturan
kemoatraktanlara karsi cevap olusturup, uyarilirlar (24).

Lokositler igerisinde en yaygin bulunan hiicre gruplaridir. Normalde yasam
stireleri kisa olmalarina ragmen yakin zamanda komsu hiicreleri araciligiyla yeniden
kan dolasima katildiklar1 ve hasarli bir bagka bdolgeye gittikleri gosterilmistir.
Notrofillerin {iretimi, sitokin graniilosit koloni uyaric1 faktor (granulocyte-colony

stimulating factor-G-CSF) gibi 6zgiil sinyaller tarafindan tetiklenmektedir (25).



Notrofiller, DNA, histonlar ve diger proteinlerden iiretilen bir iskeleden
olusan notrofil hiicre dist tuzaklar (neutrophil extracellular traps-NET)'lar1 olarak
adlandirilan yap1 olusturmaktadir. NET'ler, mikroplara tutunarak enzimlerin dokulara
ve mikroplara saldirmasina yardimci1 olmaktadir. Ayrica dendritik hiicreler gibi diger
hiicrelere de sinyal gondermektedir (26).

Stres notrofillerin tiretimini (graniilopoiez) artirir ve bu siireglerin bir kismi1
kronik durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Notrofillerle trombositler siki bir etkilesim
icerisindedirler. Trombositler artrit, ateroskleroz ve bagirsak hastaliklarinin kronik
iltihaplanmasinda da rol oynarlar. Baz1 tetikleyici NET'lerin daha fazla kan damari
plakina neden oldugu gosterilmistir (27).

Akut inflamasyonda, c¢ogunlukla nétrofiller gorevlidir ancak kronik
inflamasyonda, monositler ve makrofajlarda 6nemli rollere sahip olurlar. Bu durumda,

notrofillerden gelen sinyaller monositleri uyarir.
2.1.2. Monositler ve Lenfositler

Monositler kanda dolasan geng 16kositlerdir. Kandan ayrildiktan ve dokuya
goc ettikten sonra makrofajlara doniisiirler. Karacigerde, doku makrofajlar1 Kupffer
hiicreleri olarak adlandirilir ve bagirsaktan ¢ikmis olan kandan zararli ajanlart
cikarmada uzmanlagsmislardir. Alveolar makrofajlar, akcigerde solunmus zararh
ajanlar1 uzaklastirir. Dalaktaki makrofajlar ise eski veya hasarli kirmizi kan hiicrelerini
ve trombositleri dolasimdan uzaklastirir. Makrofajlar ayrica antijenleri diger bagisiklik
hiicrelerine sunan ve bir bagisiklik tepkisini tetikleyen "antijen sunan hiicreler" dir
(28).

Lenfositler, lenfoid kokenli hiicre gruplarindan olugmaktadir. B lenfositleri
antikor iireten hiicreler haline gelmektedir. Antikorlar 6zgiil bir antijene baglanir ve
bagisiklik hiicrelerinin antijeni yok etmesini kolaylastirir. T lenfositler antijenlere
dogrudan saldirir ve bagisiklik yanitin1 kontrol etmeye yardimci olur. Ayrica, tiim
bagisiklik yanitin1 kontrol eden sitokinleri de serbest birakirlar. B ve T hiicreleri
olustugunda, bagisiklik sisteminiz i¢in "hafiza" saglanmis olmaktadir (28).

Bagisiklik sistemi, bagisiklikta gorev alan hiicrelerle beraber viicudun

kendisine yabanci ve zararli goriinen bakterilere, viriislere ve maddelere karsi



olusturdugu savunma sistemidir. Kazanilmis (edinilmis) ve dogal (6zgiil olmayan)

bagisiklik olmak iizere iki ¢esit bagisiklik sistemi bulunmaktadir.
2.2. Dogal Bagisikhik Sistemi

Dogal ya da 6zgiil olmayan bagisiklik sistemi dogustan gelen bir savunma
sistemidir ve patojenlerin viicuda girmesini engellemek i¢in programlanmislardir. Bu
engeller, bagisiklik sisteminin ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Bu savunma
hattinda hiicrelerin uyariminda ve alt sinyal yolaklarinda cevabin gergeklesmesini
saglayan bir protein grubu bulunmaktadir. Bu gruptaki proteinler; reseptorler,

sitokinler, kemokinler ve transkripsiyon faktorlerinden olugmaktadir.
2.2.1. Toll-like Reseptorler

TLR’ler, patojenlerin evrimsel olarak korunmus motiflerini tanimaktadir. Bu
motiflere patojen-iliskili molekiiler paternler (pathogen associated molecular
patterns-PAMPSs) denilmektedir (29). Insanda her biri 6zgiil ligand baglanma sinifi
iceren toplam 10 TLRs (TLR1- TLR10) bulunmaktadir.

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 ve TLR6 birincil olarak hiicre diizeyinde ifade
olup, bakteri, mantar ve protozoadan gelen PAMP’lar1 tanirlar (30). TLR2, gram-
pozitif bakterilerin veya mantarlarin hiicre duvarindaki g¢esitli lipopeptidleri de
tanimaktadir. TLR1 ve TLR6 ile heterodimer yapisi olusturmaktadir (31). TLRA4,
gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin 6nemli bileseni olan LPS’i tanimaktadir
(32). TLRS ise kamgili bakterilerin kamgilarindaki evrensel siiregte korunmus globiiler
protein olan flagellini tanimaktadir (33).

TLR3, TLR7, TLR8 ve TLRY hiicrenin endozomal kompartmanlarinda
yerlesim gosterir ve temel olarak viral ve bakteriyel niikleik asitleri tanimaktadir.
TLR3, memeli hiicrelerinde normalde bulunmayan RNA viriisleri tarafindan tiretilen
cift-zincirli RNA (double stranded RNA-dsRNA)’y1 tanimaktadir (34). Baz1 belirli
susturucu RNA (silencing RNA-SiRNA)’larin TLR3 uyarimini tetikleyip, RNA
interferans (RNAI) temelli ilaglar i¢in ciddi bir yan etkiye yol agtigina dair ¢alismalar
bulunmaktadir (35). TLR7 ve TLRS ise daha ¢ok viral kaynakli olan tek-zincirli
RNA’y1 tanimaktadir (36, 37). TLR9, memeli hiicrelerinde ¢ok nadir goriilen ancak



bakteriyel ve viral DNA’da ¢ogunlukla bulunan metile olmayan CpG motiflerini
tanimak icin 6zellesmistir (38)

Glinimiize kadar TLR10 igin herhangi bir ligand tanimlanmamis olup,
periferal kan mononiikleer hiicrelerinde (Peripheral blood mononuclear cells-
PBMCs), TLR2 aracilig1 olusan aktivasyonlari inhibe ettigi diisiiniilmektedir (39).
Tiim PBMC’lerde TLR1- 10’un ifade edildigi bildirilmistir (40).

TLR’ler tarafindan ligandlarin taninmasi hiicre igerisinde sinyal yolaklarini
uyarip, hiicrenin uygun inflamatuvar cevabi vermesini saglar. Temelde iki 6nemli
sinyal yolagi bulunmaktadir. Bunlar; MyD88-bagimli pro-inflamatuvar sitokinlerin ve
kemokinlerin tiretim yolagt ve TIR domain igeren adaptor tetiklenen interferon-
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f-TRIF) bagimli anti-viral
interferonlarin ifade yolagidir (41).

Tim TLR’ler IL-1 reseptorlerinde bulunan hiicre i¢i Toll/IL-1 (TIR) domaini
icermektedir (42). Ligandin baglanmasiyla TLR'lerin dimerizasyonu meydana gelir,
bu durumda hiicre i¢i adaptor molekiillerinin TIR domainine baglanmasi gergeklesir.
Bilinen 4 adaptoér molekiili MyD88, TRIF, translokasyon iligkili membran proteini
(translocation associated membrane protein-TRAM) ve TIR domaini igeren adaptor
protein/MAL (TIR domain containing adaptor protein/MAL-TIRAP/MAL)'dir (43).
TLR3 disindaki tiim TLR'ler aktivasyondan sonra MyD88'i baglar.

MyD88- bagimsiz gergeklesen sinyal yolaginda, TLR uyarimi sonrasinda,
TRIF direkt olarak TLR3'e, TRAM'da TLR4'e baglanir. MyD88-bagimli yolagin
tersine, TRIF aktivasyonu tip I interferonlarin iireterek bir sekilde antiviral bir cevap
olusturur. Kisacasi bu yolak ile TRIF, TRAF3 ve TRAF6'ya baglanip, onlar aktive
eder. TRAF6, NF-kB ve mitojen aktive edilmis protein kinaz (mitogen-activated
protein kinase-MAPK) yolaklarin1 aktive ederken; TRAF3, interferonlar ve diger
antiviral genlerin ifadesini diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olan IRF3

aktivasyonunu tetikler (41).
2.2.2. NF-xB

NF-kB, patojenlerle karsilagsma, inflamatuvar sitokinler, ultraviole (UV) 1sinlar
veya serbest radikaller gibi hiicresel streslere cevap olarak aktive olan bir

transkripsiyon faktoriidiir. Bilinen 5 farklit NF-xB proteinleri bulunmaktadir. Bunlar



p65 (RelA), RelB, cRel, p50 ve p52'dir (44). Transkripsiyon faktorlerinden NF-«xB
ailesi homo- veya heterodimerler olarak gorev almaktadirlar. Farkli kombinasyonlara
bagli olarak, NF-kB transkripsiyonel bir aktivatér olabilecegi gibi bir represor de
olabilmektedir.Hiicrenin pro-inflamatuvar uyaranlardan IL-1, TNF-a veya TLR
sinyalleri ile uyarilmasi IkB kinaz (IKK) kompleksinin aktivasyonunu saglar (45).
Aktive olan IKK kompleksi IkB proteinlerini fosforlar bu da proteinleri hizli bir
yikima gotiiriir. Bu klasik yolak ¢ogunlukla NF-kB alt tinitelerinden p50 ve p65'i

serbest birakir, boylece cekirdege yerlesip, transkripsiyon faktorii gibi davranir.

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) ile iligkili B30.2 mutasyonlarini barindiran pyrin
varyantlari, normal tipteki pyrinden daha verimli olarak kesime ugramaktadir. Bu
durumda, N-terminali boliinmiis fragman, NF-kB'nin p65 alt birimi ile etkilesime girip
ve sirastyla 15-aa bZIP temel alani ve bitisik diziler araciligiyla IkB-a ile etkilesip,
cekirdege yerlesir. N-terminal fragmaninin p65 ile etkilesimi p65'in ¢ekirdek icerisine
girigini arttirmistir. Pyrin ve IkB-o kesim driinlerinin AAA hastalarindan alinan
lokositlerde, saglikli kontrollere kiyasla 6nemli 6lglide arttigi belirlenmistir (46).

NF-kB aktivasyonun periferal kan nétrofil ve monosit/makrofaj hiicrelerinde
inflamatuvar cevapta, apoptozda ve hiicre proliferasyonunda rol oynadigi da

gosterilmistir (47, 48).
2.2.3. Sitokinler

Sitokinler, farkli hiicreler arasinda sinyal akigini saglayan kiigiik bir protein
grubudur. Hormonlara kiyasla sitokinler dokuda ¢ok az derisimlerde bulunur ancak
ifadeleri ¢ok kuvvetli etki yaratabilir. Islevsel olarak, sitokinler inflamasyonun
diizenlenmesinde gorevlidirler. Herhangi bir uyarana kars1 viicudun tiim hiicrelerinden
salgilanabilirler. Sitokinler, doku ve iiretilen hiicre arasinda bir gradiyent olustururlar,
bu da wuzaktaki hiicrelerde azalan miktar yogunluga gore komsu hiicreleri
etkilemektedir. AAA patogeneziyle ilgili olabilecek sitokinler asagida kisaca
anlatilmistir:

IL-1 sitokinleri inflamasyonla olduk¢a yakindan iligkilidir. Dogustan olan
bagisiklik sisteminin en 6nemli diizenleyicileridir. IL-1 ailesi 11 {iyeden olugsmaktadir.
Bunlardan IL-1a, IL-1B, IL-18, IL-33, IL-36a, IL-36B ve IL-36y pro-inflamatuvar

olarak gorev alirken; interlokin 1 reseptor antagonisti (IL-1ra), IL-36ra, 1L-37 ve IL-



38 anti-inflamatuvar 6zelliktedir (49). IL-1 sitokinleri TLR ligandlarina benzer bir
sinyal yolagimi tetiklemektedir. Bu nedenle NF-xB ve MAPK yolaklarinin

aktivasyonu gerceklesmektedir.

IL-1a ve IL-1p, birgok hiicre tarafindan doku hasar1 veya patojenik motiflerle
etkilesime kars1 ¢ok hizli bir sekilde tiretilmektedir. IL-10, nekroz sonrasinda salinarak
steril inflamasyonda gorev almaktadir (50). IL-1p ise olgun formda AAA hastaliginda
kaspaz-1'nin olgunlagmasin1 saglayarak AAA patogenezinde gorevli pyrin
inflamazomunun uyarimini gergeklestirmektedir. Bir reseptor antagonisti olan IL-1ra
ise IL-1R1 reseptoriinii herhangi bir cevaptan bagimsiz olarak bloke etmektedir. Bu
nedenle IL-1ra anti-inflamatuvar olarak davranmaktadir.

Transforme edici biiylime faktorii beta (Transforming growth factor beta -
TGF-B), multipotent bir sitokin olup gii¢lii bir kemoatraktan potansiyeli
bulunmaktadir. TGF-B sinyal yolaginin inflamasyon, proliferasyon, apoptoz ve
hiicreler arast matriks (Extracellular matrix-ECM) depozitlerinin  olusmasi
stireglerinde gorev aldigi belirlenmistir (51, 52).

TNF-a, pro-inflamatuvar bir sitokindir. TNF-a sinyal yolaginin hem TGF-f
sinyal yolagi tiizerinden hem de hiicre membranindaki reseptorler araciligiyla
uyariminin gerceklestirildigi, uyarim sonrast matriks metalloproteinaz (MMP)'larin,
pro-inflamatuvar, kemokin ve anti-apoptotik genlerin ifadesinin arttigi gézlenmistir
(53).

2.2.4. Kemokinler

Kemokinler, yonlii kemotaksisi tetikleyen, hiicreler arasi iletisimi saglayan
kiiciik peptidlerdir (54). Gliniimiizde farkli yapisal ailelerde 40'dan daha fazla kemokin
bulunmaktadir. Bazi kemokinler siirekli salinirken, ¢ogu inflamatuvar 6zellikte olup
uyarim sonrasi salinmaktadir. Bir hiicreden kemokinlerin salinmasiyla doku igerisinde
kemotaktik derisim gradiyenti olugsmaktadir. Go¢ eden hiicreler, kemokin reseptorleri
sayesinde bu gradiyenti takip ederek kemokin iireten hiicreye dogru goc ederler.
Kemotaktik gradiyent ayrica kan hiicreleri tarafindan da ulasilir ve bu sayede
dolasimdan dokuya dogru immiin hiicrelerin gegisi saglanir (55). Farkli hiicre tipleri
farkli kemokin reseptorlerini ifade etmektedir; Bu nedenle belirli kemokinlerin

salinimi 6zgiil immiin hiicreleri etkilemektedir.
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Inflamatuvar bir uyarim sonrasi, hasarli hiicreler tarafindan salinan kemokin
karigimlari, koordineli bir sekilde nétrofil ve monosit hiicrelerini uyarmaktadir. 1L-8,
kemokin (C-X-C motif) ligandi 1 (CXCL1) ve CXCL2 kemokinleri, notrofil
reseptorlerinden kemokin (C-X-C motif) reseptorii 1 (CXCR1) ve CXCR?2 tarafindan

taninir. Bu sayede notrofiller inflamatuvar bolgeye dogru ¢ekilirler (56).
2.3. Ailevi Akdeniz Atesi
2.3.1. Ailevi Akdeniz Atesi Hastahgimin Genetik Temelleri

AAA, 16. kromozomda bulunan MEFV geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucu olusan otozomal resesif kalitima sahip otoinflamatuvar bir hastaliktir (4, 57).
MEFV geni, 1997 yilinda iki farkli grup tarafindan tanimlanmistir. 16. kromozomun
kisa kolunda (16p13.3) yer alan gen, 3505 niikleotid igermekte ve 10 ekzondan
olugsmaktadir. MEFV geni, pyrin proteinini kodlamaktadir (4).

AAA, tekrarli ates ataklari ile serozal, sinoviyal ve kutan6z inflamasyon ile
karakterize edilen bir hastaliktir. Hastaligin en 6nemli komplikasyonu sekonder olarak
gelisen amiloidozisdir. Baz1 hastalarda, ilerleyen amiloid birikimine bagli olarak
nefrotik sendromlar ve bobrek yetmezligi goriilebilmektedir (58, 59).

Giliniimiize kadar 340 MEFV gen varyasyonu tanimlanmis ve bunlardan 205
tanesinin AAA klinik bulgular1 ile uyumlu oldugu bildirilmistir (Infevers veri tabani,
http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/search.php?n=1, 2018). Yaygin olarak goriilen
M694V, M6801, M6941 ve V726A mutasyonlart genin 10. ekzonunda bulunmaktadir
(60). Dogu Akdeniz kokenli insanlar arasinda 6zellikle Yahudiler, Tiirkler, Ermeniler
ve Araplar’da ¢ok sik rastlanan (1/250-1/1000) AAA, Avrupa toplumlarinda da
goriilmektedir (58).

Tiirk AAA hastalarinda en sik gorillen MEFV gen mutasyonlar;; M694V
(%51,4), M680I (%14,4), V726A (%8,6), E148Q (%3,5) ve M6941 (%1,7) olarak
rapor edilmistir (2, 3).

Pyrin genellikle monositler ve nétrofillerde ifade edilmektedir fakat dendritik
hiicreler, deri ve sinoviyal fibroblastlarda da ifade edilebildigi bilinen bilgiler
arasindadir. 781 aminoasitten olusan pyrin, 86 kDa molekiiler agirliginda, arjinin ve
lizin aminoasitlerince zengin, pozitif yiikli bir proteindir. Pyrin proteini, dort islevsel
bolge igermektedir. Bu bolgeler; amino ucu PYRIN bolgesi (PyD veya DAPIN), ‘B
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box zinc finger’ bolgesi (zf-B-box), ‘Coiled coil” bolgesi (PRY), karboksi ucu SPRY
bolgesi olarak isimlendirilmektedir (61).

Pyrinin AAA hastaliindaki patogeneze etkisinin nasil oldugu halen
tartisitlmakla birlikte, inflamasyonun diizenlenmesinde gorev alan 6énemli bir protein
oldugu diisiiniilmektedir. Transfekte hiicre hatlart (COS7, 293T, Hela) ve
monositlerde sitoplazmada, sinoviyal fibroblastlar ve nétrofillerde ise daha ¢ok
cekirdekte yerlesim gostermesi, pyrin’in farkl: hiicre tiplerine gore ¢esitli proteinler ile
etkilesime girerek farkli islevleri olabilecegini gostermektedir (62).

Pyrin proteini, IL-1B tretimi igin gerekli olan hiicre i¢i bir inflamatuvar
kompleks olan Nod benzeri reseptor proteini 3 (NLRP3)'lin bir pargasidir. Bu nedenle
AAA, bir inflamazomopati olarak da siniflandirilabilmektedir (63).

Pyrin ile inflamatuvar bir adaptor protein olan apoptoz iliskili speck benzeri
protein (apoptosis-associated speck-like protein-ASC) etkilesime girdiginde, kaspaz-
1 aktivasyonu gergeklesmekte ve IL-1B'nin islenmesi gergeklesmektedir (64). 2007'de,
Yu ve ark.’lar1 (65) aktive edilmis pyrinin ASC ve Prolin-serin-treonin fosfataz iligkili
protein 1 (proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1-PSTPIP1) ile
etkilestigini ve kaspaz-1'1 dogrudan aktive eden ve daha sonra aktif IL-1B
salgilanmasina yol agan bir trimolekiiler bir kompleks olusturdugunu goéstermistir.
Booty ve ark.’lar1 (66) ise saglikli kontrollere gére AAA hastalarinda pyrin ifadesinde
anlamli bir artis oldugunu gostermistir. Grubumuzun yapmis oldugu bir ¢alismada,
Booty ve ark.’larinin (66) tam aksine pyrin ifadesinin azaldigi belirlenmistir
(yaymlanmamis Veri). Bu azalisin nedeni olarak promotor bolgesinde metilasyon
analizi yapilmis ve mRNA dizi analizi ile yapilarak olasi varyantlarin arastirilmasi
yapilmustir. Ancak anlamli bulgular elde edilememistir.

Chae ve ark.larinin (67), islevsel bir kazanimi1 modelini (gain-of function)
destekleyen ¢aligmalarinda, AAA ile iliskili B30.2 mutasyonlarmin knock-in edildigi
farelerde, pyrin eksikligi olanlara gére daha siddetli spontan inflamatuvar fenotip
ortaya ¢cikmustir. Ote yandan Papin ve ark.’lar1 (68) tarafindan pyrin yikiminin kaspaz-
1 uyarimin1 ve IL-1f salimimini arttirdigi gosterilmistir. Hesker ve ark.’lar1 (69)
tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise, MEFV geni eksik olan bir fare susunda,
inflamatuvar uyaranlara karsi cevap olarak makrofajlar tarafindan IL-1B salinimi

artmistir. Bu ¢aligmalar islev kayb1 modelini (loss-of-function) gostermektedir.
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Yakin zamanda grubumuzun yapmis oldugu hiicre gocii calismalari ile MEFV
geni baskilanan notrofil benzeri hiicre hatt1 (HL-60) ‘nda hiicre go¢ii oraninin azaldigi
belirlenmistir. Hasta notrofil hiicrelerinde ise mutasyona bagli olarak; M694V
homozigot bireylerde hiicre gocii artmis, birlesik heterozigot ve heterozigotlarda gog
orani M694V homozigotlara oranla daha az arttmistir (yaymlanmamis veri). Bu
sonuglar islevsel kazanimi modelini (gain-of function) desteklemektedir. MEFV
mutasyonlariin islev kaybma veya islev kazanimima neden olup olmadigi halen
tartismal1 bir konudur.

AAA patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan gilincel ¢alismalarda, Xu ve
ark.’lar1 (70) pyrinin, Rho GTPaz’larin bakteriyel modifikasyonlar1 igin 6zgiil bir
immiin algilayict oldugunu ve nozokomiyal (hastane kokenli) ishalin nedeni olan
Clostridium difficile’e yanit verdigini gostermistir. Park ve ark.’larinin (71) yaptig1 bir
calismada ise, pyrin mutasyona ugradiginda veya GTPase RhoA'nin bakteriyel
modifikasyonuna cevap olarak inflamasyon olusturdugu, RhoA'nin, pyrin baglayan ve
fosforile eden serin-treonin kinazlar1 PKN1 ve PKN2'yi aktive ettigini gosterilmistir.
Fosforile olan pyrinin, pyrin inflamazomunu bloke eden 14-3-3 proteinine baglandigi
ve inflamazomu inaktive ettigi belirlenmistir. 14-3-3 ve PKN proteinlerinin AAA ile
iligkili mutant pyrine baglanmasi1 6nemli 6l¢iide azalmis ve PKN1 ve PKN2'nin aktive
edilmesi ile AAA hastalarinin periferik kan mononiikleer hiicrelerinden salinan IL-1f
azalmistir. Ayni1 durum mevalonat kinaz (MVK) mutasyonlar1 sonucu olusan
hiperimiinoglobulinemi D sendromuna (HIDS) i¢in de gergeklesmis, HIDS'de goriilen
prenilasyondaki defektler RhoA inaktivasyonuna ve bunun sonucunda pyrin
inflamazomunun aktivasyonuna yol agmustir (71). Bu veriler, pyrinin iglevine yonelik
onemli bulgular elde edilmesini saglarken, goriiniirde farkli olan iki otoinflamatuvar

bozukluk arasinda da ortak bir temel molekiiler baglanti oldugunu gostermektedir.

2.3.2. AAA Hastahiginda Genotip-Fenotip Iliskisi

AAA hastaliginda ti¢ farkli fenotip tanimlanmaktadir. Genellikle tekrarlayan
kisa siiren atak siireleriyle iligkili iki MEFV mutasyonu ile karakterize olan tip 1;

hastaligin ilk klinik belirtisi olarak amiloidozun goriildiigii "sessiz homozigot veya
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bilesik heterozigot durum" ile karakterize olan tip 2 ve asemptomatik olarak belirtilen
tip 3 ¢esitleridir (72).

M694V mutasyonunun erken yaslarda ortaya ¢iktigma ve genelde agir
seyreden bir fenotip gosterdigine dair raporlar bulunmasina ragmen, tam tersini
savunan calismalar da mevcuttur. M694V mutasyonunun Yahudi, Ermeni ve Arap
hastalarda amiloid gelistirme riskini arttirdig1 rapor edilmisse de (73) birgok hastada
(Turk hastalarda dahil), bu mutasyon ile amiloidozis arasinda bir iliski
saptanamamustir (2).

V726A mutasyonu tasiyan hastalarda, hastalik bulgular1 daha hafif goriiliirken,
bu mutasyona sahip Tiirk hastalarin bir kisminda amiloid gelistigi gosterilmistir (74).

Biitiin bu bilgiler 1s181nda, MEFV genindeki mutasyonlarin amiloidozisin tek
belirleyicisi olmadigi akillara gelmektedir. Amiloidozis ile birlikte ates ve karin
agrilar1 gibi diger klinik bulgularin da mutasyonlar ile iligkisi arastirilmis ancak,
anlamli bir iligkiye rastlanamamustir. (75).

Hastaliga her zaman klinik belirtiler eslik etmemektedir. Ayrica, hastaliga
neden olan mutasyonlarin penetrasyonu 6zellikle hastaligin nadir oldugu toplumlarda
degistiginden dolay1, tani ikilemine yol agmaktadir (76). MEFV genotiplemesinin
taniy1 dogrulamasina ragmen genotip-fenotip eksikligi nedeniyle AAA korelasyonu ve
AAA tanisi koymak genellikle zor olmaktadir (76).

AAA hastalarinda genotip-fenotip korelasyonu test edildiginde, tanimlanan
mutasyonlar ile klinik semptomlar arasinda biiyiik degiskenlikler goriilebilmektedir.
Ayni mutasyonu tasiyan, ayni ailenin tiyeleri hastalar arasinda da fenotipik
heterojenite goriilmiistiir. Bu durum, AAA hastaliginin otozomal resesif bir kalitim
gosterdigi tezini clriiterek, AAA’nin “klasik olmayan” otozomal resesif kalitim
modeline sahip oldugunu gostermektedir (77)

1992 yilinda, AAA fenotipinden sorumlu gen lokusu tanimlandiktan sonra
Musevi, Arap ve Ermeni AAA hasta aileleri ile yapilan haplotip analizlerinde, AAA
hastaliginda bir genetik homojenite oldugu gosterilmisse de (78), Tiirk AAA hasta
aileleri ile yapilan baglanti analizleri sonucunda bu hastalikta bir heterojenitenin
oldugu saptanmuistir (79). Diger iilkelerden de benzer ailelerin bildirilmesi, bu hipotezi

dogrulamistir (80, 81). Ayrica MEFV geninin tamaminin taranmasi ile yapilan
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mutasyon analiz c¢aligmalar1 sonucunda bu popiilasyonlarda hala tanimlanamayan
mutant allelerin oraninin %15-18 arasinda oldugu bildirilmistir (82).

Bugiline kadar izlenen AAA hastalarinin klinik bulgular1 ve genetik analizleri
birlikte degerlendirildiginde bazi hastalarin AAA fenotipi ag¢iklanamamaktadir.
Cevresel faktorlerin ve modifiye edici genlerin AAA patogenezi iizerine etkisinin
olabilecegi 6ngoriilmiistiir. Ozellikle AAA hastaligi ile ilgili modifiye edici genlerden
biri olan serum amiloid A (SAA)’dan kodlanan SAA proteini, inflamasyon ataklari
sirasinda ve sonrasinda artmakta, baslica bobreklerde olmak iizere cesitli doku ve
organlarda birikim olabilmektedir. Ancak SAA tek basina hastalik patogenezini
diizenleyen bir faktor olarak kabul edilmemektedir.

Grubumuz tarafindan ilk olarak her iki allelinde de MEFV gen mutasyonu
bulunmayan fakat fenotipik olarak AAA klinik bulgular1 olan ve kolsisin tedavisi alan
hastalar ele alindi. Bu hastalara aileleri ile birlikte Affymetrix 250K SNP gipler ile
analiz yapildi ve bu ailelerde 7. kromozomda bir aday bolge (7q33-7936.1) tespit
edildi. Homozigotluk gosteren 10 Mb’lik bu bolgedeki aday genlerden bazilart DNA
dizi analizi ile taranip elendi. Daha sonra, bu bolgedeki gen sayisinin fazla olmasi
nedeni ile hastalarda ekzom dizileme yontemleriyle tiim ekzonlar analiz edildi.
Varyasyon belirlenen 10 gende Sanger dizi analizi ile tarama yapildi ve bu tarama
sonucunda genlerde mutasyon tespit edilemedi. Ancak ilging olarak miR-548F-4 adli
bir miRNA'da SNP ve INDEL degisiklikleri tespit edildi. ikinci olarak ise tek allelinde
MEFV gen mutasyonu tasiyip fenotipik olarak AAA klinik bulgular1 olan ve kolsisin
tedavisi alan hastalar ele alindi ve bu hastalarda gorilen AAA fenotipini
aciklayabilmek icin mutant allelin normal allele gore daha fazla ifade olabilecegi
hipotezinden yola ¢ikild1 ve allelik ifade kantitasyonu yapildi. Tek allelinde M694V
mutasyonu tasityan AAA hastalarinin normal ve mutant allellerinin ifade oranlari
M694V mutasyonu tasiyan ve AAA hastalidi i¢in tasiyici olan bireylerin allel oranlar
ile karsilagtirildiginda, tek allelinde mutasyon tasiyan bireylerde normal allel ile
mutant allel arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin (p>0.05) olmadigi saptandi
(yaymlanmamis veri).

Grubumuzun ve diger gruplarin yapmis oldugu c¢alismalar Dbirlikte
degerlendirildiginde, mutasyonu belirlenememis bireylerde ve tek allelinde mutasyon

olup hasta olan bireylerde atipik kalitimin altinda yatan nedenin ikinci bir gen olmadig1
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ve allelik heterojenite ile aciklanamayacagi sonucu ¢ikmaktadir. Bu durumda ayni
genotipe sahip ancak farkli fenotip gosteren bireyler igin de bir agiklama
yapilamamakta ve epigenetik modifikasyonlarin AAA hastaliginin genotip-fenotip
iligkisine etki edebilecegi akla gelmektedir.

2.4. Epigenetik Faktorler ve AAA

Epigenetik, Conrad Waddingon tarafindan 1940’larda genleri ve fenotipi
meydana getiren gen lriinleri arasindaki nedensel etkilesimleri inceleyen biyolojinin
bir kolu olarak tanimlanmistir (83). Giiniimiizde ise, kalitsal olan ve DNA diziliminde
bir degisiklige neden olmayan gen ifadesindeki degisikliklerin incelenmesi olarak
tanimlanmaktadir (84).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar olarak ii¢
temel gruba ayirabilecegimiz epigenetik kontrol mekanizmalari, otoinflamatuvar ve
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde de rol oynayabilmektedir (Sekil 2.1). MEFV
geni lizerinde hem DNA metilasyonu hem de post-trankripsiyonel histon
modifikasyonlar1 gibi epigenetik diizenlemelerin yani sira miRNA’lar gibi genetik

diizenleyicilerin de 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

-Diyet
-ilag Kullanimi
.-Enfeks’iyon
~Toksinler

Sekil 2.1. Otoinflamatuvar ve otoimmiin hastaliklardaki patofizyolojik etkenler.
AAA: Ailevi Akdeniz Atesi, HIDS: Hiperimmiinglobulinemi D
Sendromu, TRAPS: TNF Reseptorii ile iliskili Periyodik Sendrom, SLE:
Sistemik Lupus Eritamatozus, JIA: Juvenil Idiopatik Artrit.
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Benzer genotipe sahip AAA hastalari, farkli hastalik fenotiplerini ifade
edebilmektedir. Bu farklilik diger modifiye edici genler, epigenetik faktorler veya
gevrenin etkisinden kaynaklanabilmektedir. Cevresel faktorlerin ve mikrobiyotanin
AAA hastaliginin fenotipi tizerinde de olduk¢a Onemli etkisi olabilecegi
diistiniilmektedir. Dogu Akdeniz bolgesindeki hastalarin, Avrupa'ya gog ettikleri
takdirde daha az ciddi bir hastalik fenotipi gésterdigi belirlenmistir (85). Daha 6nce
Almanya'da yasayan AAA'1 Tiirk cocuklarinin, Tiirkiye'de yasayanlara gore daha az
ciddi bir hastalik fenotipi gosterdigi de tespit edilmistir (86). Ttiim bu bulgular, ¢evresel
faktorlerin AAA hastalig1 tizerindeki etkisini vurgulamaktadir.

Histon modifikasyonu, metilasyon ve miRNA'lar gibi epigenetik
mekanizmalarin da AAA patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Kirectepe ve ark. (87), saglikli kontrollere kiyasla AAA hastalarinda MEFV geninin
ekzon 2 bolgesinin daha yiiksek bir metilasyon diizeyi oldugunu gostermistir.
Epigenetik faktorlerden biri olan miRNA'lar ile ilgili olarak ise bir¢cok calisma

bulunmaktadir.
2.4.1. miRNA'lar

Insanlarda miRNA’nin kesfi, son 20 yildaki en heyecan verici bilimsel
gelismelerden biridir. miRNA'lar, tipik olarak 20 ile 25 niikleotid uzunlugunda,
proteinleri kodlamayan ancak gen ifadesini diizenleyen kiiciik RNA molekiilleridir.
Insanda yaklasik 2654 adet olgun miRNA (MiRBase, www.mirbase.org, 2018) tespit
edilmis ve bunlarin protein kodlayan gen ifadesinin %60’ 11 diizenledigi
distintilmektedir (88). Tek bir miRNA diizinelerce genin ifadesini diizenlemektedir
(89).

miRNA'lar, genlerin transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olarak gérev yapan
genis bir ailedir. ~21-niikleotit uzunlugunda olup, 6karyotlarda birgok hiicresel gelisim
ve kontrol mekanizmasinda gérev almaktadir. miRNA'lar birgok hastalik igin de tedavi
hedefi olabilecegi i¢in olduk¢a 6nemli bir ¢aligma alanidir.

Son yirmi yillik arastirmalar ile miRNA biyogenezine katilan bilesenlerin
birgogu tanimlanmis ve MiRNA islevinin temel prensipleri belirlenmistir (90). Son

birka¢ yilda yapilan calismalar ise, miRNA biyogenezinin ¢ok sayida protein
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araciligiyla diizenlendigini gostermistir. Bu diizenlemenin 6nemli bir roli
bulunmaktadir. miRNA'larin gelisim, fizyoloji ve hastaliklardaki gorevlerinin tam
olarak anlasilmasi i¢cin miRNA'larin sentez, islenme ve kontrol mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir (91).
miRNA'lar protein ifadesini diizenleyen kodlamayan RNA'lar olup hiicre ve

dokulara 6zgii olarak miRNA genlerin intronlarindan polimeraz II (pol II) araciligryla
ifade edilmektedirler. Yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki miRNA'lar ¢ekirdekte
primer mRNA ’nin intron bolgelerinde sag tokasi seklinde kivrilip eslesmekte ardindan
sitoplazmaya taginmaktadir (92). Sitoplazmada bulunan Rnaz 111 enzimi (Dicer)
RNA’ya baglanmakta ve molekiili 21-23 niikleotid uzunlugunda kisa RNA
parcaciklar1 halinde kesmektedir (93). Olusan bu RNA’lar miRNA ile indiiklenen
susturum kompleksine (miRNA-induced silencing complex, miRISC) aktarilmaktadir
(94). Argonat (Argonaute-AGO) proteinleri ve GW182 proteinleri miRISC'lerin
olusturulmasi ve islevindeki temel faktorlerdir. Olgun miRNA zincirinin mRNA ile
etkilesimi miRISC kompleksi i¢inde ger¢eklesmektedir. mMiRISC yapisinda bulunan
miRNA, hedef mRNA’nin 3’-translasyonu olmayan bolgesindeki belirli niikleotidleri
ile eslesebilmektedir (5). Bu eslesme baslangi¢ faktorlerinin mRNA’ya baglanmasini
engelleyerek translasyonu baskilamaktadir.

miRNA transkripsiyonunun aktivatorleri ve represorleri de miRNA genlerinin
transkripsiyonu, protein kodlanmasina benzer bir sekilde diizenlenir. Birgok
transkripsiyon faktorii (TF) ve diger proteinler miRNA ifadesini doku veya gelisimsel
bir sekilde pozitif veya negatif olarak diizenlemektedir. Ornegin, TF’leri c-Myc, N-
Myc ve p53 miRNA ifadelerini de diizenlemektedir.
MikroRNA islenmesinin diizenlenmesi pri-miRNA islemesi ve transkriptlerin 5'-
terminalini kapatma ile baglantilidir. Arsenik direngli protein (Arsenic resistance
protein 2-ARS2), Drosha ile etkileserek, pri-miRNA kararliligin1 saglamaktadir.
Drosha ve Dicer genellikle ¢ift iplik RNA baglayici proteinler (double stranded RNA
binding proteins-dsRBPs)’lerle beraber kompleks olarak caligirlar. miRNA'larin
birikimi ve seviyeleri, tim bu proteinlerin aktivitelerini etkileyen diizenlemelerle
regiile edilmektedir.

MiRNA'larin, bagisiklik yaniti, hiicre dongiisii kontrolii, metabolizma, viral

replikasyon, kok hiicre farklilagsmasi ve biiylime-gelisme dahil olmak iizere ¢esitli
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biyolojik siireclerde ayrilmaz bir rol oynadigi gosterilmistir. Cogu miRNA, birden
fazla tiir arasinda korunmustur. Bu durum, miRNA’larin kritik biyolojik yolaklarda
evrimsel 6neme sahip diizenleyiciler oldugunu goéstermektedir. miRNA ifadesinin
veya islevinin kanser, kalp yetmezligi ve viral enfeksiyonlar dahil olmak iizere bir¢ok
hastalik durumunda 6nemli 6lgiide degistigi gosterilmistir (90). miRNA'larin antisens
oligoniikleotid inhibitdrleri veya miR-mimic’lerinin kullanimi, biyolojik yollar
diizenleyerek hastaligin tedavisi icin essiz bir yaklagim olusturmaktadir. miRNA’larla
tedavi yaklagimina yonelik calismalarda, immiino-inflamatuvar hastaliklar, onkoloji,
kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar, Hepatit C enfeksiyonu, fibrozis dahil olmak
tizere bir¢ok hastalikta basarili sonuglar elde edilmektedir (91).

mMiRNA'larin islevini ve aday genlerini aydinlatmaya yonelik caligsmalar kadar,
miRNA'larin ifadelerinin degisme nedenlerine yonelik arastirmalar da oldukca
onemlidir. i¢ sinyaller (hormonlar, sitokinler, vb.) ya da ksenobiyotikler (kimyasallar,
patojenler) araciligiyla gergeklesecek miRNA ifadesinin  diizenlenmesinin
arastirilmasi i¢in genel olarak iki yaklasim bulunmaktadir. Bu yaklagimlardan ilki
genomda miRNA’y1 kodlayan boélgeyi aragtirmaktir. miRNA'nin gen i¢i (intragenik)
ya da genler arasi kodlamayan bdlgelerden (intergenik) mi ifade oldugu
belirlenmelidir. Intragenik ifade olan miRNA'larin bulunduklar1 genin regiilasyonuna
bagli olarak ifadeleri degismekte, genin promotdr bdlgesinin diizenlenmesi
miRNA'nin ifadesini de etkilemektedir (95). miRNA'lar intergenik bdélgelerden
kodlandiklar1 durumda, kendilerine 6zgii promotor bolgeleri bulunmaktadir. Promotor
bolge regiilasyonunda transkripsiyon faktorlerinin 6nemli bir rolii bulunmaktadir.
Ayrica, her iki durumda da etkili olan bir diger mekanizma ise CpG adaciklarinin
metilasyon durumudur. kinci yaklasim ise post-transkripsiyonel olarak miRNA'larin
islevsel analizidir. Bu noktada, miRNA'larin islenme siirecleri, yar1 dmiirleri, yikim

mekanizmalari aragtirilmaktadir (95) (Sekil 2.2).
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Aktivasyon (i¢ sinyaller, ksenobiotikler)
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Cekirdek pri-mik Post-transkripsiyonel
O Drosha * miR-islenmesi
pre-mik [ * miR-dayanikliligi
pre-miR [N
,O Dicer
mip ===

Sekil 2.2. MiRNA islenmesi ve ifadelerinin diizenlenmesi. (95).

2.4.2. miRNA’larin Otoimmiin ve Otoinflamatuvar Hastaliklarla fliskisi

Her hiicre tipi tarafindan ifade edilen miRNA repertuarinin olduk¢a 6zgiil
oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde, farkli dokularin miRNA ifade paternleri de
karakteristik olup, 6zgiil doku 6zelliklerinin ve islevlerinin sekillenmesine katkida
bulunmaktadir. Bazi miRNA'lar, belirli dokularda veya hiicre tiplerinde bile siirekli
olarak ifade edilmektedir. Bu nedenle, kanser, hematolojik, kardiyovaskiiler ve
norolojik hastaliklardan bagisiklik sisteminin islev bozuklugunun neden oldugu
patolojik kosullara kadar genis bir yelpazede insan hastaliklar1 igin de 6zgil bir
miRNA ifade paterninin tanimlanabilecegi sasirtici degildir (96-99). miRNA'lar,
sadece kendi genleri iginde gen ifadesini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda hiicreler
arast iletisimi destekleyen sinyal molekiilleri olarak da hareket ederler. Son
aragtirmalar, = miRNA'larin  eksozomlar  veya  mikro-tanecikler  halinde
paketlenebildigini ve daha sonra hiicrelerden gevreleyen dokuya ya da dolasim igine
saliabildigi belirlenmistir (100-102). Diger hiicre disit RNA molekiillerinin aksine,
zarla ¢evrelenmis veya lipide bagl hiicre dist miRNA'lar1 oldukga kararlidir ve kan,

tikiiriik, bronsiyal salgilar, idrar ve anne siitii dahil olmak tizere neredeyse tiim viicut
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stvilarinda tespit edilebilir. Bu 6zgiin 6zellikler (hastalik 6zgiilliigi, yiiksek stabilite
ve erisilebilirlik) nedeniyle, miRNA'lar, 6zgiil hastaliklarin tanisi i¢in yararli klinik
biyobelirtegler olarak ve tedavi yanitlarini izlemek agisindan oldukga 6nemlidir. Genis
diizenleyici 6zelliklerinden dolayr miRNA'lar tedavi hedefi olarak da yiiksek bir
potansiyele sahiptir (103).

Son yillarda miRNA’lar ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma yapilmis ve bu ¢aligsmalarda
birgok miRNA'nin  inflamatuvar  hastaliklarda  inflamatuvar  siireglerin
diizenlenmesinde gorevli olabilecekleri belirlenmistir (6). B ve T hiicrelerinin gelisme
ve farklilasmasi, monosit ve nétrofillerin proliferasyonu, antikor aktivasyonu ve
inflamatuvar diizenleyicilerin salinmasi gibi immiin cevap ile iliskili yolaklarda etkili
¢ok sayida miRNA tanimlanmistir (8). Romatoid artrit (RA), multiple skleroz (MS),
sistemik lupus eritematozus (SLE) ve bakteriyel enfeksiyonlarda hastalik
patogenezinde gorevli miR-155 ve miR-146a gibi birgok ortak miRNA belirlenmistir
(6). Ayrica son yillarda, miR-21’in de bir¢cok otoimmiin hastaliklarin (tip | diyabet,
psoriyazis, MS, SLE, Sjogren sendromu (SS)) patogenezinde etkili oldugu ve
otoimmiin cevaplarin diizenlenmesinde onemli rol oynayabilecegi ortaya ¢ikmistir
(104-107). Timdr nekroz faktorii reseptor iliskili periyodik sendrom (TRAPS) ve
sistemik baslangicli juvenil idiopatik artrit gibi otoinflamatuvar hastaliklarda da ortak
birgok miRNA bulunmaktadir (108, 109).

Bir otoimmiin hastalik olan RA, sinoviyal eklem hasari olusturan hiperplazi ve
kemik erozyonu ile karakterizedir. RA’da genellikle notrofiller, monosit/makrofajlar
ve sinoviyal fibroblast benzeri hiicrelerden salgilanan degisik pro-inflamatuvar
sitokinler ve kemokinler araciligiyla T, B ve mononiikleer antijen sunan hiicreler
(Antigen presenting cells-APC) ortama ¢ekilip, sinoviyal mikrogevresinin eklem
yikimini tesvik eden proteazlarin salgilamasini tesvik etmektedir. RA dokularinda,
miR-15a, miR-16, miR-124a, miR-146a, miRNA-155, miR-203 ve miR-346’nin farkli
ifade seviyelerinden olusan benzersiz bir miRNA imzasi1 tanimlanmigtir (110-113).

SLE c¢ogunlukla otoantikorlar, otoreaktif bagisiklik kompleksleri ve
kendiliginden reaksiyon gosteren lenfositler aracili otoimmdiin bir hastaliktir. Diizensiz
immiin yanitlar bobreklerdeki endotel hiicreler, mezangial hiicreler ve podositler dahil
olmak tizere bir¢cok farkli hiicre tipine zarar vermektedir. SLE, otoreaktif
otoantikorlardan (6rn. anti-DNA) kaynaklanmaktadir (114-116). Hastalik hakkinda
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¢ok sey 6grenilmis olsa da, miRNA'larin SLE'nin patogenezi regiilasyondaki hiicresel
ve molekiiler rolii agikliga kavusturulmaya calisilmaktadir. SLE hastalarinda miR-21,
miR-25, miR-125a, miR-146a, miR-148 ve miR-186"nin diizensiz ifadeleri rapor
edilmigtir (117-121).

SS, ozellikle ekzokrin bezlerin, 6zellikle tiikiiriik ve lakrimal bezlerin kronik
inflamasyonu ile karakterize sistemik bir otoimmiin hastaliktir. Cogu hastada ekstra
glandiiler bulgular da goriilmektedir. Tandon ve ark.’larinin (122) yapmis oldugu bir
calismada, SS hastalarinin mindr tiikiiriik bezlerinin RNA dizi analizi sonuglar1 bir dizi
yeni miRNA'y1 ortaya ¢ikarmistir. Tanimlanan iki miRNA, miR-4524b-3p ve miR-
4524b-5p, ATP-baglayici kaset alt ailesi A {iyesi 6 (ABCAB) geninin intronu iginde
yer almaktadir (123).

MS, diinya ¢apinda iki milyon insani etkileyen bir otoimmiin hastaliktir (124).
Beyin ve omuriligi etkilemekte olup, bagisiklik reaksiyonlar1 ve iltihap miyelin kilifta
bozulmaya neden olarak sinir uyarilarmin iletimini yavaslatir veya durdurur.
Genellikle 20°1i yaslarda teshis edilir ve geng erigkinlerde travmatik olmayan nérolojik
yetersizligin temel nedenidir (125). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, relapsing-
remitting MS (RRMS) tanisi alan hastalarin lenfositlerinde 365 miRNA’nin ifadesi
analiz edilmistir. MS hastalarinda saglikli goniilliilerle karsilastirildiginda farklilasma
sinif14 T (cluster of differentiation 4 T-CD4 T), CD8 T'deki hiicreler ve B hiicrelerinde
farkli miRNA ifade profilleri oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada, miR17-5p'nin,
MS hastalarinin periferik kan CD4 T hiicrelerinde ifadesinin arttig1 ve tensin homoloji
ve fosfatidilinositol-3-kinaz hedefleme diizenleyici alt birim 1’in bu miRNA’nin
hedefi oldugu belirlenmistir (126).

Tez kapsaminda belirlenen aday miRNA’lar ile ilgili yapilan literatiir
arastirmalarinin  sonucunda, RA fibroblast benzeri sinoviyositlerde yapilan bir
calisgmada miR-20a'nin TLR-4 yolaginda 6nemli bir protein olan apoptoz sinyal
diizenleyici kinaz 1 (apoptosis signal-regulating kinase 1-Ask 1)in ifadesini
diizenledigi belirlenmistir (127). 3'UTR lusiferaz haberci deneyi sonuglarina gore
miR-20a'nin Ask-1'in direkt hedefi oldugu gosterilmistir. Bir diger ¢calismada ise, miR-
20a'nin makrofaj inflamatuvar cevabinda, sinyal diizenleyici protein o (Signal-

regulatory protein o-SIRPa)' nin ifadesini diizenledigi gosterilmistir (128).
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MiRNA’lar ile otoimmiin ve otoinflamatuvar hastaliklarla iligkili yapilan

giincel ¢aligmalar Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. miRNA’lar ile otoimmiin ve otoinflamatuvar hastaliklarla iliskili yapilan giincel ¢caligmalar.
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Hastalik Hastahktaki ifade Calisilan Hiicre Hatti veya Doku Hedef Gen Etkilenen Sinyal Yolag | Kaynaklar
Degisikligi
Artan Azalan
Romatoid miR-143-3p RA hastalarindan alian sinoviyum IGFBP5 Ras/p38 MAPK 129
Acrtirit (RA)
miR-522 RA hastalarindan alman sinoviyal SOCS3 Pro-inflamatuvar 130
fibroblastlar sitokinler ve matriks
metalloproteinazlarin
(metalloproteinases-
MMPs) ifadelerinin
diizenlenmesi
miR-29a RA hastalarinin serum, sinoviyal STAT3 Proliferasyonun 131
dokular1 ve fibroblast benzeri inhibisyonu ve
sinoviyositleri (fibroblast-like apoptozun tetiklenmesi
synoviocytes-FLS)
miR-10a-5p | RA hastalarinin sinoviyumu ve insan TBXS5 Eklem inflamasyonunun | 132
sinoviyal sarkoma hiicre hatt1 SW982 diizenlenmesi
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miR-17 RA hastalarinin serum, sinoviyal TRAF2 ve TNF-a sinyal yolagi 133
fibroblastlar1 ve sinoviyal dokulari clAP2
miR-126 RA hastalarinin sinoviyal doku PIK3R2 Hiicre proliferasyonu ve | 134
ornekleri ve saglikli kontroller apoptoza direng
Multiple miR-142 MS hastalarinin beyin dokulari ve TGFBR1 ve T hiicreleri 135
Skleroz (MS) fareden izole edilen merkezi sinir SOCs1 farklilasmasinin
sistemi (central nervous system-CNS) diizenlenmesi
dokular1
miR-140-5p | MS hastalarinin periferal kan STAT1 Ensefalitogenik 136
monondiikleer hiicreleri (peripheral yardimer T tip 1
blood mononuclear cells -PBMC) hiicrelerinin
farklilagmasi
miR-155-3p MS fare modeli Dnaja2 ve Is1 soku protein 40 (Heat | 137
Dnajb1 Shock Protein 40-
HSP40)’nin
diizenlenmesi
Lupus Nefrit miR-663a/ Biyopsi dokulari, LN fare modeli ve TNIP2 NF-«B sinyal yolaginin | 138

(LN)

miR-423-5p

HEK?293T hiicreleri

aktivasyonu
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Sistemik Lupus | miR-873 SLE hastalarimin periferal kan Foxol Th17 hiicreleri 139
Eritematozus mononiikleer hiicreleri (peripheral farklilagmasi
(SLE) blood mononuclear cells -PBMC)
miR-302d SLE hastalarinin monosit hiicreleri IRF9 IFN araciligi tetiklenen | 140
gen ifadesinin
diizenlenmesi
miR-451a SLE fare modeli IRF8 Inflamatuvar sitokinlerin | 141
ifadesinin diizenlenmesi
Inflamatuvar miR-132/ IBD hastalarinin ve farelerin IBD Foxo3a NF-«B sinyal yolaginin | 142
Bagirsak miR-223 dokular1 aktivasyonu
Hastalig1
(Inflammatory | miR-223 Fare kolit modeli CLDNS IL-23 yolag 143
Bowel Disease
-IBD) miR-425 IBD hastalariin kolonoskopik Foxol Th17 hiicrelerinin 144

biyopsileri, periferal kan mononiikleer
hiicreleri (peripheral blood
mononuclear cells -PBMC), kolit fare

modeli

farklilasmasinin

diizenlenmesi
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Sjogren miR-155 SS hastalariin dokular SOCS1 - 145
sendromu (SS)
Psoriyazis miR-99a HaCaT hiicreleri FZD5/ FZD8 B-katenin sinyal yolagi 146
Osteoartrit miR-218-5p OA hastalarinin kondrosit ve kikirdak | PIK3C2A PISK/AKt/mTOR sinyal | 147
(CA) dokular1 yolaklariin

diizenlenmesi
Tumor nekroz miR-134, TRAPS hastalarinin kan ornekleri Hedef gen - 148
faktorii reseptor miR-17-5p, bulunamamustir
iligkili miR-498,
periyodik miR-451a,
sendrom miR-572,
(TRAPS) miR-92a-3p
Behget miR-155 BD hastalarinin periferal kan TAB2 TLR/IL-1 sinyal yolagr | 149
Hastalig1 mononiikleer hiicreleri (peripheral
(Behcet blood mononuclear cells -PBMC) ve

Disease-BD)

monosit kokenli dendritik hiicreleri
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2.4.3. miRNA ve AAA

Birgok aragtirmact AAA hastalifiyla ile iligkili olabilecek miRNA'lar
tanimlamigtir. Wada ve ark.'lar1 (150) MEFV genindeki mutasyonlara bagli olarak
AAA alt gruplar1 arasinda, hastalarda AAA ataklar1 sirasinda dolasimdaki
miRNA'larin seviyelerinin degistigini gostermistir. Bu ¢alismada ii¢ AAA alt grubu
ile caligilmigtir. 1- Ekzon 10 mutasyonu bulunan, 2- Ekzon 3 mutasyonu bulunan, 3-
Ekzon 3 veya 10'da mutasyon bulunmayan 24 AAA hastasindan g¢alisma grubu
kurulmustur. Aft, farenjit, adenit ile birlikte olan periyodik ates (Periodic fever,
aphthous stomatitis, pharynagitis, cervical adenitis-PFAPA) hastalari, hastalik kontrolii
olarak kullanilmistir. Agilent human microRNA mikrodizin release 14.0 ile analiz
calismasi yapilmistir. Sonug olarak, MEFV mutasyonunu bagli olarak olusturulan alt
gruplarda miRNA'larin ifade seviyeleri farklilik gostermistir.

Latsoudis ve ark.lar1 (151) insan pre-monositik hiicre hatti1 (THP-1)
hiicrelerinde MEFV geni susturulmasini takiben Affymetrix miRNA 3.0 mikrodizin
analizi yapilmistir. Analizler sonucunda miR-4520a’nin ifadesinde anlaml bir artis
oldugu belirlenmistir. Ardindan bu miRNA igin islevsel analizler yapilmis ve bu
miRNA’nin rapamisinin memeli hedefi (mammalian target of rapamycin-mTOR)
sinyal yolaginda ana aktivator olan hedefi beyinde Ras homoloji kazanilmis (Ras
homologue enriched in brain-RHEB) genine baglandigi gosterilmistir. Aragtirmacilar,
daha sonra kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitative real-
time polymerase chain reaction-gRT-PCR) teknigi ile miR-4520a'nin ifadesinin AAA
hastalarinda anlamli bir degisiklik gosterdigini ve bunun 6zellikle M694V tipi MEFV
geni mutasyonlarinin varligina bagli oldugunu belirlemistir.

Amarilyo ve ark.’larmin (152) yaptigi bir ¢calismada 10 M694V homozigot
AAA hastasindan alinan kan 6rneklerinde multiplexed NanoString nCounter miRNA
ifade mikrodizini ile 798 olgun miRNA’nin ifade seviyeleri arastirilmigtir. AAA
hastalarinda saglikli kontrollere gore miR-144-3p, miR-21-5p, miR-4454 ve miR-
451a’nin ifadelerinin arttigi;; miR-107, let-7d-5p ve miR-148b-3p’nin ifadesinin
azaldig1r belirlenmistir. Bu pilot calismada sadece ifadesi degisen miRNA’lar
tanimlanmus, islevsel analizler heniiz yapilmamaistir.

Son yillarda yapilan bir baska calismada ise, miRNA’larin AAA

patogenezindeki etkisini arastirmak tizere 51 hasta ve 49 saglikli kontrol ile miRNA
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analizi yapilmistir. Literatiirden secilen 15 miRNA i¢in qRT-PCR ile ifade analizi
gerceklestirilmistir. Sonug olarak; MiR-125a, miR-132, miR-146a, miR-155, miR-
15a, miR-16, miR-181a, miR-21, miR-223, miR-26a ve miR-34a’nin hasta grubunda
anlamli olarak azaldig1 belirlenmistir. Hastalardan olusan ¢alisma grubu kendi iginde
karsilagtirildiginda, kolsisin alan hasta grubunda miR-132, miR-15a, miR-181a, miR-
23b ve miR-26a’nin arttigl; miR-146a, miR-15a, miR-16, miR-26a ve miR-34a’nin
azaldig1 tespit edilmistir. Atakli hastalarda ise miR-132, miR-15a, miR-21 ve miR-34a
ifadeleri anlamli bir sekilde azalmistir. Atak siirecinde olmayan hastalarda ise miR-
132, miR-146a, miR-15a, miR-16, miR-181a, miR-21, miR-223, miR-26a ve miR-
34a’nm ifadeleri anlamli bir sekilde azalmistir (153).

Koga ve ark. (154) tarafindan atakta ve atakta olmayan AAA hastalarinin
serum Orneklerinden mMIRNA mikrodizini  (3D-Gene miRNA labelling Kkit,
human_miRNA V20, Toray) yapilmistir. Ataktaki AAA hastalarinin serumlarinda
mMiR-204-3p’nin ifadesinin azaldig1 belirlenmistir. Toll-like reseptor (TLR) ligandlar
tarafindan uyarilan ve makrofaja ¢evrilen THP-1 hiicrelerinde bulunan miRNA’larin
ifade seviyeleri arastirilmig, LPS ile uyarilan ayni hiicre grubunda pre-miRNA’si
transfekte edilerek inflamatuvar sitokinlerin kantitasyonu yapilmistir. Ardindan
3’UTR lusiferaz aktivite deneyleri ile aday geni belirlenmistir. Sonug olarak, miR-
204-3p’nin fosfoinosit 3-kinaz gamma (phosphoinositide 3-kinase y-PI3Ky) yolagi
tizerinden inflamatuvar sitokin salinimini engelledigi bu sebeple iyi bir biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir

AAA hastaliginda miRNA'larin roliine yonelik yapilan ¢alismalar, bulunan

miRNA'lar, hedef ve islevlerine yonelik bulunan sonuglar Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.



Tablo 2.2. miRNA’lar ile AAA hastaligiyla iliskili ¢alismalar
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miRNA ifade Hedef Gen Deneysel Kaynaklar
Degisikligi Yaklasim
miR-4520a Artig RHEB In vivo,in vitro 151
miR-204 Azalig PIK3CG In vivo,in vitro 154
miR-125a Azalig Tanimlanmamisg In vivo
miR-132 Azalig Tanimlanmamisg In vivo
miR146a Azalig Tanimlanmamisg In vivo
miR-155 Azalig Tanimlanmamis In vivo
miR-15a Azalig Tanimlanmamis In vivo
miR-16 Azalig Tanimlanmamis In vivo 153
miR-181a Azalig Tanimlanmamis In vivo
miR-21 Azalig Tanimlanmamig In vivo
miR223 Azalig Tanimlanmamig In vivo
miR-34a Azalig Tanimlanmamig In vivo
miR-26a Azalig Tanimlanmamig In vivo
miR-1225* Artis Tanimlanmamig In vivo
miR-2861* Artis Tanimlanmamig In vivo
miR-320b* Artig Tanimlanmamisg In vivo
miR-320c* Artis Tanimlanmamisg In vivo
miR-320d* Artig Tanimlanmamisg In vivo
miR-320e* Artis Tanimlanmamig In vivo
miR-3960* Artis Tanimlanmamig In vivo
miR-4281* Artis Tanimlanmamig In vivo
miR-4485* Artig Tanimlanmamig In Vivo
miR-4516* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-451a* Artis Tanimlanmamis In vivo 150
miR-6087* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6088* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6089* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6090* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6125* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-638* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6510* Artis Tanimlanmamig In vivo
miR-6800* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6869* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-6891* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-7107* Artig Tanimlanmamis In vivo
miR-7150* Artig Tanimlanmamis In vivo
miR-7704* Artig Tanimlanmamis In vivo
miR-7975* Artig Tanimlanmamis In vivo
miR-8069* Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-20a Artis Tanimlanmamis In vivo
miR-197 Azalig Tanimlanmamis In vivo
miR-5743p Artis Tanimlanmamis In vivo 155
let-7d Artig Tanimlanmamis In vivo
let—7d Azalis Tanimlanmamis In vivo
miR-107 Azalis Tanimlanmamis In vivo
miR-148b Azalis Tanimlanmamis In vivo
miR-144 Artis Tanimlanmamis In vivo 152
miR-21 Artig Tanimlanmamis In vivo
miR—4454 Artig Tanimlanmamis In vivo
miR-451a Artig Tanimlanmamis In vivo
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Tez kapsaminda, temel olarak hastalarda goriilen inflamasyon siireciyle iliskili
olabilecek miRNA'larin  tanimlanmasina ve islevlerinin  aydinlatilmasina
odaklanilmistir.

Bu amag i¢in daha &nce Hacettepe Universitesi BAP: 013D05101005 numarali
proje i¢in, GO13/54-07 Etik Kurul Onayr ile AAA hastalarindan ve saglikli
kontrollerden toplanmis olan MIRNA o6rneklerinden miRNA mikrodizin analizi
yapilip sonrasinda islevsel ¢alismalarla birlikte miRNA'larin hastalik patogenezindeki
rolii aydinlatilmaya calisilmustir. islevsel analizleri kapsayan protokol onay icin, tez
ile ayn1 bagligi iceren GO18/501-08 numarali yeni bir etik kurul onay1 da alinmistir
(Ek 1 ve 2).

Bu kapsamda, tez bulgularina gore elde edilen iki aday miRNA (miR-20a-5p
ve MiR-197-3p)'nin hedef genlerin siniflandirilmasiyla olusturulan yolaklar tarafindan
etkilenebilecek hiicre gogii, sitokin salinimi ve apoptoz gibi siiregler igin islevsel
analizler yapilds. Islevsel analizler i¢in iki farkli hiicre hatt1 kullanilda. ilk olarak ticari
olarak satin alman SW982 (insan sinoviyal fibroblast hiicreleri) hiicre hatt1 (ATCC,
HTB-93™) ile ¢alismalar yapildi. SW982 hiicreleri, kolay transfekte edilen, dogal
olarak pyrin ifadesi bulunan ve inflamasyon modelleri i¢in siklikla kullanilan bir hiicre
hatti oldugu i¢in tercih edildi. Tez ¢alismalarinin ilerleyen dénemlerinde transfeksiyon
optimizasyonunun basarili bir sekilde tamamlanmasini takiben THP-1 hiicre hattinda
da miR-197 igin belirli islevsel analizler yapildi. Bu hiicre hatti, dogal olarak pyrin
ifade eden, AAA patogenezinde nemli bir role sahip olan monosit hiicreleri benzeri
hiicreleridir. Bu nedenle hiicre modeli olarak olduk¢a uygunlardir. Bu hiicrelerde miR-
197 asir1 ifadesi ve miR-20a baskilanmasi gergeklestirildi. Basarili bir susturmanin ve
artan ifadenin gosterilmesini takiben, hiicrelerde kontrol grubuna gore inflamasyonla
iligkili parametrelerden kaspaz 1 aktivitesi, IL-1p4, IL-18, TNF-a, TGF-5, MEFV
ifadeleri icin qRT-PCR analizleri yapildi. Ayrica insan sitokin antikor mikrodizin
analizi, hiicre gogii ve apoptoz deneyleri gergeklestirildi. Ardindan miR-197 i¢in aday

gen calismalar1 yapildi. Is akis plan1 Sekil 2.3'te verilmistir.
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e » MiRNA’larin islevlerini
MiRNA lfade Analizi Aragtirmaya Ydnelik Deneyler
L L
Galisma Grubundaki Bireylerin Total Hiicre Hatlarinin Kiiltiire
Kanindan MiRNA |zolasyonu Edilmesi
L L
MiRNA Mikrodizini Transtfeksiyon _De_neyleri
MiRNA Mikredizinin Sonuglarinin i Pr_e"T"R'w?". Mifnfc"kontrol
Validasyonu - Anti-miR-20a/ Inhibitor kontrol
MiRNA Hedef Genlerinin Siniflandiriimasi ]

inflamasyon Modeli
L 4
Apoptoz Modeli
L 4
Hiicre Gogii Modeli

L4

miR-197 igin Aday Gen Analizi
(3’'UTR Lusiferaz Haberci
Analizi)

Sekil 2.3. Tez deney plani ve is akis1.

Calisma sonucunda elde edilen bulgularin birlikte degerlendirilmesiyle;

1- AAA hastaliginda ortaya ¢ikan inflamasyon siirecindeki gorevli
miRNA’larin tanimlanmasi,

2- BumiRNA’larin baglandigi genler ve genlerin bulundugu ilgili yolaklardaki
islevlerinin aydinlatilmasi,

3- AAA hastaliginda inflamasyon agisindan farkli fenotiplerin goriildiigi
durumlart agiklamak igin benzer miRNA’larin incelenmesi yoniinde yeni arastirma
olanaklarinin saglanmasi miimkiin olmasi,

4- miRNA diizenlenmesinin molekiiler temeli agiklanabildiginde, yeni tani
(biyobelirteg) ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglanmasi da

ongoriilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Ornek Toplama
PAXgene Blood RNA (Qiagen)
3.1.2. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

PreAnalytiX miRNA Kit (Qiagen)

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI)
RNeasy® Plus Mini Kit (50 rxn) (Qiagen)

QuantiTect Reverse Transcription Kit (50 rxn) (Qiagen)

3.1.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz (Biomax)

TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu, 50X (pH 8,0)
Orange G boyasi (Merck)

EtBr (Etidyum bromiir) (Sigma)

Molekiiler agirlik belirleyicisi (50 bg) (Thermo Scientific)

3.1.4. Mikro Dizin ile ifade Analizi
GeneChip miRNA 2.0 Array (Affymetrix)

3.1.5. Kantitatif Ger¢cek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR)

TagMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri (miR-20a, miR-197, RNUA48)
TagMan® Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG (ABI) Kit
iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)

3.1.6. Hiicre Kiiltiirii

SW982 (Insan sinoviyal fibroblast hiicreleri) hiicre hatt1 (ATCC, HTB-93™)
THP-1 (insan pre-monositik hiicreleri) hiicre hatt:1 (ATCC, TIB-202T™)


https://www.lgcstandards-atcc.org/en/Products/All/TIB-202.aspx
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RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco)
L-Glutamin (Biochrome)

Fetal Dana Serumu (Biochrome)
Streptomisin/Penisilin (Biochrome)

DMSO (Dimetilstilfoksit) (Sigma)

3.1.7. Transfeksiyon

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

OptiMEM Reduced Serum Medium, no Phenol Red (500 mL) (Gibco)
Block-it Fluorescent Oligo-20 uM (Ambion)

Hsa-miR-197-3p, mirVana® miRNA mimic (Ambion)
Hsa-miR-20a-5p, mirVana® miRNA inhibitor (Ambion)

MirVana™ miRNA Mimic, Negative Control #1 (Ambion)
MirVana™ miRNA Inhibitor, Negative Control #1 (Ambion)
LightSwitch™ 3 'UTR Reporter GoClone®- Bos vektor
LightSwitch™ 3 'UTR Reporter GoClone®-1L1R1 Yabanil
LightSwitch™ 3 'UTR Reporter GoClone®-1L1R1 Mutant

3.1.8. Apoptoz Deneyleri
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, APOAF, Sigma
3.1.9. Hiicre Gocii Deneyleri

Transwell Thincert-8 um ¢apinda porlar iceren polikarbonat membranli

filtreler (Greiner Bio-One)
3.1.10. inflamasyon Deneyleri

Caspase 1 Assay Kit (Fluorometric) (Abcam)
Human Cytokine Antibody Array (120 Targets) - Kantitatif, 8 Test (Abcam)

3.1.11. Mutagenez icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

QuickChange 11 XL Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)
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LightSwitch™ 3'UTR Reporter GoClone®-IL1R1 (SwitchGear Genomics,
Active Motif)
HPLC purifiye mutagenez primerleri-IL1R1 (2 ¢ift) (Oligomer)

3.1.12. Bakteri Kiiltiirii ve Transformasyon

Kompetan E.coli DH5a bakteri susu (Mix&Go Competent Cells, Zymo
Research)

Agar, bakteriyoloji kullanimi safliginda (AppliChem)

Siv1 Lysogeny broth (LB) besiyeri (pH 7,0-7,5)

Kat1 LB besiyeri

Ampisilin (Ampisina IV flakon-1000X)

Mix&Go E.coli Transformation Kit & Buffer Set (Zymo Research)

3.1.13. Plazmid Izolasyonu
Hybrid-Q, Plasmid Rapidprep, Total DNA Purification Kit (GeneAll)
3.1.14. DNA Dizi Analizi

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

Primer Forward (F) ya da Reverse (R) (5 pmol/ul)

Hi-Di Formamid (Applied Biosystems)

Genetic Analyzer 10X Running Buffer with EDTA(25 ml) (Applied Biosystems)
3130 POP-7 Polimer (3,5 ml) (Applied Biosystems)

3130-Avant Capillary array, 4 x 36 cm Capillaries (Applied Biosystems)

3.1.15. 3'UTR Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

LightSwitch Luciferase Assay Reagent (100 rxn) (Switchgear Genomics,
Active Motif)

3.2. Yontemler
3.2.1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

M694V mutasyonu i¢in homozigot olan (M694V/M694V) ve agir fenotip
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gosteren/kolsisin direngli 6 AAA hastas1 ve kontrol grubu olarak 6 saglikli bireyden
olusan bir ¢alisma grubu olusturuldu. Calisma grubunun yas araligr 17-55 olup, yas

ortalamasi 32 olarak hesaplandi. Kadin/erkek orani ise 7/5 idi.

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklart AD Romatoloji Unitesi
tarafindan takip edilen hastalarin giinliik aldiklar1 ilag diizeyleri, atak siireleri ve diger

Klinik bulgular1 asagida 6zetlenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hasta bireylerin klinik 6zellikleri.

M694V MEFV geni Bulgular Tedavi

homozigot mutasyonu

hastalar

Hasta 1 M694V/M694V | Ates, Peritonit, | Kolsisin, Anakinra,
Sakroiliit, Artrit Sertolizumab

Hasta 2 M694V/M694V | Ates, Peritonit, Artrit Kolsisin, Anakinra

Hasta 3 M694V/M694V | Ates, Peritonit, Artrit | Kolsisin

Hasta 4 M694V/M694V | Ates, Peritonit, Artrit Kolsisin, Etanersept

Hasta 5 M694V/M694V | Ates, Peritonit Kanakinumab

Hasta 6 M694V/IM694V | Ates, Peritonit, | Kanakinumab
Plevrit

Bireylerden PAXgene Blood RNA tiiplerine 2.5 mL kan alindi. Es zamanlh
olarak hastalardan sedimentasyon ve C-reaktif protein (CRP) diizeylerinin tespiti ve
tiim ¢alisma grubundaki bireylerden tam kan sayimi1 (complete blood count-CBC) igin
kan 6rnegi alindi (Ek 3).

Toplam 12 bireyden olusturulan g¢alisma grubu i¢in 12 adet mikrodizin
calismasi gerceklestirildi. Hacettepe Universitesi BAP: 013D05101005 numarali proje
icin, GO13/54-07 Etik Kurul Onay1 ile AAA hastalarindan ve saglikli kontrollerden
toplanmis olan miRNA o6rneklerinden miRNA mikrodizin analizi yapilip sonrasinda
islevsel birlikte miRNA'larin

caligmalarla hastalik  patogenezindeki rolil

aydinlatilmaya calisitlmistir. Islevsel analizleri kapsayan protokol onayi igin, tez ile
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ayni baslig1 iceren GO18/501-08 numarali yeni bir etik kurul onayr da alinmistir (EK
1ve2).

3.2.2. miRNA Mikrodizin Analizi

Calisma grubunu olusturan hastalardan PAXgene Blood RNA tiiplerine alinan
kandan PreAnalytiX miRNA Kit (Qiagen) kullanilarak mikroRNA izolasyonu
gerceklestirildi. izole edilen miRNA'larn kalite kontrolleri yapildi. Bu amacla
RNA'larin safliklar1 ve miktarlar1 belirlendi (Tablo 3.2) ve 6rneklerin degrade olup
olmadigi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 3.1).

Tablo 3.2. RNA'larin miktarlar1 ve safliklari.

Calhisma Grubu RNA derisimi (ng/pL) A 260/280
Kontrol 1 73.0 2.05
Kontrol 2 70.4 1.97
Kontrol 3 90.2 2.03
Kontrol 4 74.3 2.06
Kontrol 5 1258 2.07
Kontrol 6 102.3 2.10

Hasta 1 137.8 2.04
Hasta 2 248.8 1.94
Hasta 3 85.9 2.05
Hasta 4 100.8 1.70
Hasta 5 114.6 1.80
Hasta 6 78.9 1.70
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Kl K2 K3
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Sekil 3.1. RNA'larin %2,5'luk agaroz jel elektroforez goriintiileri. K: Kontrol grubu,
H: M694V homozigot hasta, rRNA: Ribozomal RNA, S: Svedberg

katsayist.

Hasta gruplarindaki degisen miRNA ifadeleri GeneChip miRNA 2.0
Mikrodizin (Affymetrix) analizi ile belirlendi. Mikrodizin kitindeki protokolii takiben
miRNA'lar igaretlendi, ardindan problar ile hibridize edildi. Hibridizasyon sonrasi
elde edilen sinyaller, tarayiciyla analiz edildi. Analiz sonrasi, mikrodizin ¢iplerinden
alinan sinyal yogunluklar1 karsilastirildi. Her ¢ipten ayni oranda sinyal alindigi ve
hepsinin degerlendirme sinirlari igerisinde oldugu belirlendi (Sekil 3.2 ve Tablo 3.3).
Ardindan ham veriler, Multi Experiment Viewer (MeV) programindaki Significance
Analysis of Microarray (SAM) analizi ve Affymetrix Transcriptome Analysis Console
(TAC) ile analiz edildi. Bu iki programinin da birlikte kullanilma nedeni TAC
programinin analiz sonrasinda ¢ok sayida miRNA'dan olusan uzun bir liste vermesi ve
bu sonuglardaki False Discovery Rate (FDR) degerinin mikrodizin ¢alismalar1 igin
maksimum kabul edilen 0.10 degerine yakin veya yliksek olmasi nedeniyle uygun
filtreleme yapilamamasidir. FDR degeri, bulunan kat degisiminin yanlislikla
bulunmus olma durumuna verilen bir degerdir. Bu degerin 0.00 olmasi1 kat degisiminin

yanliglikla bulunma ihtimalinin olmadigin1 géstermektedir. Bu nedenle FDR degerini
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0.00 olarak kabul edebildigimiz ve bu durumda anlamli kat artis1 ve azaliglar1 gosteren
MeV-SAM programinda da analiz yapildi. Ayrica SAM analizinde kullanilan non-
parametrik test ile TAC analizde yapilan ANOVA testi karsilastirildiginda, SAM
analizinin normal dagilim olmadigini varsaymasi nedeniyle, normal dagilim oldugunu
varsayan parametrik bir test olan ANOVA'ya gore daha avantajli oldugu goriilmiistiir.
MeV-SAM analizinde bulunan miRNA’lar ile TAC analizi sonucunda belirlenmis
miRNA'lar arasinda ortak olan miRNA'lar ile ¢alismaya devam edildi. Bu durum,

calismanin dayanagi olan istatiksel analiz asamasinin daha gii¢lii olmasini sagladi.

mMiRNA'lar arasindan her iki program tarafindan da istatiksel olarak anlamli
olanlari, 2 kat ve lizeri artig ya da azalis gosterenler, aday miRNA'lar olarak belirlendi.

Belirlenen miRNA'larin hedef genleri i¢in biyoinformatik analizler yapildi.

Sekil 3.2. Mikrodizin ¢iplerin hibridizasyon sonras1 okuma goriintiisii.
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Tablo 3.3. Okuma basarilarinin gosterimi. P: Presence, A: Absence. Tiim ¢ipler

okuma sinirlar1 igerisinde olup, tiim bireyler i¢in ¢ipteki 1:4 oraninda yer

alan insan miRNA'larin ¢ogunlugundan sinyal alinmistir. Alinan sinyal

yogunluklar1 herbir ¢ip i¢in birbirine yakindir.

Esik Degeri %P %A
Testi

Kont 1(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 24.04 75.96
icerisinde

Kont 2(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 23.91 76.09
icerisinde

Kont 3(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 24.32 75.68
i¢cerisinde

Kont 4(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 22.29 77.71
igerisinde

Kont 5(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 20.12 79.88
i¢cerisinde

Kont 6(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 22.35 77.65
igerisinde

Hom 1(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 25.17 74.83
icerisinde

Hom 2(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 23.63 76.37
icerisinde

Hom 3(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 25.83 74.17
icerisinde

Hom 4(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 24.60 75.40
icerisinde

Hom 5(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 24.12 75.88
icerisinde

Hom 6(miRNA-2_0).CEL.rma-dabg Sinirlar 23.60 76.40
igerisinde

3.2.3. miRNA Hedeflerinin Biyoinformatik Araclar Kullanilarak

Smiflandirilmasi

miRWalk veri tabani kullanilarak miRNA'larin baglanma olasiligi olan genler
belirlendi. Bu veri tabani, DIANA-mT, PICTAR4, PICTAR5, miRaNda, miRDB, PITA,
miRWalk, RNA22, RNAhybrid ve TargetScan gibi birgok miRNA hedef geninin

belirlenmesi i¢in kullanilan programlar1 tek bir sayfada birlestirmektedir. Bu

dogrultuda, her bir miRNA i¢in en az 6 program tarafindan da belirlenen genlerden

listeler olusturuldu. Bu durumda, miRNA'lara baglanma olasilig1 daha yiiksek olan
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genler siiflandirmaya alindi. miR-20a igin miRWalk veri tabaninda yapilan analiz ile

elde edilen goriintii 6rnek olarak Sekil 3.3'te verilmistir.

[MicroRNA |[Gene [ DIANAmMT | miRanda || miRDB | miRWalk | RNAhybrid || PICTAR4 | PICTARS | PITA ['suM
hsa-miR-20a | RBL2 -- ’7
hsa-miR-20a TRIP11

hsa-miR-20a RBL1 ‘__ I:G
bz | i I :

T | | =
e | sorzee | e
iz | via T :

hsa-miR-20a ABIL |
b | TANK [ | | . N

Sekil 3.3. miRWalk veri tabanindaki aday genler listesi i¢in 6rnek ekran goriintiisii.
1 sayis1 genin belirlenen programda bulundugunu, 0 sayisi ise
bulunmadigini géstermektedir. Toplamda 6 program tarafindan belirlenen
gene kadar (mavi ¢izgi) olan tiim genler listeye dahil edildi. Sekilde miR-

20a i¢in bu yaklasimla belirlenen hedef genler 6rnek olarak gosterilmistir.

Belirlenen 5 miRNA'ya ait gen listeleri, The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.7 programina yiiklendi, genler
yolaklar agisindan smiflandirildi. Siniflandirma, Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (KEGG) programinin analiz sonuglarina gore yapildi.
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3.2.4. Kantitatif Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR)

Yolak analizi sonucunda aday miRNA olarak belirlenen 2 miRNA’nin
mikrodizin sonuglart gRT-PCR ile valide edildi.

RT-PCR ile cDNA’ya doniistiiriilen RNA molekiiliiniin enzimatik tepkime ile
In-vitro ¢ogaltilmasi saglandi. Bu yontemde kantitasyon, reaksiyon sirasinda olusan
iirline baglanan boya ile birlikte artan floresan isimanin Olgiilmesi sayesinde
yapilmaktadir. Yapilan RT-PCR deneylerinde FAM floresan boyasi kullanildi.
Reaksiyon, segilen uygun miRNA primerleri ile BioRad 1Q5 cihazinda
gerceklestirildi. Deneylerdeki degiskenlere bagli olarak meydana gelen ifade

-AACt
degisimleri goreceli (2 yontemi) kantitasyon ile hesaplandi. Ifade degisimleri

hesaplanirken, Small Nucleolar RNA, C/D Box 48 (RNU48) referans gen ifadesi
normalizator olarak kullanildi.

[k olarak, RNA’lar 5ng/uL olacak sekilde dilue edildi. Ardindan TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI) kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA
cevirimi i¢in secilen miRNA’lar ve referans olarak kullanilacak RNU48 primeri ile

tiim primerleri igeren primer karigimi yapildi.

Primer Havuzu

RNU48 10 pl
miR-20a 10 pl
miR-197 10 wl
TE Tamponu (DEPC su ile) 970 wl

Toplam: 1000 pl
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RT reaksiyonu

10xRT tamponu 1,5l
RNaz inhibitorii 0,19 ul
100 mM ddNTP 0,30 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 2 ul
RT-primer karisimi 6 ul
Su (DEPC) 3,01 ul
Toplam karigimi 13 ul
RNA (5 ng) 2 ul
Toplam: 15 ul

Reaksivon Kosullari

16°C 30 dk.
42°C 30dk.
85°C 5dk.

cDNA sentezinin ardindan miR-20a-5p ve miR-197-3p’a uygun TagMan®
MicroRNA Assays (ABI) primerleri ile TagMan® Universal PCR Master Mix, no
AmpErase® UNG (ABI) kiti kullanilarak amplifikasyon gergeklestirildi. Bu deney

asamasi U¢lii tekrarlar seklinde gergeklestirildi.

PCR reaksiyonu

Tagman MicroRNA Assay (20X ) 1l
TagMan 2x Universal PCR Master Mix 10 ul
Su 7,5 ul
Total master karigimi 18,5 ul
cDNA 1,5 ul

Toplam: 20,0 ul
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Reaksivon Kosullari

50°C 2 dk.

95°C 10 dk.

95°C 15 sn.

60°C 1 dk. (40 dongil)

mRNA'larin gen ifade analizi icin:

Ilgili genlerin ifade analizleri igin; Anti-miR-20a, inhibitér kontrol, Pre-miR-
197, mimic kontrol transfekte edilen hiicrelerden RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen) ile
RNA izolasyonu gerceklestirildi.

SW982 ve THP-1 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin derisimlerinin
oOlgiilmesi ve RNA kalitelerinin kontrol edilmesi i¢in NanoDrop® ND-1000 (Thermo
Scientific) spektrofotometre cihazi ve yazilim programi kullanildi. Derigsimleri 6l¢iilen
ve Kkaliteleri kontrol edilen RNA’lardan QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Qiagen) ile cDNA sentezlendi. Her 6rnegin RNA derisimi 600 ng/ul olacak sekilde
hazirlandi. cDNA sentezinden sonra qRT-PCR reaksiyonu gerceklestirildi. MEFV, IL-
1P, IL-18, TNF-a, TGF-g, ILIR1 genlerinin ifade analizi yapabilmek i¢in GAPDH gen
ifadesi normalizator olarak kullanildi. Her ornek tiglii setler halinde calisildi ve

reaksiyon BioRad IQ5 cihazinda gergeklestirildi.

2X SYBR Green karigimi 5,0 ul
MgCl2 (25 mM) 1,2 ul
Forward Primer (10 uM) 0,4 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,4 pl
cDNA 2,0 ul
Distile su 1,0 pl

TOPLAM 10 pl
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Reaksiyon Kosullari
94°C  2dk.

94°C  5sn.

59°C  20sn.

72°C 15 sn. (50 déngii)

Her amplifikasyon dongiisiiniin sonunda cihazin SYBR Green boyasina uygun

yesil kanalinda 470 nm’lik 1g1k kaynagi ve 510 nm’lik detektor ile 6lgiim yapildi.
3.2.5. Hiicre Kiiltiirii

miRNA'larin ifade degisimlerinin valide edilmesinden sonra, aday

miRNA'larin islevlerine yonelik aragtirmalar gerceklestirildi.

Bu amacla, pyrin ve iligkili proteinleri dogal olarak ifade eden hiicre
hatlarindan SW982 ve inflamatuvar siireglerde gorevli THP-1 hiicreleri ile ¢alisildi.
Hiicreler, 1s1 ile inaktive edilmis FBS (%10 oraninda), Penisilin/Streptomisin (%1
oraninda) ve L-Glutamin (%1 oraninda) igeren RPMI (Roswell Park Memorial

Institute) 1640 (Gibco) besiyeri icerisinde, 3 giinde bir pasajlanacak sekilde ¢ogaltildi.

SW982 hiicreleri 3 pl Lipofektamin 2000 ile 20 nM hsa-miR-197-3p,
mirVana® miRNA mimic (Ambion), hsa-miR-20a-5p, mirVana® miRNA inhibitor
(Ambion), mirVana™ miRNA Mimic,Negative Control #1 (Ambion) ve mirVana™
miRNA Inhibitor, Negative Control #1 (Ambion) ile transfekte edildi.

THP-1 hiicreleri ise 1,6 pl Lipofektamin 2000 ile 20 nM hsa-miR-197-3p,
mirVana® miRNA mimic (Ambion) ve mirVana™ miRNA Mimic, Negative Control
#1 (Ambion) ile transfekte edildi.

MiRNA baglant1 analizi i¢in, Pyrin ve iligkili proteinleri dogal olarak ifade
eden, inflamatuvar siiregte gorevli insan THP-1 hiicre hatt1 kullanilmasina karar
verildi. Bu hiicrelerin inflamasyon siirecinde de gorev aldigi bilindiginden, aday gen

calismalar1 i¢in iyi bir ara¢ olacagi ongoriildi. miRNA’lar (20 nM) ve hazirlanan
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mutant olmayan /mutant baglant1 boélgelerini igeren ifade vektorleri (100 ng/reak.)
THP-1 hiicre hatlarina birlikte transfekte edildi.

3.2.6. Apoptoz Deneyleri

miRNA'larin transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit, APOAF, Sigma kullanilarak akim sitometri yontemi ile hiicre dliimi
analizi gergeklestirildi. Transfekte edilen hiicreler, kit igerisinde yer alan protokol
takip edilerek Annexin V FITC Conjugate ve/veya Propidyum lyodiir (PI) soliisyonu
ile boyandi, BD FACS Aria Il cihazi ile analiz edildi.

3.2.7. Hiicre Gocii Deneyleri

Yara iyilesmesi Denevi

Kurulan deney sisteminde, hiicreler triplike olarak, %50 oraninda zemini
kaplayacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine koyuldu. Hiicreler pre-miR-
197 ve anti-miR-20a ile transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerin 37°C %5
COz igeren etiivde %75-80 oraninda zemini kaplamasi beklendi. Daha sonra steril
10ul’lik mikro pipet ucu kullanilarak hiicre katmaninin tizerinde birbirine paralel 2
adet yara acildi. Yaralarin 0., 6., 12. ve 24. saatlerde 151k mikroskobunda fotograflar
¢ekildi. Ardindan Image J programi kullanilarak yara kapanma analizi yapildi. Her
zaman dilimindeki yara bolgesinin alani 0. saattekine oranlandi ve elde edilen degerler

100 ile carpilarak gb¢ orani yiizde olarak hesaplandi.

Filtre Deneyi

Bu deney sisteminde kullanilan filtrelerin alt ve {ist kuyulari olmak iizere 2 adet
kompartman1 bulunmaktadir. Ust kompartmana konan hiicreler, polikarbonat
membranin porlarindan gegerek alt kompartmandaki kemoaktraktan ya da serum
gradiyentine dogru go¢ etmektedir. Alt kompartmana go¢ eden hiicrelerin
kantitasyonunu gerceklestirmek amaciyla floresan isaretleme yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Kalsein-AM boyamasi en sik kullanilan metodlardan biridir. Canli
hiicrelerde floresan olmayan kalsein-AM bilesigi, hiicre i¢i esterazlar araciligiyla

hidrolize ugrar ve yesil floresan 1g1ma veren kalsein’e doniisiir.
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24 kuyucuklu hiicre kiltiirii petrileri igerisine 8 um g¢apinda porlar igeren
polikarbonat membranli filtreler yerlestirildi. Oncelikle filtrenin altina ve iistiine
serumsuz medium konuldu, 37°C’de %5 CO igeren etiivde 1 saat inkiibe edilerek her
iki tarafin esitlenmesi saglandi. Ardindan filtrenin {ist kompartmanina serumsuz
medium ile son hacim 500 pl olacak sekilde 48 saat dnceden transfekte edilen 3x10%
hiicre ekildi. Filtrenin alt kompartmanina ise, son hacim 500 pl olacak sekilde serumlu
medium koyuldu. Hiicreler 37°C’de %5 CO2 igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi. 24
saatin sonunda filtrenin alt kisminda kalan hiicreler 1 mM kalsein-AM ile muamele
edildi ve 30 dakika boyunca 37°C’de %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda Leica IM50 floresan mikroskobuyla filtrenin alt alanindan 3 adet fotograf

cekildi. Fotograflardaki hiicreler Image J programu ile sayilarak analiz yapildi.
3.2.8. Inflamasyon Deneyleri

Kaspaz 1 Aktivite Deneyleri

Hiicrelerdeki anti-miR-20a ve pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi meydana
gelen kaspaz 1 aktivitesi florometrik olarak kaspaz 1 aktivitesini 6lgen Abcam Kkiti
kullanilarak gergeklestirildi. Kit igerisinde belirtilen protokolii takiben Ornekler
SpectraMax M2 Microplate Reader kullanilarak Ex/Em= 400/505 nm’de 6l¢iildii.

inflamatuvar Genlerin ifade Analizi

Anti-miR-20a ve pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerden RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirildi. Ardindan
inflamatuvar siireglerde gorevli olan IL-/4, I1L-18, TNF-a, TGF-§ ve mutasyonlari
AAA hastaligina yol agan MEFV geninin ifade farkliliklart qRT-PCR ile analiz edildi.
Normalizator olarak GAPDH geni kullanildi. gRT-PCR, SYBR Green Master Mix
(Sigma) kullanilarak BioRad 1Q5 cihazinda gergeklestirildi.

Tezin bundan sonraki agamasinda hem fonksiyonel analizlerde hipotezimizi
desteklemeye yonelik anlamli daha ¢ok veri elde ettigimiz hem de tedavi molekiilii
olmak i¢in daha kuvvetli bir aday olan miR-197 ile deneylere devam edildi. Hiicrelere

sadece pre-miR-197 ve mimic kontrol transfeksiyonlari yapildi.



insan Sitokin Antikor Mikrodizin Analizi

Pre-miR-197 ve kontrolleri

transfeksiyon sonrast 48. saatte silipernatanlari toplandi. Siipernatanlar analiz

asamasina kadar -80°C'de sakland.

Human Cytokine Antibody Mikrodizin (120 Hedef)-Kantitatif, ab197426
(Abcam) kit kullanilarak sitokin antikor mikrodizini gergeklestirildi. Kit i¢erisinde 40
hedeflik toplam 3 mikrodizin bulunmaktadir. Bunlar; insan inflamasyon antikor
mikrodizini, insan biiyime faktorii antikor mikrodizini ve insan kemokin antikor
mikrodizinidir (Sekil 3.4).

Insan Inflamasyon Antikor Array

1234 5678 910 11.12 1,234 5678 9.10,11,12
a POS1 POS2 BLC a POS1 1 POS2 AR
b | Eotaxin |  Eotaxin-2 G-CSF | BONF bFGF BMP-4
¢ | GM-CSF 1-308 ICAM-1 o BMP-5 BMP-7 [-NGF
d TENy T IL-1p3 d EGF EGFR EG-VEGF
o IL-1ra -2 -4 " FGF-4 FGF-7 GDF-15
s IL-6 IL-6sR t | GDNF |  GH | HB-EGF |
g T IL-8 IL-10 g HGF IGFBP-1 IGFBP-2
S =L IL-12p40 IL-12p70 N IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-6
‘ IL-13 IL-15 IL-16 IGF-1 Insuin MCF R
j 17 MCP-1 MCSF NGF R NT-3 NT-4
k MIG MIP-1e MIP-1} OPG PDGF-AA PIGF
] MIP-14 PDGF-BB RANTES SCF SCF R TGFu
m TIMP-1 TIMP-2 TNFa TGFi! TGF3 VEGF
n | TNFp TNF R TNF RII n | VEGF R2 VEGF R3 VEGF-D
Insan Kemokin Antikor Array
1.234 5678 810.14,12
a POS1 POS2 6Ckine
B Axl BTC CCL28
e CTACK CXCL16 ENA-78
d | Eotaxin-3 GCP-2 GRO
~ HCC-1 HCC-4 IL-8
r IL17F IL-18 BPa IL-28A
g IL-29 IL-31 1P-10
n | TAC LIF LIGHT
| Lymphotactin MCP-2 MCP-3
J MCP-4 MDC MIF
k[ MP3a | MIP3p MPIF-1__|
MSPa NAP-2 OPN
PARC PFa SOF-1a_ |
n TARC TECK TSLP

tranksfekte edilen SWO982 hiicrelerinin,

Insan Biilyiime Faktorii Antikor Array

Sekil 3.4. Mikrodizin haritalari. POS1 ve POS2-pozitif kontroller.
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Kitte belirtilen protokol takip edilerek her mikrodizin igin 8 standart; 1 hiicre
kiiltiri ortami1 kontrolii; 1 transfekte edilmemis, 3 pre-miR-197 ve 3 mimic kontrol ile
transfekte edilen hiicre siipernatanindan toplam 16 orneklik setler kuruldu. Deney
asamasinin tamamlanmasini takiben cam slaytlar Innoscan 710 Microarray Scanner

(Innopsys) ile tarand1 ve analiz edildi.
3.2.9. Aday Genin 3'UTR Vektorlerinde Mutagenez Yapilmasi

miR-197 ve belirlenen potansiyel hedef geni arasindaki fiziksel etkilesim
analiz edildi. miR-197 ve hedef geni IL-1p reseptorii olan ILIR1‘nin 3’-UTR bolgesi
ile fiizyon yapilmis olan lusiferaz geni igeren ifade vektorii ticari olarak satin alind.
Bu amagla, LightSwitch™ 3'UTR Reporter GoClone® Collection katalogundan
IL1R1 geninin 3'UTR boélgesini iceren vektor temin edildi (Sekil 3.5).

Constitutive
promoter

RenSP

pLightSwitch_3UTR
3910 bp

Sekil 3.5. LightSwitch 3'UTR Reporter GoClone vektor haritasi.

Ik olarak IL1R1 geninin 3'UTR bélgesinde 7 niikleotidlik miRNA baglanti
bolgesinin en az 4 niikleotidinin degistirilmesine karar verildi (Tablo 3.4). Bu amagla

mMiR-197’nin aday genine baglandigi belirlenen bolge mutagenez primeriyle amplifiye
edildi.
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Tablo 3.4. miR-197’nin IL1R1 genine baglanma potansiyeli olan bolgedeki

yapilmasi planlanan dizi degisiklikleri.

miR-197

3'UTR'daki baglant1 dizileri;

5’ GUGGUGA ¥

IL1R1 3°’UTR a. Pozisyon 1498-1504, IL1R1 3' UTR
5'...CCCACUGCAGAGAUGGUGGUGAG...
3" CGACCCACCUCUUCCACCACUU

Mutasyon sonrasi olusturulacak dizi: CTCGAGT

3.2.10. Mutagenez i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Primerler, QuikChange Primer Design Program
(www.agilent.com/genomics/qcpd) kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerler ile
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) kullanilarak
mutagenez PCR'1 gergeklestirildi. Mutagenez PCR" i¢in tasarlanan primer dizileri

Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.5. miRNA baglant1 bolgesi i¢in mutagenez primer dizileri.

3'UTR| Baglanan Primer 1 Primer 2
Bolgesi| Aday miRNA
ILIR1 miR-197 ILIR1 AL ILIR1 A.2.

5'agcctcccagatgtgcactcgagcea |5'geccactgcagagatgcetcgagtgea

tctctgcagtggge-3' catctgggaggct-3'

Reaksiyon, Gene Amplification PCR System 9700 (Applied Biosystem) PCR
cihazinda gergeklestirildi.



10X Reaksiyon Tamponu Sul
dsDNA kalib1 (10 ng) x ul
Oligoniikleotid primer #1 (125 ng) x ul
Oligoniikleotid primer #2 (125 ng) x ul
dNTP karigimi Iyl
QuikSolution 3ul
ddH.0 ile 50 pl'e tamamlandi.

Reaksivon Kosullari

95°C 2dk.

95°C 1 dk.
68°C 50 sn.
68°C 10 dk. (18 déngii)

68°C 7 dk.
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Reaksiyon sonrasi Orneklerin iizerine, mutasyon igermeyen atasal zinciri

pargalamak tizere 1 pl Dpn I restriksiyon enzimi (10 U/ pl) eklenerek 37°C'de 1 saat

inkiibe edildi. Ornekler, transformasyon asamasina kadar -20°C'de bekletildi.

3.2.11. Transformasyon

ILIR1 geninde miR-197'nin baglandigi bolgede mutasyon yapilan IL1RI

3'UTR vektorleriyle transformasyon yapildi. Mix&Go kompetan hiicreleriyle (100 pl)

mutant vektor (2 pl) karistirtldi. 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Transformasyonun

ardindan bakteriler 1X ampisilin iceren LB agara ekildi. 37°C'de ¢alkalamali etiivde

16-18 saat inkiibe edildi. LB besiyerleri alttaki protokolleri takiben hazirlandi:

Si1vi LB besiveri (pH 7,0-7.5)

Tripton 5gr
Maya 0ziitii 2,5gr

NaCl 5gr

Distile su 500 ml'ye tamamlanir ve sterilize edilir.
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Kati LB besiyeri: %1,5 agar igeren sivi LB besiyeri

Inkiibasyon sonrasinda elde edilen kolonilerden secilenler, 1X ampisilin igeren
3 ml LB siv1 besiyeri igerisinde, 37°C'de ¢alkalamali etiivde 16-18 saat ¢ogaltildi.
Cogaltilan koloniler, Hybrid-Q, Plasmid Rapidprep, Total DNA Purification
(GeneAll) kiti kullanilarak miniprep yontemi ile izole edildi. Plazmidlerde miR-

197'nin baglandig1 bolgedeki mutasyonun varligi DNA dizi analizi ile dogrulandi.
3.2.12. DNA Dizi Analizi

MIiR-197'nin baglanma bolgesinde mutasyon igerdigi diisiinilen ILIRI1
plazmidlerinden, DNA dizi analizi ile dogrulanmak iizere asagida belirtilen sekilde
reaksiyon gergeklestirildi. IL1R1 plazmidine uygun olarak tasarlanan DNA dizi

analizi primerleri kullanildi.

3.1 BigDye Terminator 2,0 ul
5x Reaksiyon tamponu 4,0 ul
Primer Forward (3,3 pmol/ul) 1,0 ul
Plazmid DNA's1 (600 ng/ul) x ul
dH20 ile 20 pl'ye tamamlanr.
94°C __ 5dk.

94°C 1549n.

50°C  15sn.

60 °C 4 dk. (25 dongii)

60°C 1dk.

DNA dizi analizi sonuglart Chromas (versiyon 2.33) programi ile analiz edildi.
3.2.13. 3'UTR Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

mMiRNA’larin gen ifadesi lizerinde herhangi bir diizenleme yapip yapmadigi,
transfeksiyon sonrasi hiicrelerin LightSwitch Luciferase Assay Reagent (SwitchGear
Genomics) ile inkiibe edilmesini takiben lusiferaz aktivite analizi ile ol¢iildii.

miRNA’nin transkribe olan mRNA’ya baglanmadig1 durumda lusiferaz geni ifade
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olacak ve 1s1ma alinabilecektir. miRNA’nin transkribe olan mRNA’ya baglandigi
durumda ise lusiferazin translasyonu baskilanacak ve 1sima alinmayacaktir (Sekil 3.6).
Hiicrelerden gelen lusiferaz sinyali mikroplaka okuyuculari (Molecular Devices,
Spectramax i3x ve Spectramax M2) yardimiyla olgiilerek miRNA’nin hedef gene

baglantisi direkt olarak analiz edildi.

R ;
ro’noto, ﬁilslferaz
- (/7;?
Mutant Vektér —
veya 3'UTR Haberci ile Mimic kontrol
Yabanil Tip Vektér Vektorii birlikte veya
veya

transfeksiyon Pre-miR-197
Kontrol Vektori

RISC

kompleksi ‘ :
W

3'UTR Transkripti =5
3'UTR Profilleme

Baglanti varsa; Zayif Lusiferaz Isimasi
Baglanti yoksa; Kuvvetli Lusiferaz Igimasi

Sekil 3.6. 3’UTR lusiferaz aktivite deneylerinin prensibi.

3.2.14. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

miRNA'lardaki ve genlerdeki ifade degisimleri, orneklere ait tekrarlarin
ortalama Ct degerlerinin alinmasiyla miRNA'lar i¢in RNU48 ve mRNA'lar igin

GAPDH referans genlerine gére normalize edildi. Elde edilen sonuglar, kontrol grup

-AACt
ile karsilastirilarak goreceli kantitasyon (2 ) yontemine gore hesaplandi.

Genlere ait ifade degisimlerinin saptanmasindan sonra, kat artis/azaliglarinin
istatistiksel anlamliliklar1 Student’s T- testi ve Mann-Whitney U testi ile GraphPad
Prism 5.01 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Buna gore; p < 0.05 olan degerler
anlamli kabul edildi.

Tim grafikler GraphPad Prism 5.01 yazilimi kullanilarak analiz edildi ve
cizildi.
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4. BULGULAR
4.1. miRNA Ifade Analizi ve Biyoinformatik Araclarla Yolak Analizi

Toplam 12 birey i¢in hem TAC hem de MeV-SAM analizi yapilarak iki

program tarafindan da anlamli bulunan miRNA'lar aday miRNA'lar olarak belirlendi.

Ortak olanlar belirlenen miRNA’lar Tablo 4.1°de ve ortak olanlara ait kat artis ve
azalislar, istatistiksel anlamliliklar: Tablo 4.2'de verildi.

Tablo 4.1. M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubu i¢in iki farkli analiz
programindan elde edilen sonuglara gore 2 Kat ve tizeri artis/azalis

gosteren miRNA'lar. Ortak olanlar koyu renk ile gosterilmistir.

Multi  Experiment | Transcriptome Analysis Console (TAC)

Viewer (MeV)

hsa-miR-20a hsa-miR-143 hsa-miR-30e hsa-mir-152

hsa-miR-29b hsa-miR-19a hsa-miR-199a-5p hsa-miR-671
hsa-miR-19b hsa-miR-29b hsa-miR-181a-star hsa-miR-660
hsa-miR-30e hsa-miR-1246 hsa-miR-148a-star hsa-miR-192
hsa-miR-197 hsa-miR-19b hsa-miR-129-5p hsa-miR-1826
hsa-miR-1308 hsa-miR-194 hsa-miR-20a hsa-miR-197

Bu miRNA'lar arasindan her iki program tarafindan da istatiksel olarak anlamli
olanlari, 2 kat ve {lizeri arti§ ya da azalis gosterenler, aday miRNA'lar olarak belirlendi
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubu i¢cin MeV-SAM ve TAC analiz
programlarindan ortak olarak elde edilen aday miRNA'larin kat
degisimleri, q degerleri ve p degerleri. q degeri; False Discovery Rate'i
gostermektedir. Bu deger kat degisiminin yanlis olma olasiligini yiizde

olarak vermektedir. * p<0.05.

Multi Experiment Viewer Transcriptome Analysis Console

(MeV) (TAC)

Kat degisimi | q degeri Kat degisimi ANOVA p

(%) degeri

hsa-miR-20a 5.55 0.0 3.60 0.017*
hsa-miR-29b 3.30 0.0 5.13 0.025*
hsa-miR-19b | 2.64 0.0 3.75 0.018*
hsa-miR-30e 212 0.0 2.55 0.013*
hsa-miR-197 -2.27 0.0 -2.11 0.048*

M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubunda; miR-20a, miR-29b, miR-19b,

miR-30e ve miR-197 genleri i¢in biyoinformatik analizler yapildi.

miRWalk veri tabani kullanilarak miRNA'larin baglanma olasiligi olan genler
belirlendi. Belirlenen 5 miRNA'ya ait gen listeleri, DAVID v6.7 programi ile yolaklar
acisindan siniflandirildi. Siniflandirma, KEGG programinin analiz sonuglarina goére

yapildi.

Hedef genler iizerinden yapilan yolak analizleri sonucunda; miR-20a ve miR-
197°nin kemokin sinyal, TGF-beta sinyal, Toll-like reseptor, sitokin-sitokin reseptor
interaksiyonu, T hiicresi reseptér sinyal, apoptoz/pyroptoz ve aktin iskeleti
diizenlenmesinde gibi inflamasyonla dogrudan iliskili yolaklarda gorevli

olabilecekleri belirlendi (Sekil 4.1).
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david.abce.neiferf.gov

DAVID Bioinformatics Resources 6.7

National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH

Functional Annotation Chart

Help and Manual
Current Gene List: miR20a

Current Background: Homo sapiens
27 DAVID IDs
Options

Rerun Using Options Create Sublist

31 chart records Ei Download File

m_m-n—mlmm

KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway RT 1.76-9 1.1E-7
O KEGG_PATHWAY TGF-beta signaling pathway. RT ; 8 29.6  1.7E-7 5.6E-6
- KEGG_PATHWAY Regulation of actin cytoskeleton | L4 10 37.0 6.1E-7 1.3E-5
] KEGG_PATHWAY T cell receptor signaling_pathway RT 6 222 1.BE-4 3.0E-3

a KEGG_PATHWAY Toll-like receptor signaling pathway RT 3 11,1 9.3E-2 2.1E-1
O KEGG_PATHWAY Apoptosis RT s 4 14.8  9.56-3 5.5E-2

david.abce.neiferf.gov

DAVID Bioinformatics Resources 6.7

National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH

Functional Annotation Chart

Help and Manual
Current Gene List: miR-197

Current Background: Homo sapiens
18 DAVID IDs
Options

Rerun Using Options | | Create Sublist

41 chart records Ei Download File

KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway ——— 9 50.0 8.4E-7 6.0E-5
O KEGG_PATHWAY Chemokine signaling_pathway BT 8 44.4  1.2E-6 4.2E-5
= KEGG_PATHWAY TGF-beta signaling pathway RT s 27.8  1.6E-4 1.6E-3
» KEGG_PATHWAY Toll-like receptor signaling pathway BT 5 27.8 2.9E-4 2.6E-3
- KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor interaction BT — 5 27.86 9.6E-3 2.5E-2
. KEGG_PATHWAY T cell receptor signaling pathway Loug——————— & 33.3 2.0E-5 3.6E-4
0 KEGG_PATHWAY NOD-like receptor signaling_pathway. RT e 3 16.7  1.BE-2 4.1E-2
C KEGG_PATHWAY Regulation of actin cytoskeleton RT o a 22.2  3.36-2 6.3E-2

Sekil 4.1. miR-20a'nin ve miR-197'nin gérev alabilecegi yolaklar listeleri.

Tezin bir sonraki kisminda, biyoinformatik agidan segilen 2 miRNA’nin

mikrodizin sonucundaki kat artiglart QRT-PCR ile valide edildi.
4.2. Kantitatif Ger¢ek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

gRT-PCR sonrasinda elde edilen kat degisimleri Sekil 4.2°de verildi. gRT-PCR
sonrasinda elde edilen kat degisimlerinin, mikrodizin analizi sonucunda elde edilen
kat degisimlerine olduk¢a yakin oldugu gozlendi. Sonug olarak, mikrodizin sonuglari
M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubu i¢in yiiksek bir basariyla valide edildi.
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Sekil 4.2. miR-20a ve miR-197 igin JRT-PCR sonuglari. Mann-Whitney U test
sonuglart, ¥*P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

Mikrodizin ve qRT-PCR ifade analizi sonuglarinin karsilastirilmasi1 Tablo

4.3'te verilmistir.

Tablo 4.3. Mikrodizin ve gRT-PCR ifade analizi sonuglarinin karsilastirilmasi.

Kat Degisimleri

Mikrodizin Sonucu gRT-PCR Sonucu
miR-20a 5,55 5,86
miR-197 -2,27 -2,22

4.3. Hiicre Kiiltiirii ve islevsel Analizler

miRNA'larin ifade degisimlerinin valide edilmesinden sonra, aday

miRNA'larin islevlerine yonelik aragtirmalar gergeklestirildi.

Islevsel analizler igin, Pyrin ve iliskili proteinleri dogal olarak ifade eden,
inflamatuvar siireclerde gorevli SW982 hiicre hatt1 kiiltiire edildi. Bu hiicrelerde
miRNA’larin transfeksiyonlar1 yapilip, islevsel analizler yapilacagi icin ilk olarak

hiicrelerin transfeksiyon kosullar1 optimize edildi.
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SWO982 hiicrelerinde ise 3 uL Lipofektamin derisiminde %85 oraninda
transfeksiyon basaris1 elde edildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. SW982 hiicrelerinin 3 ul Lipofectamine 2000 ile transfeksiyon sonrasi
goriintiisii. Transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugu goriilmektedir. Gri,
faz-kontrast goriintiisii, Yesil, FITC isaretli oligoniikleotid ile isaretli
hiicre, 20X.

SWO82 hiicrelerinin transfeksiyon optimizasyonun bagarilt bir sekilde
yapilmasinin ardindan, bu hiicreler hsa-miR-197-3p, mirVana® miRNA mimic
(Ambion), hsa-miR-20a-5p, mirVana® miRNA inhibitor (Ambion), mirVana™
miRNA Mimic, Negative Control #1 (Ambion) ve mirVana™ miRNA Inhibitor,
Negative Control #1 (Ambion) ile transfekte edildi. M694V homozigot hastalarda

miR-20a ifadesi hem mikrodizin hem de validasyon sonuglarina gore arttigi igin



58

SW982 hiicrelerinde ifadesi baskilandi. miR-197'nin ifadesi azaldig1 igin, hiicrelerde
arttirilarak islevsel analizler gerceklestirildi. Bu yaklagim ile hiicrelerde miRNA’lar

acisindan ters etki yaratilarak, bu siiregte miRNA’larin islevi aydinlatilmaya ¢aligildu.

Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfeksiyonu sonrasinda hiicrelerdeki

inhibisyon ve agir1 ifade seviyeleri gRT-PCR ile belirlendi (Sekil 4.4).

20000+ ik
18000
16000+
14000+
12000+
10000-
2.0
1.5
1.0-
0.5

0.0-

miR-20a ifadesi {RU}
miR-197 ifadesi {RU}

Sekil 4.4. Anti-miR-20a, inhibit6r kontrol, pre-miR-197 ve mimic kontrol i¢in gRT-
PCR sonuglar1. Unpaired student T test sonuglari, ***P < 0.0001.

Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde, miR-20a'nin ifadesi ¢ok yiiksek bir
verimlilikte baskilandi. Ayni sekilde pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde miR-
197'nin ifadesi de yiliksek bir basariyla arttirildi. Yiiksek verimlilikteki miRNA
transfeksiyonlar1 sonrasi iglevsel analizlere baslandi. miR-20a ve miR-197 igin
yapilan yolak analizleri sonucunda, kemokin sinyal, TGF-beta sinyal, Toll-like
reseptor, sitokin-sitokin reseptdr interaksiyonu, T hiicresi reseptor sinyal, apoptoz ve
aktin iskeleti diizenlenmesinde goérev alabilecekleri goriildiigiinden anti-miR-20a ve

pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde apoptoz analizi igcin Annexin V/PI boyamasi

yapildi. Aktin iskeleti ile ilgili yolaklarin bulunmasi nedeniyle hiicre gogii analizleri

yapildi. Bu dogrultuda hem yara iyilesmesi hem de filtre deneyleri yapildi. Bu
deneyleri takiben, inflamatuvar genlerin ifadesi de arastirildi. Bu genler: IL-1p,
MEFV, IL-18, TNF-a ve TGF-f olarak secildi. Diger inflamatuvar yolaklarla iliskili
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olmast ve AAA patogenezinde etkili olmasi agisindan kaspaz 1 aktivite deneyleri

tasarlandi. Son olarak da insan sitokin antikor mikrodizin analizi ger¢eklestirildi.

Inflamazom kompleksinin aktif oldugu durumda ve kaspaz 1 bagimli meydana

(X3

gelen hiicre olim sekline ‘‘pyroptoz’” adi verilmektedir. Bu nedenle islevsel
analizlerde gegen Annexin V/PI boyamasi ile yapilan hiicre 6liimii deneyleri apoptoz
oranini vermekte, inflamatuvar hiicrelerdeki 6liim sekli olan pyroptozun tayini igin
kaspaz 1 aktivitesinin Ol¢lilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kaspaz 1 aktivite

deneyleri pyroptoz tayini agisindan da degerlendirildi.

Ilk asamada inflamatuvar yolaklarla ilgili olarak, apoptoz tayini deneyleri

yapildi.
4.3.1. Apoptoz Deneyleri

Yapilan birinci deneyde, pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde, hiicre 6liim
orani azaldi. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde de hiicre 6liim oraninin arttig

belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde apoptoz
deneyleri sonuglari. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001. Akim
sitometrisi sonuglari; Q1: Annexin V -/ PI +, nekrotik hiicreler. Q2:
Annexin V +/ PI +, ge¢ dénem apoptotik hiicreler. Q3: Annexin V -/ Pl -,

canli hiicreler. Q4: Annexin V +/ PI -, erken dénem apoptotik hiicreler.

Yapilan ikinci biyolojik tekrarda, pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde,
hiicre 0lim oran1 azaldi. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde de hiicre Sliim

oraninin azaldigi belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde apoptoz
deneylerinin 2. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Yapilan tigiincii biyolojik tekrarda, pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde,
hiicre 0liim orami artti. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde de hiicre oliim

oraninin arttig1 belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde apoptoz
deneylerinin 3. tekrar sonuglari. *P < 0.05;F **P < 0.01; ***P < 0.001.



62

Pre-miR-197’nin ifadesindeki artis ile iki bagimsiz biyolojik tekrarda da
apoptoz orani anlamli olmasa da azalmistir. Pre-miR-197 ile transfekte edilen
hiicrelerde apoptozun azalmasi bu miRNA’nin hedef geni iizerinden bu yolakta gérev
alabilecegini, hedef genini asir1 baskilayarak apoptozu baskilayabilecegini ve bu

sekilde inflamasyon iizerinde bir etkiye sahip olabilecegine isaret etmistir.

Anti-miR-20a ile transfeksiyon sonrasinda iki bagimsiz biyolojik tekrarda da
apoptoz orani anlamli olmasa da artmistir. Anti-miR-20a ile transfekte edilen
hiicrelerde apoptozun artmast bu miRNA’nin hedef geni iizerinden bu yolakta gorev
alabilecegini, hedef geninin ifadesinin artmasiyla apoptozun arttigi, normal durumda
da hedef geninin ifadesini baskilayarak apoptozu azalttig1 ve bu sekilde inflamasyon

tizerinde bir etkiye sahip olabilecegine isaret etmistir.
4.3.2. Hiicre Gogii Deneyleri

Yara ivilesmesi Deneyi

Yapilan birinci deneyde, pre-miR-197 ile transfekte edilen hiicrelerde, hiicre
gociinde 6. ve 12. saatte anlamli bir azalis gosterdigi belirlendi. Diger saatlerde ise

mimic kontrol ile herhangi bir farklilik gozlenmedi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Pre-miR-197 ile transfekte edilen hiicrelerde yara iyilesmesi deneyi
sonuclar1. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Yapilan birinci deneyde, anti-miR-20a ile transfekte edilen hiicrelerde ise

hiicre gogliniin 12. ve 24. saatte anlamli bir artis gosterdigi belirlendi. (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Anti-miR-20a ile transfekte edilen hiicrelerde yara iyilesmesi deneyi
sonuglart. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Yapilan ikinci biyolojik tekrarda, pre-miR-197 ile transfekte edilen hiicrelerde,
hiicre gogtinde 6. ve 12. saatte anlaml bir azalig gosterdigi belirlendi. Anti-miR-20a
ile transfekte edilen hiicrelerde ise hiicre gogiiniin sadece 24. saatte anlamli bir artig

gosterdigi belirlendi. (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde yara iyilesmesi
deneylerinin 2. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Yapilan igiincii biyolojik tekrarda, pre-miR-197 ile transfekte edilen
hiicrelerde, hiicre gogiinde 6., 12. ve 24. saatlerde artis gbzlendi. Ancak yara iyilesmesi
orani ve siiresi dikkate alindiginda yara kapanma hizinin normal olmamasi ve diger
sonuglarla benzerlik gostermemesi nedeniyle bu sonu¢ dikkate alinmadi. Anti-miR-
20a ile transfekte edilen hiicrelerde inhibitor kontrole gore yara iyilesmesinde sadece
6. saatte bir azalis oldugu belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde yara iyilesmesi
deneylerinin 3. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Pre-miR-197 nin ifadesindeki artis ile iki biyolojik tekrarda da 6. ve 12. saatte
yara iyilesmesi orani azaldi. Dolayisiyla bu miRNA’nin yara iyilesmesi siirecinde

gorev aldigr diistiniilmektedir.
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Anti-miR-20a ile transfekte edilen hiicrelerde ise iki biyolojik tekrarda da
sadece 24. saatte yara iyilesmesi orani artti. Bu dogrultuda, bu miRNA’nin da yara

iyilesmesi siirecinde bir rolii oldugu sonucuna varildi.

Yara iyilesmesi deneylerinde hiicrelerin  toplu gbd¢  Ozellikleri
degerlendirilmektedir. Bu nedenle ilk olarak bu deney sistemi uygulanarak miRNA
transfeksiyonlar1 sonrasi hiicrelerde genel bir hiicre gogii degisikligi olup olmadiginin
belirlenmesi amaglandi. Ancak yara iyilesmesi deneylerinde, hiicre proliferasyonunun
acilan yaray1 kapatma siirecinde etkili olmas1 ve gog¢ eden hiicrelerin kantitatif olarak
belirlenememesi nedeniyle hiicre go¢ii degerlendirmelerinde tek basina etkili ve dogru
sonuglar vermedigi diisiiniildiigiinden bu deney setine hiicrelerin tek basina goc

ozelliklerini gosteren filtre deneyleri de eklenerek, hiicre gogii analizleri yapildi.
Filtre Deneyi

Yapilan birinci deneyde, pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde mimic
kontrole gore karsilastirildiginda hiicre gégii agisindan anlamli bir azalma gozlendi
(Sekil 4.12).



67

8001
8
>
© P
aeod By
g
3
T 4001
c
[]
©
W 200-
On
:0
(0] S a e e
0-
Unpaired t test
P value 0.0018
P value summary **
Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=10.56 df=3

Calcein

Pre-mir-197 Mimic Kontrol

Sekil 4.12. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde filtre deneyi sonuglart. *P <

0.05. Kalsein (Yesil): filtrenin altina gegen canli hiicrelerin goriintiisii.

Yapilan birinci deneyde, anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde de inhibitor
kontrole gore hiicre gociinde bir artis gozlendi. Ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde filtre deneyi sonuglari. Kalsein

(Yesil): filtrenin altina gecen canli hiicrelerin goriintiisii.

Yapilan ikinci biyolojik deneyde, pre-miR-197 transfekte edilen hiicreler
mimic kontrole gore karsilagtirildiginda hiicre gog¢ii agisindan istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir artis gozlendi. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde de

inhibitor kontrole gore hiicre gogiinde herhangi bir fark gézlenmedi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde filtre
deneylerinin 2. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Yapilan tgiincii biyolojik deneyde, pre-miR-197 transfekte edilen hiicreler

mimic kontrole gore karsilastirildiginda hiicre gogli agisindan anlamli bir azalma

gozlendi. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde de inhibitor kontrole gore hiicre

gogiinde anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde filtre
deneylerinin 3. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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Pre-miR-197’nin ifadesindeki artig ile filtrenin altina gé¢ eden hiicre sayisi
azalmistir. Pre-miR-197 ile transfekte edilen hiicrelerde hiicre gogiiniin azalmasi bu
miRNA’nin hedef geni lizerinden bu yolakta gérev alabilecegini, hedef genini asir1
baskilayarak hiicre go¢iinii baskiladigini ve sonug olarak anti-inflamatuvar bir etkiye

sahip olmayabilecegini gostermektedir.

Anti-miR-20a ile transfeksiyon sonrasinda ii¢ farkli biyolojik tekrarda da farkli
sonuglar elde edildi. Bu dogrultuda, bu miRNA’nin hiicre gogii yolaginda bir rolii

olmayabilecegi sonucuna varilmstir.
4.3.3. inflamasyon Deneyleri

Kaspaz 1 Aktivite Deneyleri

Inflamasyon siirecinde pyrin inflamazomu aktivasyonu ile kaspaz 1 aktivitesi
artmaktadir. Bu nedenle inflamasyon ile ilgili hastaliklarda kaspaz 1 aktivitesinin test

edilmesi inflamasyon belirteci olarak diistiniilmektedir.

Yapilan birinci deneyde, anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde, kaspaz 1
aktivitesinin arttig1 belirlendi. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde de kaspaz 1

aktivitesinin anlaml bir sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde kaspaz 1
aktivite deneyi sonuglar1. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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Yapilan ikinci biyolojik tekrarda, anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde,
kaspaz 1 aktivitesinin arttig1 belirlendi. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde de

kaspaz 1 aktivitesinin azaldig1 gozlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde kaspaz 1
aktivite deneylerinin 2. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <

0.001.

Yapilan {igilincii biyolojik tekrarda, anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde,
kaspaz 1 aktivitesinin arttig1 belirlendi. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde de
kaspaz 1 aktivitesinin arttig1 gozlendi (Sekil 4.18). Her iki sonug da istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.
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Sekil 4.18. Pre-miR-197 ve anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde kaspaz 1
aktivite deneylerinin 3. tekrar sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <

0.001.

Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasinda, iki biyolojik tekrarda da kaspaz 1
aktivitesinde azalma goriildii. Pre-miR-197 ile transfekte edilen hiicrelerde kaspaz 1
aktivitesinin azalmasi bu miRNA’nin hedef geni iizerinden bu yolakta gorev
alabilecegine, hedef genini asir1 baskilayarak inflamasyonu baskiladigini ve bu

nedenle anti-inflamatuvar bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Anti-miR-20a ile transfeksiyon sonrasinda ii¢ farkli biyolojik tekrarda da
anlamli olmasa da kaspaz 1 aktivitesi artmistir. Bu miRNA’nin hedef geninin
ifadesinin baskilanmasi azaldigi i¢in bu yolak uyarilmistir. Normal siirecte miR-
20a’nin, bu yolag1 baskilayarak inflamasyonu baskiladigi sonucuna varabiliriz. Bu

durumda bu miRNA da anti-inflamatuvar bir etkiye sahip olabilir.

inflamatuvar Genlerin ifade Analizi

Bu agamada, pro-inflamatuvar 6zellikteki, inflamasyon siirecinin baglatilmasi
ve devaminda onemli olan sitokinlerin gen ifadeleri ve buna ek olarak AAA

hastaligindan sorumlu MEFV geninin ifadesi analiz edildi.
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Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde IL-/f5, MEFV, IL-18 genlerinin

ifade seviyelerinde artis gozlendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde IL-15, MEFV, IL-18 genlerinin
ifade analizi sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde IL-15, MEFV, IL-18 genlerinin
ifade seviyelerinde azalma oldugu belirlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde IL-13, MEFV, IL-18 genlerinin

ifade analizi sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde, TGF-f ifadesinin de azaldigi

belirlendi. Ayni setteki hiicrelerde TNF-o seviyesinde anlamli bir farklilik olmadigi

gozlendi (Sekil 4.21).
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P value 0.5247 P value 0.0240
P value summary ns P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) | No Are means signif. different? (P < 0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=0.7179 df=3 t, df 1=6.336 df=2

Sekil 4.21. Pre-miR-197 ve mimic kontrol transfekte edilen hiicrelerde ve kontrol
hiicrelerindeki TGF-f ve TNF-a qRT-PCR sonuglari. Kontrol grubuna

herhangi bir transfeksiyon yapilmamistir. Mann-Whitney U test sonuglari,
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde ise TNF-a ve TGF-f ifade

diizeylerinin yiiksek oranda arttig1 belirlendi (Sekil 4.22).
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Are means signif. different? (P < 0.05) | Yes Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t df 1=4.315 df=3 t, df 1=4.546 di=2

Sekil 4.22. Anti-miR-20a ve inhibitor kontrol transfekte edilen hiicrelerde ve kontrol
hiicrelerindeki TGF-£ ve TNF-a qRT-PCR sonuglari. Kontrol grubuna
herhangi bir transfeksiyon yapilmamistir. Mann-Whitney U test sonuglari,
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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Pre-miR-197 nin transfeksiyonu sonrasi, miR-197’nin ifadesindeki artisa bagl
olarak inflamasyon siirecinde gérev alan birgok sitokin ve transkripsiyon faktoriiniin
ifadesi anlamli olarak azalmigtir. Sadece TNF-a geni iizerinde istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir artig belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bu miRNA’nin hedef geni
tizerinden sitokin salinimi ve inflamasyonun uyarimi gibi yolaklarda gorev alabilecegi,
hedef genini asir1 baskilayarak inflamasyonu baskiladigi ve bu nedenle anti-

inflamatuvar bir etkiye sahip oldugu sonucuna varabiliriz.

Anti-miR-20a ile transfeksiyon sonrasinda inflamasyon siirecinde gérev alan
birgok sitokin ve transkripsiyon faktoriiniin ifadesi artmistir. Anti-miR-20a
transfeksiyonu ile bu miRNA’nin hedef geninin ifadesinin baskilanmasi azaldigi,
dolayisiyla hedef genlerinin ifadesinde artis meydana geldigi igin inflamasyon yolagi
uyarilmigtir. Normal silirecte miR-20a’nin, bu yolagi baskilayarak inflamasyonu
baskiladig1 sonucuna varilabilmekte boylece bu miRNA’nin da anti-inflamatuvar

ozellige sahip oldugu diisiiniilmektedir.

TNF-a ve TGF-f gen ifade diizeylerinin arastirildigi deneylere ek olarak,
miRNA transfeksiyonu yapilmayan hiicrelere 10 ng/mL TNF-a ve 5 ng/mL TGF-
uygulanarak miR-20a ve miR-197'nin ifade seviyelerindeki degisiklikler de arastirildi.
Bu sayede hiicrelerde inflamasyon siirecinde sitokinlerle uyarimi takiben ilgili

miRNA’larin endojen ifadeleri de analiz edilmis oldu.

TNF-o ve TGF-B uygulamalart miR-20a’nin ifadesini anlamli bir sekilde
diisliriirken, miR-197’in ifadesi TNF-a uygulamasi sonucunda anlamli bir sekilde

artmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. TNF-a ve TGF-$ uygulamalari sonrasi miR-20a ve miR-197'nin ifade
degisimleri. *P < 0.05; **P < 0.01.

Sonug olarak, TNF-a ve TGF-f uygulamalar1 sonrasinda inflamasyonun arttigi
durumda, miR-197’nin de ifadesinin arttigi bdylece inflamasyonun baskilanmaya
calisildigr diistiniilmektedir. Bu durum, miR-197’nin yine anti-inflamatuvar etkisini

destekler bir bulgu olmustur.

miR-20a agisindan sonuglar tam olarak yorumlanamamakla birlikte hastalarda
da arttig1r gozlenen bu miRNA’nin inflamatuvar siirecte daha ge¢ bir evrede etki

gosterebiliyor olacagi diistiniilmiistiir.

Tezin bundan sonraki asamasinda hem tedavi molekiilii olmak i¢in daha
kuvvetli bir aday olan hem de islevsel analizlerde hipotemizi desteklemeye yonelik
daha ¢ok veri elde ettigimiz miR-197 ile deneylere devam edildi. Hiicrelere sadece

pre-miR-197 ve mimic kontrol transfeksiyonlar1 yapildi.

insan Sitokin Antikor Mikrodizin Analizi

Cam slaytlar tarandiktan sonra toplam 3 slaytaki 16 mikrodizin analiz edildi.
Standartlarin ve mikrodizinlerin ilk sirasindaki pozitif kontrollerin sinyallerinin tutarl

oldugu gozlendi (Sekil 4.24). Ardindan analiz asamasina gegildi.



78

s s ooy
S L S

Sekil 4.24. Mikrodizinlerdeki standart ve pozitif kontrollerin goriintiisii. Insan
inflamasyon antikor mikrodizin i¢in hazirlanan standartlar gosterilmistir.
Toplam 8 adet standart hazirlanmistir. Std 8; Kontrol 6rnegi olup
derisimler Std 1’e dogru artmaktadir. Std 1 en yogun 6rnek oldugu icin en
fazla 1s1ma bu standarttan elde edilmistir. Her mikrodizinin sol en iistteki
ilk 4 6rnegi POS1, yanindaki 4 6rnek ise POS2’dir. POS1 ve POS2
orneklerinin 151ma siddetleri her standart ve 6rnek i¢in ayn1 olmalidir. Std:

Standart, POS1: Pozitif 1, POS2: Pozitif 2.
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Ilk olarak, sadece drneklerin goriintiileri karsilastirildi. Ifade seviyesi acisindan

pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde farklilik gosteren proteinler belirlendi.

Orneklerin  toplandig1  saat ¢ercevesinde insan inflamasyon antikor
mikrodizininde; pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerin siipernataninda Monosit
Kemoatraktan Proteini-1 (MCP-1) proteininin anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi
(p<0.0001) (Sekil 4.25). Bir monosit kemoatraktan olan bu proteinin azalmasi, hiicre
goclinli  azaltacagindan dolayr miR-197'nin anti-inflamatuvar 6zelligi protein

seviyesinde de dogrulanmis oldu.
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Sekil 4.25. MCP-1 proteinin pre-miR-197 ve mimic kontrol ile transfekte edilen
hiicrelerin siipernatanlarindaki miktar analizi. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P

< 0.001.
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Insan biiyiime faktérii antikor mikrodizininde; pre-miR-197 transfekte edilen
hiicrelerin slipernataninda biiyiime farklilagsma faktorii-15 (GDF-15) (p=0.0026) ve
Platelet-derived biiylime faktori-AA (PDGF-AA) (p=0.0104) proteinlerinin azaldig:
gozlendi (Sekil 4.26). GDF-15, stres durumunda makrofajlardan ifade olan bir sitokin
olup AAA patogenezinden sorumlu bilinen bir yolakta gorevli degildir. PDGF-AA ise
hiicre biiyiimesi ve bdliinmeden sorumlu olup, bu protein ile de AAA patogenezi

arasinda bir iliski kurulamamustir.
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P value 0.0026 P value 0.0104
P value summary *x P value summary *
Are means signif. different? (P <0.05) | Yes Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=4.950 df=6 t, df t=3.677 df=6

Sekil 4.26. GDF-15 ve PDGF-AA proteinlerinin pre-miR-197 ve mimic kontrol ile
transfekte edilen hiicrelerin siipernatanlarindaki miktar analizi. *P < 0.05;

**P <0.01.
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Insan kemokin antikor mikrodizininde; pre-miR-197 transfekte edilen
hiicrelerin siipernataninda mimic kontrole gore herhangi bir fark gézlenmedi (Sekil

4.27).

Mimic Kontrol ’ Pre-miR-197
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Sekil 4.27. insan kemokin antikor mikrodizin goriintiisii.

4.3.4. THP-1 Hiicre Hatlar icin Islevsel Analizler

miR-197 i¢in iglevsel analizlerin bir kismi ikinci bir hiicre hattinda da yapildi.
Bu amagla Pyrin ve iliskili proteinleri dogal olarak ifade eden, inflamatuvar siirecte
gorevli insan THP-1 hiicre hatt1 kullanilmasma karar verildi. Bu hiicrelerin
inflamatuvar yolaklarin incelenmesi agisindan iyi bir model olacagi 6ngoriildii.

Bu hiicrelerde miRNA’larin transfeksiyonlar1 yapilip, islevsel analizler
yapilacag icin ilk olarak hiicrelerin transfeksiyon optimizasyonlar1 yapildi. ilk
denemelerde 1,6 uL Lipofektamin derisiminde yaklastk %90 etkinlikte
transfeksiyonun gerceklestigi belirlendi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. THP-1 hiicrelerinin 1,6 ul Lipofectamine 2000 ile transfeksiyon sonrasi
goriintiisii. Transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugu goriilmektedir. Gri,
faz-kontrast goriintiisii, Yesil, FITC isaretli oligoniikleotid ile isaretli
hiicre, 10X ve 20X.

THP-1 hiicrelerinin transfeksiyon optimizasyonun basarili bir sekilde
yapilmasinin ardindan, bu hiicreler hsa-miR-197-3p, mirVana® miRNA mimic
(Ambion) ve mirVana™ miRNA Mimic, Negative Control #1 (Ambion) ile transfekte
edildi. M694V homozigot hastalarda miR-197'nin ifadesi azaldig1 i¢in, hiicrelerde
arttirllarak islevsel analizler gerceklestirildi. Bu yaklasim ile hiicrelerde miRNA’lar
acisindan ters etki yaratilarak, bu siiregte miRNA’larin islevi aydinlatilmaya ¢alisildi.

Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasinda hiicrelerdeki asir1 ifade seviyeleri
gRT-PCR ile belirlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Pre-miR-197 ve mimic kontrol i¢in qRT-PCR sonuglar1. *P < 0.05.

Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde miR-197'nin ifadesi yiiksek bir
basartyla arttirildi (p=0.0408). Yiiksek verimlilikteki miRNA transfeksiyonu sonrasi
islevsel analizlere baslandi. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde filtre deneyi,
kaspaz 1 aktivite deneyleri yapildi. Bu deneyleri takiben, inflamatuvar genlerin (IL-

15, MEFV, IL-18, TNF-a ve TGF-p) ifadesi de arastirildi.

Pre-miR-197 transfekte edilen THP-1 hiicrelerinde IL-/4 (p=0.0006), MEFV
(p=0.0320), TNF-« (p=0.0002) ve TGF-$ (p=0.0206) genlerinin ifade seviyelerinde
azalma oldugu belirlendi. IL-18 (p=0.0942) gen ifadesinin istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir sekilde arttig1 tespit edildi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Pre-miR-197 transfekte edilen THP-1 hiicrelerinde IL-15, MEFV, IL-18,

TNF-a ve TGF-£ genlerinin ifade analizi sonuglar1. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <

0.001.



Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde kaspaz 1 aktivitesinin anlamli

bulunmasa da azaldig1 gozlendi (p=0.0506) (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde kaspaz 1 aktivite deneyinin

sonuglart.

Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde mimic  kontrole  gore

karsilastirildiginda hiicre gogii agisindan anlamli bir azalma goézlendi (p=0.0151)

(Sekil 4.32).
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Gog Eden Hiicre Sayisi

Unpaired t test
P value 0.0151
P value summary *
Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.050 df=2

Calcein

Calcein

Pre-miR-197 Mimic Kontrol

Sekil 4.32. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde filtre deneyi sonuglart. *P <

0.05. Kalsein (Yesil): filtrenin altina gegen canli hiicrelerin goriintiisii.

Sonu¢ olarak, THP-1 hiicrelerinde de miR-197'nin anti-inflamatuvar bir
roliiniin oldugu belirlendi. Bu dogrultuda, islevsel ¢aligmalarin bir kisminin bir bagka

hiicre hattinda da benzer sonuglar vermesi elde ettigimiz bulgular giiglendirdi.
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4.3.5. 3'UTR Lusiferaz Aktivite Deneyi

Pre-miR-197 transfeksivonu sonrasi aday genlerden IL1R1'nin ifadesinin

degisimi

MiRNA baglant1 analizi i¢in, Pyrin ve iliskili proteinleri dogal olarak ifade
eden, inflamatuvar siiregte gorevli insan THP-1 hiicre hatti kullanilmasina karar

verildi.

3’UTR lusiferaz aktivite deneyine ge¢meden Once biyoinformatik olarak
belirlenen aday genin THP-1 hiicrelerinde pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi gen

ifade diizeyine bakildi.

Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi, THP-1 hiicrelerinde IL1R1 gen ifadesinin
anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi (p<0.0001) (Sekil 4.33). Bu gen icin 3'UTR

lusiferaz aktivite deneylerine baglandi.

IL1IR1

Kat Degisimleri (RU)

Unpaired t test
P value <0.0001
P value summary Fohk
Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=52.88 df=3

Sekil 4.33. Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde IL1IR1 geninin ifade analizi
sonuglari. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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IL1R1 geninin 3'UTR vektoriinde miR-197'nin baglanti bélgesinde

mutagenez vapiulmasi ve DNA dizi analizi

Mutagenez PCR" sonrasi, PCR iiriinii Dpn I enzimi ile kesildi. Ardindan
transformasyon asamasina geg¢ildi. Bakteri transformasyonu sonrasinda yaklasik 20
adet koloni elde edildi. Bu kolonilerden 4 tanesi mini-prep yontemiyle ¢ogaltildi.
Ardindan plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen plazmidler DNA dizi analizi
yontemiyle kontrol edildi. Elde edilen tiim kolonilerin mutasyon igeren pozitif

koloniler oldugu belirlendi (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. IL1R1 geninin 3'UTR bdélgesindeki mutasyonlu dizi analizi. Mutasyonlu
dizi kirmiz1 gergeve ile gosterilmistir. Yabanil dizi: GTGGTGA, Mutant
dizi: CTCGAGT

3'UTR Lusiferaz Aktivite Deneyi

IL1R1 geninin, miRNA’larin baglandigi 3’ UTR bolgesindeki niikleotidlerin 4
bazinda mutasyon olusturulmasini takiben, kontrol, yabanil tip ve mutant vektorler,
miRNA’lar ve negatif kontrolleriyle beraber THP-1 hiicrelerine transfekte edildi.
Ardindan lusiferaz aktivitesinin 6l¢iimii gergeklestirildi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. 3°’UTR lusiferaz aktivite deneyi sonuglari. Neg: Negatif Kontrol, WT:
Yabanil Tip, Mut: Mutant. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

3’UTR lusiferaz aktivite deneyi sonuglarina gore: ILIR1 geninin 3’UTR
bolgesinde mutasyon olmadiginda miR-197 gene baglanmakta ve lusiferaz sinyali
azalmaktadir. Bu bolgede mutasyon oldugu durumda, miRNA’larin baglanma bdlgesi
ortadan kalkmakta ve lusiferaz ifadesi artmaktadir. Sonug olarak, miR-197'nin IL1R1
geninin 3°’UTR bolgesine baglanabildigi, deneysel olarak da gosterilmistir.



90

5. TARTISMA

Dogal immiinitenin diizenlenmesinde meydana gelen bozukluklar sistemik
otoinflamatuvar genetik hastaliklar olarak adlandiriimaktadir (1). AAA; otozomal
resesif olarak kalitilan otoinflamatuvar bir hastaliktir. AAA hastalig1, pyrin proteinini
kodlayan MEFV geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (4).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, otoinflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde epigenetik kontrol mekanizmalarinin, 6zellikle kodlamayan RNA'larin,
rol oynabilecegini gostermistir. Kodlamayan RNA'lardan miRNA'larin inflamatuvar
cevap siirecinde aktive edici veya baskilayici Ozellikleri oldugu gosterilmistir.
Cogunlukla miRNA'larin sitokinler, transkripsiyon faktorleri ve interlokin iliskili
genlerin ifade diizeylerini degistirerek inflamasyon siirecini diizenledigi belirlenmistir
(6, 8). Bu dogrultuda tez kapsaminda, miRNA'larin AAA hastalig1 patogenezinde
goriilen artan inflamasyon siirecine olasi etkileri arastirilmistir.

Inflamasyon mekanizmas1 diisiiniildiigiinde; pro-inflamatuvar bir olay
gerceklestiginde, inflamasyonlu hiicre gesitli basamaklardan gegerek hizli bir sekilde
homeostazisini yeniden kazanmakta veya pyroptoza gitmektedir. Bu basamaklarda
herhangi bir degisim oldugu zaman, hiicrenin fizyolojik duruma dénmesi veya
hiicrenin apoptoza girmesi uzun zaman almakta veya hi¢ gerceklesememektedir (156,
157). Bu siiregte inflamatuvar bolgede, hiicre gogii artisi, inflamazom bilesenlerinin
biraraya gelmesiyle kaspaz aktivasyonu ve sonrasinda o6zellikle IL-1f igslenmesi ve
salinim1 6nemli olaylardir (158) (Sekil 5.1). Bu nedenle yapilan bu tezde, islevsel
analizlerde bu basamaklar se¢ilerek miRNA’larin inflamasyon siirecine etkileri detayli

olarak arastirilmistir.
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Sekil 5.1. AAA patogenezinde NF-kB ve IL-1B"in rolii (158).

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde, miR-197 ve
miR-20a’nin inflamasyon ile iligkili onemli basamaklara etki eden miRNA’lar

olduklar1 belirlendi.

mMiR-197’nin anti-inflamatuvar etkiye sahip bir miRNA oldugu tespit edildi.
Pre-miR-197 transfeksiyonunun sinoviyal fibroblastlarda, filtre deneylerine gore
hiicre gociinii engelledigi, yara iyilesmesi deneylerine gore hiicre gociinii 6. ve 12.
saatlerde azalttigi ve apoptoz oranini anlamli olmasa da azalttigi belirlendi.
Transfeksiyon sonrasinda, inflamasyonla iligkili yolaklar agisindan onemli olan;
kaspaz 1 aktivitesinin diistiigii, IL-15, TGF-f ve IL-18 gen ifadelerinin azaldig tespit
edildi. TNF-a gen ifadesinin ise degismedigi gozlendi. Bu sekilde dolayli yoldan
inflamasyonla iligkili genleri ve AAA hastaligindan sorumlu olan MEFV gen ifadesini
de etkiledigi ve azalttigi belirlendi. Elde edilen mikrodizin sonuglari da
distintildiigiinde, hipotezimizi destekler sekilde miR-197'in anti-inflamatuvar bir
etkiye sahip oldugu ve hastalarda ifadesinin azalmasi nedeniyle inflamatuvar siirecin

tetiklendigi veya inflamasyonun baskilanamadigi diigiiniilmektedir.

Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde ise filtre deneylerine goére hiicre
gbclinilin etkilenmedigi, yara iyilesmesi deneylerine gore hiicre gocliniin 24. saatte

arttigi ve apoptoz oraninin anlamli olmasa da arttig1 tespit edildi. Transfeksiyon
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sonrasinda, inflamasyonla iligkili olarak, kaspaz 1 aktivitesinin anlamli olmasa da
yikseldigi, IL-1f, TGF-S, TNF-a ve IL-18 gen ifadelerinin arttig1 belirlendi. Dolayli
yoldan MEFV gen ifadesinin de arttig1 belirlendi. Sonug olarak, miR-20a'nin da miR-
197 gibi inflamasyonu engelleyici bir 6zelligi oldugu belirlendi. Bu durumda,
hastalarda artis gOstermesi de inflamatuvar siiregte daha gec¢ bir evrede baskilama

acisindan onemli olabilecegini diistindiirmiistiir.

MiRNA'larin islevlerinin tam olarak aydinlatilabilmesi igin miRNA'larin aday
genlerinin belirlenmesi olduk¢a dnemli ve gereklidir. Bu nedenle, AAA patogenezi
stirecindeki olast etkisi diisiiniilerek miR-197 i¢in aday gen caligmalar1 yapildi. Tez
kapsaminda, miR-197'nin gen hedefinin hem biyoinformatik analizler hem de direkt
baglantinin deneysel olarak gosterildigi 3°UTR lusiferaz aktivite deneyi ile IL-1f
reseptorii olan ILIR1 geni oldugunun gosterilmesi, bu miRNA'mimn inflamasyon
asamalarinin Ust yolaklarinda gorevli oldugunu diisiindiirmiistiir. IL1R1 geni, IL-1
reseptOr ailesine ait bir sitokin reseptoriinii kodlamaktadir. Kodlanan protein, IL-1a ve
IL-1pB reseptdrii olarak gorev almaktadir. Birgok sitokin araciligr diizenlenen immiin

ve inflamatuvar yanitta 6nemli bir role sahiptir (159).

miR-197, IL1R1 ifadesini baskilayarak membran iizerinde yerlesim gosteren
reseptOr sayisini azaltmaktadir. Bu durumda, IL-1B sinyal iletimi aracili NF-xB
uyarimint azaltmakta sonu¢ olarak oOnciil IL-14 ifadesi azalmaktadir. AAA
patogenezindeki genel tablo diisiiniildiiglinde, mutant pyrinden kaynakli inflamasyon
bu sekilde bir dlgiide baskilanmaktadir. Inflamasyonun devamli oldugu, kolsisin
direncli M694V homozigot hastalarda ise miR-197 ifadesinin azalmasina bagli olarak,
ILIR1 ifadesi artmaktadir. Sonug olarak, NF-xB aracili 6nciil IL-/p ifadesi artmakta
bu da var olan inflamasyonun artmasina veya baskilanamamasina yol agmaktadir

(Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. miR-197°nin AAA patogenezindeki IL1R1 geni araciligiyla olan etkisinin

sematik gdsterimi.

miR-197 igin islevsel ¢alismalar ikinci bir hiicre olarak; pyrin ve iliskili
proteinleri dogal olarak ifade eden, inflamatuvar siirecte gorevli insan monosit hiicre
hattt (THP-1) kullanilarak yapildi. Bu hiicrelerin AAA hastaligi patogenezinde
goriilen inflamasyon siirecinde de gorev aldigi bilindiginden, aday gen ve islevsel
caligmalar igin iyi bir arag olacagi 6ngiirtildii. Pre-miR-197 transfekte edilen THP-1
hiicrelerinde filtre deneylerine goére hiicre gogiiniin azaldigi ve kaspaz 1 aktivitesinin
diistiigii tespit edildi. Inflamasyonla iliskili olarak, IL-18, MEFV, TGF-$ ve TNF-a gen
ifadelerinin azaldig belirlendi. IL-18 gen ifadesinin de istatistiksel olarak anlamsiz bir
sekilde artt1g1 tespit edildi. Tiim bu sonuglar birlikte diisiintildiigiinde, monositlerde de
MiR-197’nin anti-inflamatuvar bir etki gosterdigi ve inflamasyonu baskiladigi
belirlendi. miRNA ¢alismalarinda miRNA’larin islevlerinin en az iki farkli hiicre
hattinda c¢alisilmasi ve benzer sonucglar alinip alinmadiginin belirlenmesi
onerilmektedir. Bu kapsamda, monositlerde elde edilen benzer sonuglar oldukga

onemlidir.

Inflamazom kompleksinin aktif oldugu durumda ve kaspaz 1 bagimli meydana
gelen hiicre 6liim sekline ““pyroptoz’” adi verilmektedir. Annexin V/PI boyamasi ile

yapilan hiicre 6liimii deneyleri apoptoz oranini vermekte, inflamatuvar hiicrelerdeki
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6lim sekli olan pyroptozun tayini i¢in kaspaz 1 aktivitesinin 6lgiilmesi gerekmektedir.
Bu nedenle kaspaz 1 aktivite deneyleri pyroptoz tayini agisindan da degerlendirildi.
Yapilan kaspaz 1 aktivite deneyleri sonuglarina gore miR-197’nin pyroptozu da

azalttig1 belirlendi.

Pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerin siipernataninda, insan inflamasyon
antikorlari, bitylime faktorii antikorlar1 ve kemokin antikorlarini igeren sitokin antikor
mikrodizin analizleri de yapildi. insan inflamasyon antikor mikrodizininde; MCP-1
proteininin azaldigi, insan biiyiime faktorii antikor mikrodizininde ise; GDF-15 ve
PDGF-AA proteinlerinin azaldig1 belirlendi. insan kemokin antikor mikrodizininde;
pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerin siipernataninda mimic kontrole gére herhangi
bir fark gézlenmedi. Bu proteinler igerisinde 6zellikle MCP-1 proteininin monosit ve
makrofaj uyarict bir kemoatraktan olmasi nedeniyle (160), pre-miR-197 transfekte
edilen hiicrelerde hiicre gogiiniin bu protein aracili azalabilecegi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bu sonu¢ da, miR-197 nin anti-inflamatuvar 6zellikte oldugunu gosteren
bulgularimizi desteklemektedir. Gen ifadesi diizeyinde inflamasyonla iliskili genlerde
gordiigiimiiz degisimin salgilanan proteinlerde tespit edilememesi de iki sekilde
aciklanabilir. Ik olarak, inflamasyonla iliskili genlerin ifade diizeylerindeki etkinin
proteine yansimasi ilerleyen zaman araliginda gergekleseceginden sitokin antikor
mikrodizin analizinin, RNA O6rneklerinin toplandigi saatten daha sonra yapilmasi,
farkl1 saat araliklarinin analiz edilmesi, daha anlamli sonugclar verebilecektir. ikinci
olarak da, IL-18, TGF-f ve TNF-a gibi proteinlerin normal durumda hiicredeki bazal
ifadesi sinirh olabileceginden dolayi, protein seviyeleri tespit edilememis olabilir. Bu
durumda, hiicrede inflamasyonu tetikleyerek sitokin antikor mikrodizini

gerceklestirmek sonuglar1 degistirilebilecektir.

AAA hastaligiyla ilgili yapilan ¢alismalarda, bir¢ok grup serum/plazma veya
kandan farkli miRNA'lar tanimlamigtir (150-155). Cok sayida miRNA tanimlanmasi
bir yolakta birden fazla miRNA'nin gorev alabilecegini gdstermektedir. Ayrica
miRNA’larla ile ilgili ¢alisilirken izlenen yontemin, tedavi veya taniya yonelik olan
yaklagimin ve c¢alisilan biyolojik materyalin ne oldugunun 6nemli oldugu sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda en siklikla kullanilan yontem mikrodizin
analizidir. Bunun disinda literatiir bilgileri 1518inda olusturulan miRNA panelleri de

gRT-PCR ile analiz edilmistir. Genellikle total kan 6rnekleri kullanilirken, iki farkli
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caligmada serum Ornekleri kullanilmistir. Bu dogrultuda, kullanilan panellerdeki ve
platformlardaki miRNA say1 ve c¢esitleri farklilik gdstereceginden, biyolojik
materyallerdeki ifade degisimleri de degisebileceginden dolayi tiim ¢alismalarda ortak
tanimlanan miRNA sayilar1 olduk¢a azdir. miRNA’larin ifadelerinin yasa ve cinsiyete
gore de farklilik gosterdigi bilindiginden dolayr (161), calisma gruplarinin
dagilimindaki farklilik degisik miRNA’larin tantimlanmasinin bir diger nedenidir.
Bagisiklik sistemi ile ilgili bozukluklarda, farkli 6rnekler kullanilarak bir¢ok
mMiRNA'nin ifadesinde degisiklik oldugu belirlenmistir. AAA hastalig1 agisindan, bu
ozellikteki biyobelirteclerin belirlenmesi, kompleks vakalar i¢in hastaligin ciddiyetini
aciklamakta faydali olacaktir. Yapilan iki ¢aligmada da bazi miRNA'larin MEFV
genindeki mutasyonlara bagli olarak hastalar arasinda farklilik gosterdigi goriilmiistiir
(150, 151). Bu ¢aligmalarda, MEFV geninde ozellikle ekzon 10'da veya ekzon 3'de
mutasyonu olan hastalardan olusan bir ¢alisma grubu olusturuldugu i¢in, tanimlanan

miRNA'lar daha ¢ok hastalik agisindan biyobelirteg olarak diisiiniilmektedir.

Eksozomlar i¢inde dolagan, buna bagli olarak plazma veya serum igerisinde
korunakli olarak bulunan miRNA'larin klinik kullanimda potansiyel biyobelirteg
olmalart mimkiindiir. Grubumuzun iginde yer aldigi bir baska projede, AAA
hastalarma ait serum Orneklerinden izole edilen eksozomlarda, AAA hastalig
acisindan onemli olan aday miRNA’larin varligi arastirilmaktadir (Zeynep
Tavukguoglu, Yiiksek lisans tezi, devam ediyor). Ilgili projede, bu tez ¢alismasinda
yer alan hastalarin serum 6rneklerinden izole edilen eksozomlarda miR-197 ifadesinin
oldugu belirlenmistir (yayinlanmamis veri). Bu miRNA’nin dolasimda yer alarak,
AAA hastalig1 patogenezinde sistemik bir etkiye yol acabilecegi ongoriilmektedir.
Kantitatif analiz sonrasinda, hastalarin serum orneklerinde bulunan eksozomlarda
mMiR-197’nin ifadesinin azaldig1 gozlendi. Bu azalma total kanda tespit edilen azalma
ile korele olup, anti-inflamatuvar 6zellikteki bu miRNA ’nin hastalarda sistemik olarak
da azalmasinin inflamasyonun artmasina yol acarak patogenezi etkiledigi hipotezini

desteklemektedir.

Grubumuzun iginde yer aldig1 "Otoinflamatuvar Hastaliklarda (Tanimlanmig
ve Tanimlanmamis) Kisisellestirilmis Molekiiler T1p I¢in Klinik ve Deneysel Calisma:
Modifiye edici (‘Modifier’) Faktorlerin Roli" bashikli ERA-NET projesinde ise,
pediatrik donemdeki hastalardan olusan, agir fenotipli ve hafif fenotipli M694V
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homozigot AAA hastalar1 arasinda yapmis oldugumuz karsilastirmada miR-197’nin
anlaml1 bir kat degisimi gosterdigi belirlendi. Agir fenotipli hastalarda, hafif fenotip
gOsteren hastalara gére miR-197’nin ifadesinin azaldigi gozlendi (yayinlanmamis
veri). Sonug olarak, bu miRNA’nin farkli yas gruplarinda ortak olarak azaldiginin
goriilmesi, yasa bagli olmayan epigenetik bir regiilasyona sahip oldugunu ve AAA’da

goriilen inflamasyon agisindan kritik bir 6nemi oldugunu diisiindiirmektedir.

Tez kapsaminda islevi aydinlatilan miR-20a ve miR-197'nin genomdaki
yerlesimleri de arastirilmigtir. miR-20a intergenik olarak 13. kromozomda uzun
kodlamayan RNA (IncRNA) igerisinden kodlanmaktadir. miR-197 ise 1.
kromozomdan intragenik olarak G protein subunit alpha i3 (GNAI3) geninin
icerisinden kodlanmaktadir. Her iki miRNA'nmin artma ve azalma nedenlerinin
belirlenmesi i¢in gen ifadelerini etkileyebilecek mekanizmalar arastirilmalidir. Bu
sayede ozellikle miR-197 igin hastalik patogenezinin nedeni ya da sonucu olarak
degisen miRNA ifadeleri eski seviyelerine getirilerek bir tedavi yOntemi olarak

kullanilabilecektir.

Son zamanlarda, miRNA’larin hedef genlerinin 3’UTR bdlgelerinden
baglanarak ifade diizeylerini azaltmasina karsilik; miRNA’larin hedef genlerinin
ifadelerini arttirabilecegi ile ilgili hipotezler ortaya atilmigtir. miRNA’larin hedef
genlerinin 5’UTR’indan baglanarak bu etkiye yol a¢tig1 diistiniilmiistiir (162). Ancak
son yillarda, bu baglantinin ¢ok zayif oldugu ve ribozomun protein sentezi sirasinda
mRNA’ya baglanirken miRNA-gen baglantisin1 bozdugu ve baglanmay1 engelledigi
belirlenmistir (163).

Tez ciktilar1 sayesinde, biyolojik temeli ¢ok iyi bilinmeyen otoinflamatuvar
hastaliklarin temelinde yatan onemli bir mekanizmayi, miRNA'lar ile epigenetik
diizenlemeyi, bu hastaliklar agisindan degerlendirebiliyor olacagiz ayrica yeni tani
(biyobelirteg) ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegiz. Tiim
sonuglar degerlendirildiginde, miR-197'nin hasta bireylerde ifadesinin azalmasiyla
anti-inflamatuvar etkisinin ortadan kalktigi bu nedenle bu bireylerde artan inflamasyon
goriilldiigii  disiiniilmektedir. Bu durumda hastalarda miR-197 ifadesinin

arttirilmasiyla inflamasyonu baskilayici bir etki saglanabilecegi dngiirtilmektedir.
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Otoinflamatuvar hastaliklarin birgogu nadir olarak goriilse de, patogenezlerinin
daha iyi anlasilmasi sik goriilen hastaliklar agisindan 6nemli olan, inflamasyon ve
dogal bagisikligin temel mekanizmalarinin anlagilmasina yardimer olacaktir. Bu tiir
hastaliklara sebep olan faktorlerin arastirilmasi ile yeni etkin ve koruyucu tedavi

protokolleri gelistirilebilecektir.

Sonug olarak literatiire; AAA hastaliginda goriilen fenotipik farkliliklar:
aciklayabilmemize olanak saglayan, inflamasyonda etkili olabilecek miRNA'larin
belirlenmesi ve epigenetik kontrol mekanizmalar1 agisindan Onemli katkilar
saglanabilecektir. Elde edilen bulgular ayrica ortak yolaklarin etkilendigi ve benzer
fenotiplerin goriildigii diger otoinflamatuvar hastaliklar agisindan da yol gosterici

olabilecek, yeni projeler i¢in temel teskil edebilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubunda; miR-20a, miR-29b, miR-19b,
miR-30e ve miR-197 anlamli kat degisimi gosteren miRNA'lar olarak
belirlendi.
M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubunda; miR-20a ve miR-197 kemokin
sinyal, TGF-beta sinyal, Toll-like reseptor, sitokin-sitokin reseptor
interaksiyonu, T hiicresi reseptor sinyal, NOD-like reseptor sinyal yolagi,
apoptoz ve aktin iskeleti diizenlenmesinde gorev alabilecekleri belirlendi.
Mikrodizin sonuglari, M694V/M694V hastalar vs. kontrol grubu i¢in yiiksek
bir basariyla valide edildi.

o Sinoviyal fibroblastlarda;
Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde, miR-20a'nin ifadesi ¢ok yiiksek bir
verimlilikte baskilandi. Ayni sekilde pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde
mMiR-197"nin ifadesi de yiiksek bir basariyla arttirildi.
Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi filtre deneylerine gore hiicre gdgiiniin
engellendigi belirlendi.
Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde filtre deneylerine gore hiicre
go¢iiniin etkilenmedigi gozlendi.
Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi yara iyilesmesi deneylerine gore hiicre
gbgliniin 6. ve 12. saatlerde azaldig: tespit edildi.
Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde yara iyilesmesi deneylerine gore
hiicre go¢iiniin 24. saatte arttigi gézlendi.
Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi apoptoz oraninin anlamli olmasa da
azaldigi belirlendi.
Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde apoptoz oraninin anlamli olmasa da
arttig1 tespit edildi.
Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi inflamasyonla iligkili yolaklar agisindan
kaspaz 1 aktivitesinin diistiigii, IL-15, TGF-f ve IL-18 gen ifadelerinin azaldig1
tespit edildi. TNF-a gen ifadesinin ise degismedigi gozlendi. Bu sekilde dolayl
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yoldan inflamasyonla iliskili genleri ve AAA hastaligindan sorumlu olan
MEFV gen ifadesini de etkiledigi ve azalttig1 belirlendi.
Anti-miR-20a transfekte edilen hiicrelerde inflamasyonla iligkili olarak, kaspaz
1 aktivitesinin anlamli olmasa da yiikseldigi, IL-18, TGF-8, TNF-o ve 1L-18
gen ifadelerinin arttigi belirlendi. Dolayli yoldan MEFV gen ifadesinin de
arttig1 belirlendi.
miR-197'in anti-inflamatuvar bir etkiye sahip oldugu ve hastalarda ifadesinin
azalmasi nedeniyle inflamatuvar siirecin tetiklendigi veya inflamasyonun
baskilanamadig diisiiniilmektedir.
miR-20a'nin da miR-197 gibi inflamasyonu engelleyici bir 6zelligi (anti-
inflamatuvar) oldugu belirlendi. Bu durumda, hastalarda artis gostermesi de
inflamatuvar siiregte daha ge¢ bir evrede baskilama agisindan Onemli
olabilecegini gostermistir.
Sitokin antikor mikrodizinlerin sonuglarina goére, pre-miR-197 transfekte
edilen hiicrelerin siipernataninda insan inflamasyon antikor mikrodizininde;
MCP-1 proteininin azaldigi, insan biiyiime faktorii antikor mikrodizininde ise;
GDF-15 ve PDGF-AA proteinlerinin azaldigi belirlendi. insan kemokin
antikor mikrodizinde; pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerin siipernataninda
mimic kontrole gore herhangi bir fark gozlenmedi.
MCP-1 proteininin monosit ve makrofaj uyarici bir kemoatraktan olmasi
nedeniyle, pre-miR-197 transfekte edilen hiicrelerde hiicre gog¢iiniin bu protein
aracili azalabilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu sonu¢ da, miR-197’nin
anti-inflamatuvar 6zellikte oldugunu gosteren bulgularimizi desteklemektedir.
o THP-1 hiicrelerinde;
Pre-miR-197 transfeksiyonu sonrasi filtre deneylerine gore hiicre gogiiniin
azaldig1 ve kaspaz 1 aktivitesinin anlamli olmasa da distiigii tespit edildi.
Inflamasyonla iliskili olarak, IL-13, MEFV, TGF-$ ve TNF-a gen ifadelerinin
azaldig1 belirlendi. IL-18 gen ifadesinin de istatistiksel olarak anlamsiz bir
sekilde arttig1 tespit edildi.
THP-1 hiicrelerinde de miR-197’nin anti-inflamatuvar bir etki gosterdigi ve

inflamasyonu baskiladig1 belirlendi.
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3'UTR aktivitesi deneyleri sonucunda miR-197'nin inflamasyon siirecinin kilit

molekiillerinden biri olan IL-1p reseptorii olan IL1R 1'e baglandigi gézlendi.
6.2. Oneriler

miR-20a ve miR-197 igin hiicre kiiltiiriinde yapilan transfeksiyonlarinin tam
tersi yapilarak, hastalardaki artig/azalis durumu taklit edilerek islevsel analizler
tekrar edilmesi,

MiR-197'nin baglanma potansiyeli olan diger genler i¢in 3'UTR lusiferaz
aktivite calismalarina devam edilmesi,

miR-20a i¢in de hedef gen aragtirmalarinin yapilmasi,

miR-197 ve miR-20a'nin belirlenen hedef genleri SIRNA ile susturularak
islevsel analizler tekrar edilmeli. Bu durumda hedef genlerinin yolaklar ile
iliskisinin direkt olarak tespit edilmesi,

Sitokin antikor mikrodizin ¢aligmasi 72.saatten toplanacak orneklerle tekrar
edilmesi,

miR-197 ve miR-20a'nin ifadesinin diizenlenmesine sebep olan hiicre ici
mekanizmalarin aydinlatilmasi,

Ayn1 genotip ve benzer fenotiplere sahip hastalardan yliksek sayida bir
orneklem olusturularak miRNA’larin tan1 amagh (biyobelirte¢) kullanimina
yonelik ¢alismalar yapilmali ayrica kan disindaki diger biyolojik materyallerde
de miRNA’larin ifade analizleri yapilmasi

MiR-197 nin tedavi amagh kullanimina yo6nelik fare modeli ¢alismalarinin ve

pre-miR-197 uygulama ve replasman ¢alismalarinin yapilmasi nerilmektedir.
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EK-3: Calisma grubundaki bireylerin tiim kan sayimi (CBC) seviyeleri

Hemoglobin Hematokrit Lokosit Lenfosit | Monosit Notrofil Eozinofil Bazofil Trombosit
g/dL % x10°3/uL % % % % % x103/uL
M694V
homozigot Hasta 1 12,9 37,4 7,6 25,6 7,2 65 2 0,2 245
hastalar
Hasta 2 11,3 34,1 10,8 13,5 4,2 82,1 0 0,2 230
Hasta 3 16,1 46,9 79 31,1 9,8 56,4 2,1 0,6 287
Hasta 4 13,9 43,6 115 24,2 11,7 61,5 2,2 0,4 326
Hasta 5 11,4 34,4 5 34,1 9 54,3 1,9 0,7 255
Hasta 6 12,5 38,7 13,2 18 7,2 74 0,4 0,4 500
Saghkh Kontrol 1 155 46,2 5 233 107 64 13 0,7 318
kontrol
Kontrol 2 14,2 42,1 4,8 36 12 48,9 2,6 0,5 289
Kontrol 3 12,6 37,5 7,8 29 5,8 63,4 15 0,3 306
Kontrol 4 13,5 39,9 6,1 37,1 8,8 52,1 1,2 0,8 267
Kontrol 5 13,1 39,3 7,3 32,2 7,3 58,4 1,7 0,4 358
Kontrol 6 15,9 48,7 7,1 32 8,8 57,6 1 0,6 280
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Abstract

OBJECTIVES: Phenotypic heterogeneity in familial Mediterranean fever (FMF) disease indicated that FMF is not a simple monogenic
disease. Therefore it has been suggested that epigenetic factors can be one of the reason for the variations. We undertook this study to
test potential involvement of miRNAs in the pathogenesis of FMF.

METHODS: miRNA array was performed on whole blood RNA samples from 6 healthy controls (-/-), 6 FMF patients (M694V/M694V), 6
carriers who displayed the disease phenotype (M694V/-) and 6 healthy carriers (M694V/-). The raw data was analysed by Multi
Experiment Viewer (MeV) and candidate miRNAs were determined according to fold change (more than 2.0 or less than -2.0). The
validation of differentially expressed miRNAs was done by qRT-PCR. Then we performed pathway analyses with using bioinformatics
tools.

RESULTS: 14 miRNAs were found to be significant among groups through the analysis with MeV. miR-20a-5p, miR-197-3p, let-7d-3p
and miR-574-3p were found to be associated with inflammatory pathway related genes according to DAVID analysis. MiR-20a-5p (FDR:
0,00, FCH: 5.55) was significantly up regulated whereas miR-197-3p (FDR: 0,00, FCH: -2.27) was down regulated in homozygotes
patients. Both let-7d-3p (FDR: 0.00, FCH: 28.75) and miR-574-3p (FDR: 0.00, FCH: 3.95) were up regulated in heterozygote patients
group.

CONCLUSIONS: We showed that there are several differentially expressed miRNAs both in homozygote and heterozygote FMF patients
compared to controls and healthy carriers. Thus we suggest that these miRNAs, related with inflammatory pathways may be responsible
for the expression of the disease in FMF.
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ABSTRACT

Objective. Phenotypic heterogeneity
in familial Mediterranean fever (FMF)
disease indicated that FMFE is nor a
simple monogenic disease. Therefore it
has been suggested that epigenefic fac-
tors can be one of the reason for the
variations. We underiock this study (o
test potential involvement of miRNAs
in the pathogenesis of FMF.
Methods. miRNA array
formed on whole blood RNA samples
from 6 healthy conirols {-/-), 6 FMF
paiients (MO694V/IM694Vi, 6
ers who displaved the disease pheno-
tvpe (M694V/-) and 6 healthy carriers
(MEDAV/-). The vaw data was analysed
by Multi Experiment Viewer (MeV) and
candidate niiRNAs
according to fold change (more than
2.0 or less than -2.0). The validarion
of differentially expressed miRNAs was
done by gRT-PCR. Then we performed
pathway analyses with using biocinfor-
mdgdics tools.

Results. 14 miRNAs were found io be
significant among groups through the
analysis with MeV. miR-20a-5p, miR-
197-3p, let-7d-3p and miR-574-3p were
found to be associated with inflamma-
tory pathway relased genes according
to DAVID analysis. MiR-20a-5p (FDR:
0,00, FCH: 5.55) was significantly up
regiilaied whereas miR-197-3p (FDR:
0,00, FCH: -2.27) was down regulated
in homozygotes patients. Both let-7d-3p
(FDR: 0.00, FCH: 28.75) and miR-574-
3p (FDR: 6.00, FCH: 3.95) were up reg-
ulated in heterozygote patienis group.
Conclusion. We showed that there
are several differentinlly  expressed
miRNAs both in homozygote and het-
erozygoie FMF patients compared 1o
controls and healthy carriers. Thus
we suggest that these miRNAs, related
with inflammatory pathways may be
responsible for the expression of the
disease in FMF.

was  per-

carri-

were determined

Introduction

Familial Mediterranean fever (FMF)
is the most common autoinflammatory
disease among Eastern Mediterranean
(1). Itis known as rare disease, but has
a high prevalence in Turkish popula-
tion. FMF is caused by mutations in the
MEFV (MEditerranean FeVer) gene
(2). Several studies examining gen-
otype-phenotype correlation in FMF
patients with different clinical findings
and therapeutic approaches showed
that FMF may not be a simple mono-
genic disease. Different modifiers like
epigenetic factors can be the reason for
phenotypic seen in FMF Recent data
claimed that epigenstic dysregulation
1s effective in the pathogenesis of cer-
tain inflammation and autoimmunity
3.

Among epigenetic changes, microR-
NAs (miRNAs) play role as gene ex-
pression regulators and have emerged
as crucial players in various biological
processes such as cellular prolifera-
tion and differentiation, and apoptosis
(3). Thus miRNAs may be responsible
for post-transcriptional and/or transla-
tional changes in inflammatory protein
products and hence may have a role in
the expression of rheumatic diseases.
It has been shown that, miR-155 and
miR-146a are induced by LIPS (Li-
popolysaccharide), TNF-a (Tumour
necrosis factor-alpha) and 1L-1(3 (Inter-
leukin-1 beta) in a NF-xB-dependent
manner (Nuclear factor-kappaB) (4, 5).
The increased expression of miR-146a
in several cell types has been consist-
ently reported to have a role in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis
(6). MiR-155, miR-146a and miR-21
are the common miRNAs related with
multiple sclerosis, systemic lupus ery-
thematosus and bacterial infections (7).
Recently two different groups showed
different miRNAs related with FMF.
Wada ef ol showed that expression pat-

Ciinical and Experimental Rheumatology 2017
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Tabkle I Demograplic and clinical characteristics of patients and healthy subjects.

MEFV mutation

Signs and symptoms

Treatment

Homozygote patients Fatient 1.1LZ Me94V/ME4V fever, peritonitis, sacroiliitis, arthritis, Colcihicine, Anakinra, Certolizumab
Patient 2.DNU ME9AV/MESAV fever, peritonitig, arthritis Coleihicine, Anakinra
Patient 3.CT Mo9AV/MOFIV fever, peritonitis, arthritis Colehicine
Patient 4. FK MM694V/IN624Y fever, peritonitis, arthritis Coleihicine, Btanercept
Patient 3.TB M694YVMESAY fever, peritanitis Canakinumab
Patient 6. MK Mo694V/M69AV fever, peritonitis, plevritis Canakinumab
Heterozygote patients  Patient L YEK M694V/- fever, peritonitis Colchicine
Patient 2.RDZ M694V/- fever, peritonitis Colchicine
Patient 3.B3 M694V!- fever, peritonitis, plevritis Colehicine
Patient 4.EA M694V/ fever, peritonitis Colchicine
Patient .M M694V/- fever, peritonitis Colehicine
Patient 6. YA MaG4V/- fever, peritonitis Colchicine

terns of circulating miRNAS in patients
between FMF episodes differ among
FMF subgroups based on MEFY mu-
tations, which may use as useful bio-
markers (8). Latsoudis ef al. studied
miR-4520a and its target RHEE, the
main activator of mTOR signalling.
They suggested that miR-43520a ex-
pression levels are significantly de-
regulated in FMF patients and highly
dependent on the presence of pyrin mu-
tations, especially of the M694V type
(9).

This study aimed to explore the po-
tential involvement of miRNAs in
the pathogenesis of FMF and whether
they could offer an explanation to the
phenotypic heterogeneity seen in dis-
ease. For this purpose we studied ho-
mozygote patients with severe disease
phenotype. We also hypothesised that
epigenetic factors may be operative
in the disease expression in heterozy-
gotes. For this aim we compared het-
erozygotes with disease expression and
those who were healthy carriers.

Materials and methods

Patients

Blood samples were collected in PAX-
gene Blood RNA (Qiagen, Valencia,
California, USA) tubes from 6 healthy
controls (-/), © patients (Mo694V/
M694V), 6 carriers who displayed the
disease phenotype (M694V/-) and &
healthy carriers (M694V/-) from Hac-
ettepe University Hospital, Ankara,
Turkey. All patients displayed a typical
phenotype with attacks of 12--72 hour
duration. C-reactive protein (CRP)
levels and complete blood count
{CBC) of patients were also checked.

Clinical and Experimental Rheumarology 2017

Table II. MicroRNA profile of total blood of control, camrier and patient group using

GeneChip miRNA 2.0 Array {2
FCH > 2.0; FDR < 0.05. F

ffymetrix). Statistical analysis was performed using SAM.
: fold change; FDIR: talse discovery rate.

FCH EDR

Homozy gote patients (Me94V/ME94V) hsa-miR-20a-5p 5554 0.000
vs. controls (-/-) hisa-miR-29b 3.299 0.000
hisa-miR-19b 2641 0.000

higa-miR-30e 2,118 0.000

hsa-miR-1973p 0437 0.000

higa-miR-1308 0425 0.000

Heterozy gote patients (M694V/-) hsa-let-7d* 28745 0.000
vs. healthy carriers (M694V/-) hsa-miR-1226 16096 0.000
hsa-miR-125a-5p 10412 0.000

bsa-miR-574-3p 3.953 0.000

hsa-miR-197 3711 0.000

hsa-miR-4298 3326 0.000

hsa-miR-941 3.041 0.000

hsa-mir-1826 0176 0.000

Since the homozygote patients had a
severe disease phenotype, 5 of them
were dlso receiving biologic therapies.
The median ages were 28 for homozy-
gote patients, 26 for heterozygote pa-
tients, 33 for heterozygote carriers,
34 for healthy controls. Female/Male
ratio was 11/13 (Table 1). Written con-
sent was acquired from the patients
and controls involved in the study and
approved by national ethics commitiee
(23.01.2013 date, GO13/54-07 mum-
ber). Mutation analysis was performed
on MEFY gene by DNA sequencing
for every individual.

RNA isolation and microarray

RNA was isolated from total blood
with PreAnalytiX miRNA Kit (Qiagen,
Valencia, California, USA), given the
fact that neutrophils and monocytes are
the main cell types important in FMF
pathology and the possibility of prob-

ing mRNAs in circulation. The quality
and quantity of RNAs were determined
by spectrophotometric measurements
at 260 and 280 nm with a NanoDrop
ND 1060 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA).

The expression levels of miRNAs were
determined with GeneChip miRNA 2.0
Array (Affymetrix) according to the
manufacturer’s recommendations. The
raw data was analysed by Mult Ex-
periment Viewer (MeV) and candidate
wiRNAs were determined according to
fold change (more than 2.0 or less than
-2.0), false discovery rate, and abun-
dance in neutrophils and monocytes.

Real sime quantitative PCR analysis

The validation of differentially ex-
pressed miRNAs was done by gRT-
PCR (Quantitative reverse transcrip-
ton polymerase chain reaction). The
number of the patients was increased

5-61
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for the validation step (n=10 for each r 20
group) (Supplementary Table I). g g
Reverse transcription was carried out § 4 g8 1
using TagMan® MicroRNA Reverse 23 2
Transcription  Kit (Applied Biosys- %, §“° .
tems, Foster City, CA, USA). PCR g, 5 os
amplification was done using an ABI E i
Prism 7500 sequence detector (Applied o 00
Biosystems, Foster City, CA, USA). .\"\ 9‘.‘"\
All reactions were performed with O@f} &
TagMan®™ MicroRNA Assays (Applied ¢ &
Biosystems, Foster City, CA, USA) 43’.
primers by using TagMan®™ Universal ‘\é"“
PCR Master Mix, no AmpErase®™ UNG
(Applied Biosystems, Foster City, CA, .5 3
USA) in Biorad 1Q5 (Bio-rad, Hercules, g‘ @_
CA, USA). For quantification, 27 § §,
method was used. Fach sample was i’ g
tested in triplicate and all quantifica- X2 e s,
tions were normalised using RNU48 as 5, %
referans gene. 3 i E )

s s ; >
Bioinformatics analysis J"‘
miRNA target genes were determined ‘.\
in miRWalk, the database on predicted & O,&"
and validated miRNA targets. This
database combines many prediction

programs including DIANA-mT, PIC-
TAR4, PICTARS, miRanda, miRDB,
PITA, miRWalk, RNA22, RNAhybrid,
TargetScan. We chose the target genes
that were determined by at least six of
these programs. Then the target gene
list was clustered in DAVID (The Da-

Fig. 1. Validation of differentially expressed miRNAs by qRT-PCR. RNAs from control, carrier and
patient groups were used and the expression of the indicated miRNAs was measured using qRT-PCR
MiRNA expression was normalised to U48 RNA. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Table III. CRP (C-reactive protein) and ESR (erythrocyte sedimentation rate) levels of
patients.

tabase for Annotation, Visualization and CRP ESR
Integrated Discovery) v6.7 through Bio- mg/dL. mm/hour

Carta and KEGG (Kyoto Encyclopedia

Sy X Homozygote patients Patient 1. L.Z 273 27
of Genes and Genomes) pathway maps. Patient 2. DNU L1 37
Patient 3. CI 1.59 6

Results Patient 4. FK 13.2 15

y . . Patient 5. TB 0.162 6
Fourteen miRNAs expression levels I’;:I::‘:l 6 MK If 6 44;
altered significantly among the groups
Many miRNAs were found as differ-  Heterozygote patients Patient 1. YEK 0.21 10
entially expressed significantly among Patient 2. RDZ 0388 2

e <. . % = Patient 3. BS 0.161 2
groups through the analysis with Multi Patient 4. EA 0.12 2
Experiment Viewer (MeV) (Table I1). Patient 5. MC 8.66 15
Among these 14 candidate miRNAs, Patient 6. YA 0.2 3

miR-20a-5p, miR-197-3p, let-7d-3p

and miR-574-3p were found to be as-
sociated with inflammatory pathway
related genes according to DAVID
analysis  (Supplementary Fig. 1-7).
MiR-20a-5p (FDR: 0.00, FCH: 5.55)
was significantly up regulated whereas
miR-197-3p (FDR: 0.00, FCH: -2.27)
was down regulated in homozygotes
patients. Both let-7d-3p (FDR: 0.00,

FCH: 28.75) and miR-574-3p (FDR:
0.00, FCH: 3.95) were up regulated in
heterozygote patients group.

Four selected miRNAs

were validated successfully

Results of the miRNA expression pro-
filing were validated in patients. qRT-

PCR analysis confirmed the results of

the miRNA profiling for 4 miRNAs.
From two of them; miR-20a showed
induction and the other one; miR-197
showed reduction in the homozygote
group compared to controls. Another
two miRNAs; miR-574 and let-7d in-
creased in heterozygote patients com-
pared to carriers (Fig. 1). All these
miRNAs found to play possible role

Clinical and Experimental Rheumatology 2017
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in TGF-beta (Transforming growth
factor beta) signal, TLR (Toll-like re-
ceptor), and NLR (NOD-like receptor)
signalling pathway, apoptosis and ac-
tin cytoskeleton regulation, they were
chosen as candidate miRNAs for the
remaining experiments.

Biscussion

FMEF is characterised by clinical and 1ab-
oratory signs of inflammation. ‘We sug-
gested that two miRNAs (miR-20a and
miR-197) are effective in the inflam-
mation of homozygote FMF patients
with severe disease phenotype. We also
have studied the heterozygote MEFY
mutation carriers who display the dis-
ease phenotype and compared them to
healthy carriers, to understand whether
epigenctic mechanisms were effective
in the presentation of the disease in
this specific group of patients. We have
shown that there were marked expres-
sian of two specific miRNAS (miR-574
and let-7d*) in heterozyocgtes that dis-
play the disease phenotype, that were
not present in those who were “healthy™.
Complete blood count (CBC) samples
were also taken at the same time for
standardisation of the number of the
cells in patients. Especially the per-
centage of the inflammatory cells was
checked. Also patient’s clinical status
was carefully examined. All samples
have similar percentage of neutrophil
cells (Supplementary Table 11 and I1I}.
During the blood sample evaluation we
aim the get to less disease activity with
effective agents including anakinra and
canakinumab (Table I).

Treatments of FME patients were tai-
lored according to frequency, duration
and severity of FMF attacks. As shown
in Table II, some of patients were on
parenteral treatments such as anakinra
and canakinumab. To eliminate the
possible confounding effects of FMF
attacks on miRNA levels, blood sam-
ples of both patient groups were taken
at attack-free periods. However, some
patients had increased acute phase re-
actants (Table IT1, Supplementary Table
IV). The possible association of acute
phase reactants with miRNA levels dur-
ing FMF attacks should be assessed in
further studies.

Abnormal expression of several miR-

Clinical and Experimental Rheumatology 2017

NAs has been reported in different
kinds of samples in immune system
reJated disorders. The ones circulated
inside exosomes and stable in plasma
or sermm maybe suitable for clinical
use ag potential biomarkers. In FMEF,
detection of such a biomarker may be
used for explaining the severity of the
disease for complex cases. Recently
two groups were focused on biomark-
ers studies for FMF disease. Wada ef
al. and Latsoudis er . showed some
miRNAs levels differs among patients
dependent on their mutations in MEFV
gene (8, 9. They are more likely to
identify possible biomarkers for dis-
ease, as the study groups are from pa-
tisnits who have mutationsinexon 10 or
exon 3. But our study mainly focused
on the miRNAs related with inflam-
mation seen in patients for explaining
pathophysiology of the disease with
epigenetics. In this study, we showed
for the first time that there are sev-
eral differentially expressed miRNAs
both in homozygote and heterozygote
FMF patients compared to controls and
healthy carriers apart from their muta-
tion types, which seems to be impor-
tant in disease pathogenesis. Our ex-
perimental and bicinformatics analysis
results may contribute to explain phe-
notypic heterogeneity seen in patients.
The differential expression of miR-
197 in homozygous FMF patients and
symptomatic carriers can be explained
by different treatments that those pa-
tients have. All homozygote patients
are using drugs other than colchicine
such as anakinra, certolizumab, etaner-
cept and canakinumab, however, het-
erozygote patients are being treated by
daily use of colchicine (Table I). Actu-
ally these differences according to phe-
notype make miR-197 a more impor-
tant target for FMF disease. Flowever
functional studies are needed to explain
its exact effect on the avtoinflammation
mechanism.

One of the candidate miRNAs in ho-
mozygotes vs. confrol group, miR-20a
has been shown to be negative regu-
lator of inflammation in rheumatoid
arthritis (RA) fibroblast-like synovio-
cytes (FLS) by modulating expression
of apoptosis signal-regulating kinase
(ASK) 1, a key component of the toll-

like receptors 4 pathway, upstream of
P38 mitogen-activated protein kinase
(10). In another study, signalregula-
tory protein o (SIRPa) that modulates
leukocyte inflammatory responses, was
found to be one of the target genes
of miR-20a and its belonging cluster
miR-17-92 (113. The other miRNA,
miR-197 was found to have an impor-
tant role in the reactivaticn of liver in-
flammation by targeting IL-18 during
HBV (Hepatitis b virus) infection (12)
and regulate IL-6/STAT3 (Interleukin
6/ Signal transducer and activator of
transeription 3) inflammatory signal-
ling pathway in hepatocellular carci-
noma (HCC) (13).

It has besn known for a long time that
some carriers display the disease al-
though this is an autosomal recessive
disease. Many studies have addressed
possible explanations such as a second
candidate gene, allelic gene expression
analysis and complex heredity models
were theorised (14). Since there was no
substantial explanation we hypothesised
that epigenetic control mechanisms
such as DNA methylation, histone
modifications, chromatin remodeling
and non-coding RNAg (miRNAs, ete.)
can be important for explaining molecu-
lar pathophysiology of FME MiR-574,
in heterozygotes versus healthy car-
rier group, was indicated as a possible
modulator of inflammation (raised [1.-8,
reduced miR-146a) with type 2 diabetes
(T2D) patients {15). There is no study
that shows the relation between inflam-
mation and let-7d* as yet.
Bicinformatics analysis revealed that
some of these miRNAs target mRNAS
clustered in inflammatory pathways
such as cytokine secretion, apoptosis,
and cell migration. Functional valida-
tion efforts of differentially expressed
miRNAs, through identifying its target
genes experimentally and manipulat-
ing miRNA levels (overexpression or
knock-down of miRNA) in specific
cells are underway.

The descriptive results of this study re-
vealed that miRNAs can be one of the
epigenetic factors that play role in FMFE
pathogenesis which will in turn repre-
sent a model for its possible application
to the other inherited amtoinflammatory
disorders.
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