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OZET

Tiimerdem, B. S., Kolsisin Direnci Olan Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda
ifadesi Degisen miRNA’larin Inflamasyon ve Ila¢ Direnci ile Iliskisinin
Belirlenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Ailevi Akdeniz atesi klinik heterojenitenin
goriildiigii monogenik bir sistemik otoinflamatuvar hastaliktir. Ailevi Akdeniz
atesinde en yaygin tedavi yontemi giinliik kolsisin kullanimidir. Fakat hastalarin %2-
5°lik kisminda kolsisin direnci goriilmektedir. Ilag direncinin gelisiminde epigenetik
mekanizmalarin 6zellikle kodlamayan RNA’lardan mikroRNA’larin rol oynadigina
dair ¢alismalar mevcuttur. Bu sebeple kolsisin direngli hastalarda ifadesi degisen
mikroRNA’larin ilag direnci ve inflamasyon ile muhtemel iliskisinin degerlendirilmesi
gerektigi diigtiniilmistiir. Grubumuz tarafindan daha 6nce gergeklestirilen miRNA 4.0
array ile mikroRNA ifade analizi yeniden degerlendirilmis; kolsisin direngli ve duyarli
hasta gruplar1 arasinda ifadesi en az 2 kat degisen 25 mikroRNA bulunmustur. Bu
mikroRNA’lardan ilag¢ direnci ile yiiksek oranda iligkili bulunanlar hasta grubunda
kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile valide edilmis, miR-183-5p
ve mMiR-15b-5p’nin ifadesinin kolsisin direngli hastalarda anlamli sekilde azaldigi,
miR-125a-5p’nin ifadesinin anlamli olmayan bir azalis gosterdigi bulunmustur.
Biyoinformatik araglar kullanilarak hem inflamasyon hem de ilag direnci ile iliskili
genlerin listesi olusturmus, kolsisin direncli hastalarda anlamli azalis goOsteren
mikroRNA’larin ila¢g direnci ve inflamasyonla iligkili olasi hedef genleri
belirlenmistir. Genlerin ifade analizi i¢in yapilan kantitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu deneylerinde, kolsisin direngli hastalarda azaldigi goriilen
mikroRNA’larin olas1 hedef genleri olarak Segilen NR3C1 ve NFKB1’in ifadesinin,
ayni hasta grubunda arttigi gosterilmistir. Grubumuzun Onceki projeleri sirasinda
olusturulmus kolsisin direngli hiicre hattinda da ayni mikroRNA’larin ve hedef
genlerinin hasta grubuyla benzer degisim gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda belirlenen ifadesi degisen mikroRNA’larin, ileride kolsisin direncinin

erken tanisi i¢in biyobelirte¢ olma potansiyeli tasidig1 diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: AAA, kolsisin direnci, mikroRNA
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ABSTRACT

Tiimerdem, B. S., Investigation of the Differentially Expressed miRNA’s in terms
of Their Role in Inflammation and Drug Resistance in Colchicine Resistant
Familial Mediterranean Fever Patients, Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Medical Biology Programme Master of Science Thesis, Ankara,
2022. Familial Mediterranean fever (FMF) is a monogenic systemic autoinflammatory
disease that clinical heterogeneity observed. The most common treatment method for
familial Mediterranean fever is daily colchicine usage. However, in 2-5% of patients,
colchicine resistance is observed. It is thought that epigenetic factors may play a role
in the development of it. There are studies showing that epigenetic mechanisms,
especially microRNAs from non-coding RNAs, play a role in the development of drug
resistance. For this reason, it was thought that the possible relationship of microRNAs
whose expression is changed in colchicine resistant patients with drug resistance and
inflammation should be evaluated. The miRNA 4.0 array and miRNA expression
analysis previously performed by our group was reevaluated within the scope of the
thesis; 25 miRNAs with at least 2-fold expression change were found between the
colchicine resistant patient group and the colchicine sensitive patient group. From
these miRNA’s the ones that are highly associated with drug resistance were validated
by gRT-PCR in the patient group, miR-15b-5p and miR-183-5p found significantly
decreased in colchicine resistant patients while the expression of miR-125a-5p was
found to decrease insignificantly. Using bioinformatics tools, a list of genes associated
with both inflammation and drug resistance was created, and possible target genes of
microRNAs associated with drug resistance and inflammation were determined. It was
shown that the expression of selected possible target genes NR3C1 and NFKB1 was
increased in the same patient group in correlation with miRNAs. In the colchicine
resistant cell line created during previous projects of our group, it was shown that
expression of selected miRNAs and target genes showed a similar change with the
patient group. The miRNAs whose expression is changed in colchicine resistant
patients determined by this study have the potential to be a biomarker for the early

diagnosis of colchicine resistance in the future.

Keywords: FMF, drug resistance, colchicine, microRNA
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1. GIRIS

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) iilkemizde tasiyicilik orani yiikksek olan nadir bir
sistemik otoinflamatuvar hastaliktir. AAA, 16. Kromozomun kisa kolunda bulunan
MEFV genindeki mutasyonlar sebebiyle ortaya ¢ikan otozomal resesif kalitimli bir tek
gen hastaligidir (1). AAA monogenik bir hastalik olmasina ragmen hastalar arasinda
tam bir genotip-fenotip iligkisi kurulamamakta ve klinik heterojenite
gozlemlenmektedir. AAA’da en yaygin tedavi yontemi giinliik kolsisin kullanimidir.
Fakat hastalarin %5’e kadar varabilen bir kisminda kolsisin direnci gozlenmektedir.
Kolsisin direnci tolere edilebilir en yiiksek doz kolsisin kullanilmasina ragmen alt1
aydan daha uzun bir siire ayda bir ya da daha fazla atak goriillmesi ve remisyon
donemlerindeki C-reaktif protein (CRP) ve serum amiloid A (SAA) seviyelerinin
artistyla tanimlanabilir (2). Kolsisin direngli hastalarda etkin tedavi alamadiklar i¢in
bliylime geriligi, amiloidozis, anemi, kisirlik gibi sorunlar goriilebilir. Bu nedenle
kolsisin direngli hastalarin erken agsamada tespiti oldukc¢a dnemlidir.

MEFV geninde sik goriilen mutasyonlardan M694V ig¢in homozigot olan
hastalarda kolsisin direncine daha sik rastlanmasmma ve bazi tek niikleotid
polimorfizmleri’nin (Single-nucleotide polymorphism-SNP) direng iizerinde etkileri
olabilecegi diislinlilmesine ragmen bugiine kadar kolsisin direnci genetik faktorlerle
dogrudan iliskilendirilememistir. Bu durum epigenetik faktorlerin direng tizerindeki
muhtemel etkisini diisiindlirmiistiir. miRNA’larin ila¢ direnci gelisimindeki roliinii
gosteren birgok ¢aligma mevcuttur. miRNA’lar ilag direnci gelisimini ilaglarin emilim,
dagilim, metabolizma ve atilim siireclerinde rol alan genlerin (absorption, distribution,
metabolism, and excretion — ADME) ya da bu genlerin ifadesini diizenleyen
transkripsiyon faktorlerinin ifadesini degistirerek etkileyebilmektedir. miRNA’larin
AAA patogenezindeki rolii ile ilgili grubumuz tarafindan gergeklestirilmis ¢caligmalar
mevcuttur. Bu calismalarin ¢iktilarindan biri olarak daha 6nce gergeklestirilen miRNA
4.0 array sonuglari, kolsisin direngli hasta grubu ve kolsisin duyarli hasta grubu
acisindan yeniden degerlendirilmis, degisken ifadeye sahip 25 miRNA bulunmustur.
Grubumuzun gerceklestirdigi “Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) Hastalarinda Saptanan
miRNA’larin la¢ Direnci Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmast” isimli Tiibitak 1001
projesinde, kolsisin direnci olan hasta grubunda ifadesi degisen miRNA’lardan, ilag
direnci agisindan en iyi bilinen genler olan, ABCB1 ve CYP3A4’ii hedefledigi



biyoinformatik olarak gosterilen miRNA’lar ¢alismaya dahil edilmistir. Bu kapsamda
biyoinformatik olarak CYP3A4’ii hedefledigi tahmin edilen ve degisken ifadesi
kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative real time-
polymerase chain reaction- qRT-PCR) ile dogrulanmis miR-505-5p’nin CYP3A4’{
hedefledigi deneysel olarak gosterilmistir. Ancak, ila¢ direnci olan AAA
hastalarimizda degisken ifadesi gosterilen miR-505-5p disindaki diger miRNA’larin
ilag direnciyle ve inflamasyonla iligkili diger mekanizmalar {izerinden direng
gelisimine katki sagliyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu bilgiler 1s181nda tez ¢alismasinin hipotezi; kolsisin direnci goriilen AAA
hastalarinda anlamli degisimi saptanan, inflamasyon ve ilag direnciyle iligkili oldugu
gosterilmis miRNA’larin ilgili yolaklardaki ortak hedef genlerinin ifadesini
diizenleyerek kolsisin direncine sebep oldugudur. Tez calismasinda, hastalarda
degisimi gosterilmis miRNA’larin Oncelikli olarak biyoinformatik araglarla hedef
genlerini tanimlamak, bu miRNA’lardan inflamasyonla ve ilag direnciyle iligkili
olabilecek potansiyel hedef genler igerenleri belirlemek, sonrasinda elde edilen aday

miRNA’lar ve hedef genlerinin hastalarimizda analiz edilmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ailevi Akdeniz Atesi

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) pyrin proteinini kodlayan MEFV genindeki
mutasyonlar sebebiyle ortaya c¢ikan tekrarlayan ateslerle karakterize resesif kalitimli
sistemik otoinflamatuvar bir hastaliktir (1). AAA, esas olarak resesif kalittm modeline
sahip bir hastalik olmakla birlikte, dominant kalitimin goriildiigii vakalara da
rastlanmaktadir (3).

AAA hastalarinda 12-72 saat siiren, siklikla peritonit, plorezi, artrit ile birlikte
kendini gosteren ve kendiliginden meydana gelen tekrarlayan ates ataklari
goriilmektedir. Bu inflamatuvar reaksiyon sirasinda etkilenen dokulara yogun bir
polimorfoniikleer 16kosit akist s6z konusudur (1). Hastaligin en Onemli
komplikasyonu tedavi edilmemis hastalarda goriilen ve erken dliimlere sebep olabilen
bobrek amiloidozudur (3).

MEFV geni tarafindan kodlanan pyrin, 782 amino asitten olusmakta,
proinflamatuvar bir sitokin olan IL-1p’nin iiretimini NF-kB ve kaspaz-1 araciligi ile
diizenlemekte gorev almakta ve ozellikle notrofil ve makrofajlarda ifade olmaktadir
(2).

MEFV genini tanimlamak i¢in bir pozisyonel klonlama yaklagimi
uygulanmistir. 16. Kromozomun kisa kolunda (16p13.3) bulunan MEFV, 3.5 kb
uzunlugunda bir transkripte sahiptir (4). MEFV geni 10 ekzondan olugmaktadir ve
otoinflamatuvar hastaliklarin mutasyonlar1 i¢in olusturulmus bir veritaban1 olan
Infevers’da bugiine kadar ¢ogunlugu tek niikleotid degisikligi olmak tizere 389 sekans
varyanti rapor edilmistir; bunlardan 28 tanesi patojenik ya da muhtemel patojeniteye
sahip varyantlardir (5). En sik rastlanan bes mutasyon 10. Ekzonda bulunan V726A,
M694V, M6941, M680I ve 2. Ekzonda bulunan E148Q’dur (6).

AAA genellikle Seferad Yahudilerinde, Ermeni, Arap ve Tirk kokenli
bireylerde goriiliir. (4). AAA’nin Tiirkiye’deki tahmin edilen prevelans1 1/1070’tir
(10). Saglikl Tiirk popiilasyonunda en yaygin 5 mutasyonun frekans oranina bakilarak
yapilan ¢alismaya gore tasiyicilik orani 1:5’tir (7).

Pyrin proteini dort bolgeden olusmaktadir. Ik bolge, birinci ekzon tarafindan

kodlanan pyrin bdlgesidir, bu bolge amino ucunda bulunmaktadir. Bunun yanisira



ikinci ekzon tarafindan kodlanan bZIP transkripsiyon faktor basic bolgesi ve {igiincii
ekzon tarafindan kodlanan ‘B-box zinc finger’ bolgesi bulunmaktadir. Proteinin
karboksi ucunda ise B30.2/SRPY/rfp olarak isimlendirilen bolge bulunmaktadir (8).
Insanlarda AAA ile iliskili olan yanlis anlamli mutasyonlarm ¢ogunlugu bu B30.2
bolgesinde bulunmaktadir, bu bolge primat ve insan pyrininde goriiliirken sigan pyrini
bu bolgeden yoksundur (9). Patojenik MEFV mutasyonlarinin bilyiik bir kisminin C-
terminal bolgesinde yogunlasmis olmast bu bdlgenin fonksiyonel Onemini
gostermektedir (10).

Pyrin, ASC (Apoptosis-associated speck-like protein) ve kaspaz-1 ile bir araya
gelerek kaspaz-1’in kesimini aktive edebilir. Pyrin ayn1 zamanda inflamazom
yapisinin olusmasinin negatif diizenleyicisi olarak da bilinmektedir, B30.2 bolgesinde
goriilen mutasyonlar ise kaspaz-1 ile etkilesimleri diisiirmekte ve kaspaz-1
aktivasyonuna sebep olmaktadir (9). Pyrinin bilinen en 6nemli gorevleri inflamazom
yapisina katilmastyla; hiicre i¢i tehlike sinyallerini algilamasi, inflamasyon aracilarini
aktive etmesi olarak siralanabilir. AAA mutasyonlarinin goriildiigii durumda ise pyrin
hiicre i¢i tehlike sinyallerine daha hassas ve dogal bagisiklik sistemi cevaplarinin
ortadan kaldirilmasi konusunda daha yavastir (11) .

Bakterilerin GTPaz RhoA iizerindeki aktiviteleri pyrinin inflamazom yapisini
olusturmasina sebep olmaktadir. Normal kosullarda RhoA pyrine baglayarak pyrini
fosforlayan serin kinazlar PKN1 ve PKN2’nin aktive olmasini saglar, fosforlanan
pyrin ise inflamazom yapisinin olusumunu engelleyen 14-3-3 proteinlerine baglanir.
Pyrinin mutant oldugu durumda ise 14-3-3 proteinlerinin ve PKN’lerin pyrine
baglanmas1 zayiflamaktadir (12). Pyrinin patojen modifikasyonlarmi ve Rho
GTPazlarin inaktivasyonlarin1 algilayan bir sensor islevi gormekte oldugu
tanimlanmustir (13).

AAA bir tek gen hastaligi olmasina ragmen klinik heterojenitenin
gozlemlendigi bir hastaliktir. AAA hastalifit MEFV genindeki farkli mutasyonlar
sonucunda olusabilmektedir yani bir genetik heterojenite s6z konusudur. AAA’da
gozlemlenen klinik heterojenitenin kismen de olsa genetik heterojenite ile
aciklanabilecegi diistiniilmektedir. (3).

Fenotip-genotip korelasyonu ile iliskili en 6nemli bulgular M694V mutasyonu

ile iligkilidir. AAA hastalarinda goriilen en yaygin dort genotip icin genotip-fenotip



karsilastirmasi yapildiginda M694V mutasyonunun daha ciddi hastalik seyri ile iliskili
oldugu goriilmiistiir (14).

Modifiye edici genlerin de hastalik ciddiyeti {iizerinde etkisi oldugu
diistiniilmektedir. M694V homozigot hastalar ayn1 zamanda MICA A9 genotipine
sahiplerse hastaligin daha erken basladigit MICA A4 genotipinin ise daha hafif hastalik
durumlarinda goézlemlendigi goriilmiistiir (15).

Ayrica, tek alelinde mutasyon olan fakat klinik olarak AAA bulgular1 gésteren
hastalar mevcuttur. 2009 yilinda Booty ve ark. tarafindan 46 heterozigot hastada
yapilan calismada tim MEFV gen bolgesi tekrar sekanslanmig ve pyrin ifadesine
bakilmigtir. Bu c¢alismanin sonucunda heterozigot hastalarda ikinci bir MEFV
mutasyonuna rastlanmamis ve tek allelinde mutasyon tasiyan hastalarla iki allelinde
mutasyon tastyan hastalar arasinda pyrin ifadesi acisindan bir farklilik

gozlemlenmemistir (16).
2.2. Epigenetik ve Ailevi Akdeniz Atesi

Epigenetik, DNA dizisi lizerinde bir degisiklige sahip olmamasina ragmen gen
ifadesini etkileyen mitotik ve (bazi durumlarda mayozla da aktarilabilen) kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Epigenetik faktorlerin, sinyal yolaklar1 ve
transkripsiyon faktorleri ile cevresel faktorler ile genom arasinda aracilik ettigi
gozlemlenmektedir. Temel epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, kodlamayan RNA’lar olarak {i¢ ana basliga ayrilabilir. DNA
metilasyonu, epigenetik olarak transkripsiyonun susturulmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Metilasyon sitozinlerin 5’ ucuna bir metil grubunun eklenmesi ile
gerceklesmektedir. DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafindan katalize
edilmektedir (17, 19). Histon modifikasyonlari, histon proteinlerinde translasyon
sonrast  ger¢eklesen kovalent modifikasyonlardir. Metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon, sumolasyon bu modifikasyonlardan bazilaridir. En sik
goriilen modifikasyonlar ise metilasyon ve asetilasyondur. Histon asetilasyonu histon
proteinlerinin lizince zengin bolgelerine histon asetiltransferazlar aracilig: ile histon
kuyruklarina asetil grubu eklenmesi ile gerceklesir. Asetilasyon genellikle gen
aktivasyonu ile bagdastirilan bir modifikasyondur. Histon metilasyonu ise histon

metiltransferazlar tarafindan katalizlenen bir reaksiyondur. Metilasyon hangi



kalintilarin (residue) metillendigine bagl olarak aktif ya da baskilanmig kromatine
sebep olabilmektedir. Kodlamayan RNA’lar ise DNA’dan kopyalanan ancak
proteinlere donistiirilmeyen fonksiyonel RNA molekiilleri grubudur. Kodlamayan
RNA’lar iki ana baslik altinda incelenebilmektedir. 200 niikleotidden daha kiigiik
kodlamayan RNA’lar kiicik kodlamayan RNA’lar olarak gruplandirilirken; 200
niikleoidden daha uzun kodlamayan RNA’lar uzun kodlamayan RNA’lar olarak
siniflandirilmaktadir. En ¢ok c¢alisilan kiiciik kodlamayan RNA’lar arasinda piRNA
(Piwi etkilesimli RNA)’ler, miRNA (MikroRNA) ve siRNA (kiigiik interferans yapan
RNA)’ler bulunmaktadir (18). Son yillarda epigenetik degisikliklerin, otoimmiin ve
otoinflamatuvar hastaliklar dahil olmak iizere pek ¢ok hastaligin patogenezine etkisi
olabilecegi gosterilmistir (19).

Cevresel faktorlerin AAA hastalik gidisatina etkisini gosteren calismalar
mevcuttur. 2008 yilinda Ozen ve ark.’lar1 tarafindan Tiirkiye ve Almanya’da yasayan
Tiirk ¢ocuklarinda AAA hastalik ciddiyeti agisindan bir fark bulunup bulunmadigini
arastirmak i¢in yapilan ¢alismada Tiirkiye’de yasayan ¢ocuklarda hastalik seyrinin
daha ciddi oldugu go6zlemlenmistir. Calismaya hepsi 18 yasimin altinda olan
Tiirkiye’de dogmus ve biliylimiis 55 Tiirkiye kokenli cocuk ile Almanya’da dogmus ve
biiylimiis 45 Tiirkiye kokenli ¢gocuk dahil edilmistir (20). Bu ¢alismadan sonra 2012
yilinda Ozen ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir diger ¢alismada etnik farkliliklarin,
cevresel ve genetik faktorlerin AAA hastalik seyrine etkisini gozlemlemek igin
olusturulmus Eurofever kayitlarindan elde edilen verilere gore 346 AAA hastasi
hastalik ciddiyet skorlarina, etnik kdkenlerine ve ¢evresel etkiyi incelemek igin nerede
yasadiklarina gore smiflandirilmiglardir. Bu hastalardan 215 birey dogu Akdeniz
kokenli (Tiirkiye, Israil, Ermenistan, Fas, Azerbaycan ve Misir) ve Dogu Akdeniz
bolgesinde yagamakta, 71 birey Dogu Akdeniz kokenli olup Avrupa’da yasamaktadir.
Geri kalan 60 hasta ise Avrupa kokenli bireylerden olugsmaktadir. Bu ¢alismanin
sonucunda Dogu Akdeniz kokenli olup Avrupa’da ikamet etmekte olan hastalarin
Dogu Akdeniz bdlgesinde yasayan hastalara gore hastalik ciddiyetinin daha hafif
oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar monogenik bir hastalik olan AAA’da hastalik
ciddiyetinin ¢evresel etmenlerden etkilenebilecegi konusunda oOnemli bir sonug
olmustur (21). 2021 yilinda Ozen ve ark. tarafindan bagirsak mikrobiyotasinin AAA

hastalik ciddiyetine etkisini aragtirmak i¢in yapilan ¢aligmada Tiirkiye ve Amerika



Birlesik Devletlerindeki AAA hastalar1 ve saglikli kontrollerin bagirsak bakteri
cesitliligi karsilastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda bagirsak mikrobiyotasinin hastalik
siddeti tizerinde anlaml1 bir etkisi bulunamamustir (22).

AAA fenotipinde, MEFV mutasyonlarinin, modifiye edici genlerin ve ¢evresel
faktorlerin etkisini incelemek amaciyla 10 tek yumurta ikizi ve 7 ¢ift yumurta ikizinde
ikizler arasindaki klinik farkliliklar incelenmistir. Tek yumurta ikizleri arasindaki
farkliliklarin ¢evresel faktorleri, ¢ift yumurta ikizleri arasindaki farkliliklarin modifiye
edici genleri yansittigi diisiinlilerek yapilan ¢alismada cevresel faktorlerin AAA
tizerindeki tahmin edilen etkisinin %11,9 + %6,6 ve modifiye edici genlerin etkisinin
%17,4 £ %15,5 oldugu hesaplanmistir (23).

2011 yilinda Kirectepe ve ark. tarafindan MEFV geninin metilasyonunu analiz
etmek i¢in yapilan calismada, 51 AAA hastas1 ve 21 saglikli kontrolde metilasyon
seviyeleri ve MEFV ifade seviyeleri karsilagtirilmistir. Calismanin sonuglarina gore;
AAA hastalarinda MEFV geni ifade seviyesinin anlamli bir sekilde diistiigii ve bununla
uyumlu bir sekilde ekzon 2’deki metilasyon seviyesinin anlamli bir sekilde arttig

saptanmustir (24).
2.3. miRNA’lar

MikroRNA’lar birer polimeraz-I11 tip protein olan Drosha ve Dicer tarafindan
tretilen olgun hali yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kiiciik kodlanmayan
RNA’lardir. (25) miRNA’lar ilk kez 1993 yilinda Lee ve ark. tarafindan C. Elagans’ta
gosterilmistir (26). Bircok miRNA geninin transkripsiyonu RNA polimeraz Il
tarafindan gergeklestirilmektedir. miRNA’lar hedef mRNA’larina ¢ogunlukla 3> UTR
bolgesinden baglanarak post-transkripsiyonel diizenlemeye aracilik ederler. Bu
baglanma genel olarak hedef genin translasyonel baskilanmasina ve ekzoniikleolitik
mRNA yikimina sebebiyet vermektedir. Bunun yani sira miRNA’lar araciligiyla
translasyonel aktivasyon ve heterokromatin olusumuna sebep olan diizenlemeler de
gorilebilmektedir (25). Bir miRNA hedef geni olarak bir¢ok geni diizenleyebilmekte
ve bir gen birgok miRNA tarafindan hedeflenebilmektedir (26). miRNA ile hedef
geninin iligkisi dinamik ve bir¢ok faktdre bagimli olarak gerceklesen bir siirectir.
miRNA’nin hiicre igerisindeki konumlanmasi, hedef mRNA’nin ve miRNA’nin

miktari, miRNA-mRNA etkilesiminin ne kadar giiclii oldugu gibi faktorler miRNA-



hedef gen iliskisini etkileyen dinamikler olarak gdsterilebilir. miRNA’lar ekzozomlar
aracilig1 veya bagka proteinlere baglanarak taginabilir ve ifade olduklar1 dokudan farkli
bir bolgede etkinlik gosterebilirler.

Calismalarin ¢ogunlugu miRNA’larin genlerin 3’ UTR bolgesine baglandigini
gosterse de mRNA’larin farkli bolgelerinde de miRNA baglant1 bolgeleri tespit
edilmistir. Bunlar arasinda promoter bolgeleri ve 5’UTR da bulunmaktadir. (28).
miRNA’larin hedef tanimasi olduk¢a komplekstir. miRNA- hedef gen arasindaki baz
eslesmesinin miikkemmel olmas1 gerekmedigi i¢in miRNA’nin hedef genine sadece
kismen tamamlayici olmasi yeterlidir (29). Olgun miRNA’larin ismi miRNA
zincirinin yonii ile belirlenir pre-miRNA sa¢ tokasinin 5° ucundan olusmus olgun
miRNA’lar 5p olarak adlandirilirken 3’ ucundan olugmus olgun miRNA’lar 3p olarak
adlandirilir (28).

Cogu memeli miRNA ailesi muhtemelen gen duplikasyonundan kaynakli
olarak ¢ok sayida izoforma sahiptir. Bu izoformlarda genellikle miRNA’larin 5’
ucundan 2-7 pozisyonunda bulunan niikleotidler aynmidir. miRNA-hedef gen
etkilesiminde tohum(seed) adi verilen 6 niikleotidlik bir bdlge 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu bolgedeki eslesmeden dolayir izoformlarin birbirleri ile benzer
gorevler alabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat 3’ ucunun da ayni sekilde hedef bolgeye
baglanmada katki sunmasi ve bu kardes miRNA’larin ifade paternlerinin siklikla
birbirinden farkli olmasi sebebi ile ayn1 tohum ailesinden miRNA’lar oldukg¢a farkl
gorevlere sahip olabilirler.

Transkripsiyonel seviyede c¢esitli polimeraz II iligkili transkripsiyon faktorleri
miRNA gen transkripsyonunu kontrol etmektedir. Post-transkripsiyonel seviyede ise,
miRNA’larin Drosha ve Dicer enzimlerinin ifadesindeki degisimlerden dolay1 ifadesi
azalabilir. Bunlara ek olarak endojen kimyasal yapilar ya da ksenobiyotik de
miRNA’larin ifadesinde degisiklige sebep olabilmektedir. Bu yollarla miRNA’larin
ifadesi belirli durumlarda ve farkli hiicre tiirlerinde diizenlenmektedir. (25)

Polimeraz II tarafindan sentezlenen birincil transkriptler (pri-miRNA) genelde
birkag kilobaz uzunlugundadir. Niikleusta Drosha tarafindan pri-miRNA’lardaki bu
sa¢ tokas1 yapisinin kokiiniin kesilmesiyle pre-miRNA’lar olusur. Drosha kofaktori
olan DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS) proteiniyle bir kompleks olusturur.

Ardindan pre-miRNA’lar Exportin 5 tarafindan sitoplazmaya tasiir. Niikleustan



sitoplazmaya olan taginmanin ardindan pre-miRNA’lar Dicer enzimi yardimiyla
kesilir ve bu asamanin sonucunda yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli
miRNA’lar olusur. Ardindan ¢ift zincirli RNA yapist Argonat (AGO) proteinine
yiiklenir ve efektor kompleks olan RISC (RNA kaynakli susturma kompleksi) yapisi
olusur. Bu asamada ¢ift zincirli RNA’nin bir zinciri olgun miRNA olarak AGO
proteinin stiinde kalirken diger zincir yikima ugrar.

miRNA’lar bircok hastaligin teshisi, ilerlemesi ve tedavisi konusunda

potansiyel hedef ve 6nemli biyobelirte¢ adaylar1 olarak goriilmektedir (29, 30).
2.3.1 Ailevi Akdeniz Atesi ve miRNA’lar

Epigenetik faktorler igerisinde siniflandirilan miRNA’lar, ailevi Akdeniz
atesinde goriilen fenotipik heterojeniteyi agiklamaya yardimci faktorlerden biri
olabilir. miRNA’larin degisen ifadesi bir cok otoimmiin ve otoinflamatuvar hastalikta
gosterilmigtir. miRNA’larin hastalik patogenezindeki roliiniin anlagilmasi, tanida
yardimci biyobelirteg olarak kullanilmasinin da Oniinii acgabilir. Ayn1 genotipe sahip
AAA hastalar1 farkli fenotipler gosterebilmektedir. Bu farkliliklar modifiye edici
genlerle, epigenetik faktorlerle ya da ¢evresel etmenlerle agiklanabilir (31).

2016 yilinda Wada ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada 24 AAA
hastasinin ve hastalik kontrolii olarak 8 PFAPA (Periyodik Ates, Aftoz Stomatit,
Farenjit ve Adenit) hastasinin RNA’larindan miRNA’lar1 profillemek amaci ile
mikrodizin ¢aligmalar1 yapilmistir. 24 AAA hastasi ii¢ alt gruba ayrilmistir; A grubu
ekzon 10 mutasyonuna sahip 8 AAA hastasindan, B grubu ekzon 3 mutasyonuna sahip
8 AAA hastasindan, C grubu ise bu ekzonlar diginda mutasyonlara sahip AAA
hastasindan olusmaktadir. Arastirmacilar calismalarinda birden fazla miRNA’nin
ifade motiflerinin alt gruplar1 siniflandirmada kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir. 26
miRNA’nin ifade motiflerini kullanarak AAA hastalar1 ve PFAPA hastalarii %78,1
basart orani ile dogru simiflandirabilmislerdir. 24 miRNA’nin ifade motiflerine
bakilarak yapilan karsilastirma sonucunda AAA alt gruplar1 olan A ve B alt gruplarim
%93,8 basar1 orani ile siiflandirilabilmislerdir. A ve C alt gruplar ise secilen 30
miRNA’nin ifade profili kullanilarak %87,5 basar1 orani ile siniflandirilabilmistir. 25
miRNA’nin ifade motiflerine bakilarak yapilan B ile C gruplar arasindaki
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smiflandirma ise %100 oraninda basarili bulunmustur. Bu ¢alisma miRNA’larin AAA
alt gruplarini ayirmada biyobelirteg islevi gorebilecegini gostermektedir (32).

Yine 2016 yilinda Latsoudis ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada THP-1
hiicrelerinde siRNA araciligi ile MEFV geni susturulmus ve MEFV geni susturulmus
ornekler ile kontrol 6rnekleri arasinda ifadesi degisen miRNA’lar1 tespit etmek amaci
ile mikrodizin c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalar neticesinde ifadesi
degisen 29 miRNA segilmis ve in silico ¢alismalar sonucunda bu miRNA’lardan miR-
378/422a siliper ailesine ait sekiz miRNA’nin birlikte calistyor olabilecegi
gozlemlenmis ve kalan miRNA’lardan potansiyel hedef genlerine gore se¢im
yapilmistir. miR-4520a’nin  mTOR  kompleksi aktivatoriic RHEB (Beyinde
zenginlestirilmis Ras homologu) hedefleyebilecegi tahmin edilmis, daha sonra bu
hedef gen miRNA iliskisi lusiferaz aktivite analizi ile valide edilmistir. Hastalardan
elde edilen monositlerde miR-4520a ifadesine bakildiginda ise hastalarda anlamli bir
artig oldugu goriilmiistiir (33).

2017 yilinda Akkaya-Ulum ve ark. tarafindan miRNA’larin AAA hastalig
patogenezindeki potansiyel rollerini arastirmak ve ifade profillerindeki degisiklikleri
saptamak amaciyla 6 saglikli kontrol, 6 FMF hastas1 (M694V/M694V), 6 hastalik
fenotipi gosteren tastyict (M694V/-), 6 saglikli tagiyict toplam 24 birey ile mikrodizin
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar neticesinde hem homozigot hastalarda
hem de heterozigot hastalarda saglikli bireylere ve saglikli tastyicilara gore ifadesi
degisen toplam 14 miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’lardan DAVID (Database for
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery) analizleri sonucunda
inflamatuvar yolaklarla iliskili hedef genleri oldugu gosterilen dort miRNA hasta
sayisi arttirilarak Kantitatif Ger¢ek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
ile valide edilmistir. Bunun sonucunda saglikli tagiyicilara gore heterozigot hastalarda
let-7d ve miR-574 ifadesinin anlamli olarak arttigi, saglikli kontrollere gore ise
homozigot hastalarda miR-20’a ifadesinin anlamli olarak arttigi miR-197 ifadesinin
anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (34).

2018 yilinda Amarilyo ve ark.’lart M694V homozigot 10 FMF hastasinin, 10
saglikli kontrole gore periferik kanlarinda degisen miRNA ifadesine baktiklari
calismada taranan 103 miRNA’dan 7 miRNA’nin ifadesinin degistigini; 4 artan (miR-
144-3p, miR-21-5p, miR—4454, and miR-451’a) 3 azalan (miR-107, let—7d—5p, and
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miR-148b-3p) olacak sekilde gostermislerdir. Bu miRNA’larin hepsi immiin sistemin
diizenlenmesi ile iligkilendirilmistir (35).

Hortu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, 51 AAA hastasinda ve 49 saglikli
kontrolde daha dnce otoinflamatuvar hastaliklarla iligkisi saptanmis ve immiin cevapta
rolii olan 15 miRNA’nin ifadesi degerlendirilmistir. Bunlardan 11 miRNA’nin ifade
seviyesi hasta grupta saglikli gruba gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. Hasta
gruplar kendi igerisinde incelendiginde ise kolsisin alan hastalarda 5 miRNA’nin
anlaml bir sekilde arttigi 5 miRNA’nin ise anlamli sekilde azaldigi bulunmustur.
Ayrica kontrol grubuna gore karsilagtirma yapildiginda; atak doneminde bulunan
hastalarda 4 miRNA’nin ifadesi, atak doneminde olmayan hastalarda 9 miRNA’nin
ifadesi anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu ¢calisma miRNA ’larin AAA hastalarinda
degisen ifadesini gosteren 6nemli bir ¢aligmadir (36).

2018 yilinda Koga ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada atak ve
remisyon donemlerindeki AAA hastalarinin serumlarindan yapilan mikrodizin
sonuclarina gore atak donemindeki hastalarda miR-204-3p’nin anlamli sekilde
azaldig1 bulunmustur. Yapilan fonksiyonel analizlerle pro-inflamatuvar sitokinlerin
salinimi tetiklendiginde miR-204-3p’nin ifadesinin distiigl, ayrica pre-miR-204-
3p’nin LPS’e maruz kalan hiicrelerde IL-6 ve IL-12p40 {iretiminde anlamli bir diislise
sebep olarak anti-inflamatuvar bir gorev aldig1 gosterilmistir. Ayrica lusiferaz aktivite
analizi sonucunda miR-204-3p’nin PIK3CG’yi (Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-
kinaz katalitik alt birim gama izoformu) hedefleyerek PI3Ky yolaginda yer aldigim
gostermistir (37).

2019 yilinda Demir ve ark. tarafindan 30 pediatrik FMF hastasinin ve 30
kontroliin periferal kan 6rnekleri kullanilarak atak ve remisyon donemlerinde miRNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Atak ve remisyon donemlerinde ifadesi bakilan 4
miRNA’dan (miR-16-5p, miR-155-5p, miR-204-5p, miR-451-5p) 155-5p’nin ve 204-
S5p’nin remisyon donemindeki hastalarda kontrol grubuna goére anlamli derecede
degistigi bulunmustur (38).

2021 yilinda Karpuzoglu ve ark. tarafindan pyrinin apoptozda bir rolii oldugu
hipotezinden yola cikarak apoptozla iligkili 33 miRNA’nin ifadesine 191 AAA
hastasinda 31 saglikli kontrole gore bakilmistir. Bu 33 miRNA’dan 26 tanesinin FMF

hastalarinda degistigi gozlemlenmistir. Degisen miRNA’larin  19’unun ifadesi
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artmakta iken 7 tanesinin ifadesi azalmaktadir. Arastirmacilar bu c¢alismanin
sonucunda AAA hastalarinda ifade degisikligi gosteren miRNA’larin AAA
patogenezinde apaptoz ile iliskili olabilecegini 6ngérmektedir (39).

2021 yilinda Akkaya-Ulum ve ark. tarafindan yapilan calismada ise daha
onceki calismalarda klinik seyri daha agir olan AAA hastalarinda anlamli bir sekilde
azaldig1 belirlenen miR-197-3p’nin monositlerde, sinoviyal fibroblastlarda ve
makrofajlarda yapilan fonksiyonel analizlerde anti-inflamatuvar etkisi gosterilmistir.
Ayni calismada ayrica miR-197-3p’nin, IL1R1’i (Interlékin 1 Reseptdr Tip 1)
hedefledigi lusiferaz assayle gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda miR-197-3p’nin
AAA hastalarinda patogeneze etki edebilecek, inflamatuvar siireglerde énemli bir

miRNA oldugu gosterilmistir (40).
2.3.2. Ila¢ Direnci ve miRNA’lar

llaglar ile tedavi yaklasiminda, terapiye basladiktan bir siire sonra ilacin
etkinliginde diisiis veya ilaca kars1 yetersiz cevap goriilmektedir. Bu durum ila¢ direnci
olarak adlandirilmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde goriillen bu durum ciddi
problemlere sebep olabilmektedir. Kanserde goriilen ila¢ direnci dogal olarak veya
edinilmis olarak ger¢eklesmektedir. Dogal ilag direnci tedaviden once de mevcuttur.
Edinilmis ila¢ direncinde ise genomik instabiliteden dolay1 heterojenik bir yapi
gosteren kanser hiicrelerinde ilaca karsi farkli duyarlilik oranlarinin olmasi ve ilaca
karsi en az duyarli olan hiicrelerin pozitif segilim yolu ile segilmesi s6z konusu
olmaktadir (41).

Yeterli biyoyararlanimin olmamasi, ilacin hiicre digina atilimindan (efflux)
sorumlu pompalarin artan ifadeleri veya ila¢ hedefinde olan genlerde meydana gelen
degisiklikler ile aciklanabilmektedir (42). ilag direncinin gelismesinde efflux
pompalarinda meydana gelen degisikliklerin yanisira ilag metabolizmasindan sorumlu
genlerde meydana gelen degisimlerin ya da DNA onarimu siireclerindeki ve enerji
programlanmasindaki aksakliklarin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ila¢ direnci
durumunda ilaglarin emilim, salinim, atilim ve metabolizmasindan sorumlu genlerde
(ADME) yani farmakokinetik 6zelliklerinde degisiklikler oldugu goriilmektedir (43).
miRNA’larin ilag cevabinda 6nemli bir rolii olabileceginin 6grenilmesi ile

miRNA’larin ilag direncindeki olas1 etkilerine yonelik calismalar artis gostermistir.
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(Xie,2019) Ila¢ direnci konusunda oldukga bilinen bir etkiye sahip genlerden biri
ABCB1 (ATP baglayici kaset alt ailesi B iiyesi 1) diger bilinen adlartyla MDR1 (¢oklu
ilag direng geni 1) ya P-glikoprotein (P-gp)’dir. P-gp ilaglarin hiicre disina atiliminda
rol alan bir ATP ile ¢alisan efflux pompast olarak islev gostermektedir. Ilag direnci ve
miRNA’lara iliskin ilk ¢aligmalar miRNA’larin bu gen iizerindeki etkisini gdsteren
calismalardan olusmaktadir (42).

Meme kanserininin tedavisinde kullanilan doksorubisin ilacina meme kanseri
hiicrelerinin siklikla direng gelistirdigi bilinmektedir. Kovalchuk ve ark., 2008 yilinda
doksorubisin diren¢li MCF-7 (meme kanseri hiicreleri) hiicre hattinda yaptiklari
calismalarda miRNA’larin diren¢ lizerindeki roliinii arastirdiklar1 bir calismalari
bulunmaktadir. Arastirmacilar direncli hiicre hattinda miRNA profilinin degistigini ve
ifadesi degisen miRNA’lardan biri olan miR-451°in MDR1 geninin ifadesini
etkileyerek ila¢ direncine katkida bulundugunu gostermistir. Direngli hiicre hattina
miR-451 transfekte edildiginde hiicreler doksorubisin duyarli hale dondiigiini
gostermiglerdir. (43).

Yine meme kanseri tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan fulvestranta hastalarin
zaman igerisinde direng gelistirdigi bilinmektedir. Xi Rao ve ark. tarafindan yapilan
calisma sonucuna gore ise fulvestrant direngli hiicre hatlarinda miR-221/222’nini
ifadesi artmakta, artan miR-221/222 ifadesi de daha oOnce ilag direnciyle
iligkilendirilmis yolaklarda diizensizlige neden olmaktadir (44).

Kolsisin, AAA hastalig1 tedavisinde etkinligi saptanmis giivenilir ve sik
kullanilan bir ilactir. Hastalarda atak sayisini ve ciddiyetini azaltti§i ve amiloidozisi
engelledigi gosterilmistir. Kolsisin tolere edilebilen dozlarda oldukga etkili bir ilag
olmasma ragmen AAA hastalarinin %2-5’inin kolsisin direncli oldugu rapor
edilmistir. Kolsisin direnci, tolere edilebilen en yiiksek doz alindig1 halde devam eden
hastalik aktivitesi,alti aydan uzun bir siire ayda bir kere ya da daha fazla sayida atak
varlig1 ve ataklar arasinda artan CRP ve SAA seviyesi varligi ile tanimlanabilir (2).
Kolsisinin terapotik dozlarda uygulandiginda ila¢ uygulamasindan sonra hizla
plazmadan ayrildigi bilinmektedir. Kolsisinin viicuttan atilimi ise esas olarak
bagirsakta safra aracili atilim olarak ya da dogrudan atilim seklinde gerceklesmektedir.
Ayrica, bir kisminin idrar yoluyla degisken konsantrasyonlarda atildigi bulunmustur.

Bu caligmalar bobrek ve safra yollar1 aracili atiliminin oldugunu diisiindiirmektedir
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(45, 46). Hastalarda jejunum ileum fonksiyon bozuklugu oldugu durumlarda yiiksek
kolsisin dozlarinin absorbsiyonunda problemler oldugu goriildiigii i¢in, emiliminin
esas olarak jejunum ve ileumdan gerceklestigi tespit edilmistir (47). ilk kolsisin
uygulamasindan sonra l6kositlerde tespit edilen yiiksek kolsisin konsantrasyonu ve
kolsisinin plazma konsantrasyonundaki Onemli azalmanin, ilacin ldkositlerde
birikmesi ve safra yollarindan atilimindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (48).

Kolsisinin en yiiksek yilizdesi metabolize edilmemis halde kalsa da daha kiigiik
bir kismi karacigerden atilmadan 6nce NADPH ve oksijen varliginda demetilasyona
ugramakta ve iki metabolit, 3-demetilkolsisin (3DMC) 2-demetilkolsisin (2DMC)
olusmaktadir (49). CYP3A4 (Sitokrom P450 3A4) ile iligkili metabolitlerinin miktari
kolsisin ile tedaviden sonra hepatik mikrozomlarda gosterildigi igin CYP3A4’{in
kolsisin metabolizmasindan sorumlu ana izoform oldugu gosterilmistir (50). Kolsisin
atilimina ise ¢oklu akis pompalarinin dahil oldugu diisiiniilmektedir. Hem ABCB1 hem
de MRP2 (¢oklu ila¢ direnci iligkili protein 2) inhibitorleri kolsisinin bagirsak
gecirgenligini etkilemektedir. Bu iki tasiyicinin birlesik etkisi, kolsisin taginmasina
aracilik ediyor gibi gériinmektedir (51). ABCBL1’in asir1 ekspresyonu, bir akis pompasi
islevi gordiigiinden ilag direncine yol agabilmekte ve artan ilag akisi, hiicre igindeki
ila¢c konsantrasyonunda bir azalmaya neden olabilmektedir. Kolsisinin direnci diger
ilaglarla da iliskili olabilmektedir (52). ABCB1’de gozlenen polimorfizmler de P-
glikoprotein ~ ekspresyonunu  degistirebileceginden  kolsisinin  etkilerini
degistirebilmektedir (53).

Kolsisin esas olarak karaciger yoluyla atildigi i¢in, karaciger veya bobrek
fonksiyon bozuklugu olan hastalar 6nemli yan etkilere maruz kalabilmektedir. Bu
hastalarda doz cok dikkatli ayarlanmalidir. Kolsisin metabolizmasi esas olarak
CYP3A4 araciligiyla gergeklestiginden, klaritromisin, eritromisin, ketokonazol gibi
CYP3A4 inhibitorleri kolsisin birikimine ve toksik yan etkilere neden olabilmektedir.
Ayrica, kolsisin ile etkilesime girdigi bildirilen P-gp inhibitorleri de ciddi yan etkilere
sebep olabilmektedir (54) (55)
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2.4. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi Amaci ile Kullanilan
Biyoinformatik Araglar

Bir¢ok oOnemli biyolojik siirecte rol olan miRNA’larin hedef genlerinin
tanimlanmas1 bu miRNA’larin islevlerinin anlasilabilmesi acisindan oldukga
onemlidir. Fakat bu miRNA-hedef gen iliskisinin dogrulanmasi zaman alict ve
maliyetlidir. Bu siirlamalar sebebiyle miRNA-hedef gen iliskisini tahmin etmeye
yonelik birgok uygulama bulunmaktadir. Bu uygulamalar potansiyel miRNA
hedeflerinin daha sonrasinda deneysel olarak dogrulanabilmesi i¢in hedef daraltmaya
yardimc1 olmaktadir. Potansiyel hedef genleri bulmak i¢in farkli yaklagimlar gelistiren
uygulamalar mevcuttur (56). Bu uygulamalarda potansiyel miRNA hedeflerini tahmin
etmek i¢in farkli algoritmalar kullanilmaktadir. Birgok uygulama miRNA-hedef gen
iliskisini tahmin ederken miRNA’larin tohum (seed) bolgesinin mRNA’lerin 3’UTR
ile komplementar olup olmadigina bakmaktadir. PicTar, PITA, RNAhybrid, miRU bu
yontemle miRNA-hedef gen iliskisini tahmin eden uygulamalardan bazilaridir. Bazi
uygulamalarin algoritmalarinda mRNA’larin 5> UTR ya da kodlayan diziler de
baglanma bolgesi potansiyel baglanma bolgesi tahminlerine dahil edilmektedir. Fakat
tek basina bu komplemanterlik miRNA-hedef gen iliskisini belirlemede yeterli
degildir. miRNA ve hedef bolgesi arasinda tam komplementerlik olmadig: fakat
miRNA’nin hedef genin translasyonunu baskilayarak ifadesini etkiledigi durumlar
mevcuttur. DIANA tools algoritmasi igerisinde bu da goz 6niinde bulundurulmaktadir.
MiRNA-hedef gen baglanmanin gerceklesmesi igin gerekli serbest enerji ne kadar
diisiikse RNA-RNA baglantis1 o kadar gii¢lii bir sekilde gergeklesmektedir. Birgok
uygulama bu enerjiyi Olcen paketler kullanmaktadir, bunun yanisira PITA gibi
programlar serbest enerjiyi mRNA’nin 3’UTR bolgesinin ne kadar ulasilabilir
oldugunu hesaplamak i¢in de kullanmaktadir. Bunlara ek olarak baglanti bolgesinin
tirler arasindaki korunma durumu ve miRNA’larin 3’ ucundaki 13-16 niikleotid
arasindaki bolge de bu bolgedeki bir komplemanterlik 3’UTR’deki uyumsuzlugu telafi
edebilecegi icin, algoritmalara dahil edilmektedir. TargetScan, PicTar, PITA,
RNAhybrid, miRU, 15iranda, DIANA Tools potansiyel miRNA hedef genlerini

bulmak i¢in gelistirilen uygulamalardan bazilaridir (57).
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2.5. Hedef Genleri Arastirma Amaci ile Kullanilan Metin Madenciligi

Uygulamalar

Bilimsel literatiir bir arastirma konusuyla iligkili elde edilen yeni verilerin ve
hipotezlerin paylasildigi ana merkez konumundadir. Fakat 6zellikle biyomedikal
arastirmalar konusundaki literatiir genisledik¢e arastirilan konuyla iliskili bilgileri
bulmak ve bilimsel bilgi pargalar1 arasindaki baglantiyr ¢ikarmak zorlagmaktadir.
Metin madenciligi metinlerden bilimsel bilginin kesfini ve ¢ikarilmasini igerir ve farkl
yayinlardan c¢ikarilan bilgilerin birlestirilmesiyle yeni hipotezler olusturulmasina
kadar farkli bilimsel ¢iktilar olusturabilir (61).

Bu tez c¢alismasinda, mikrodizin sonuglarina gore kolsisin direngli hasta
grubunda anlamli degisimi gosterilen miRNA’larin da ilag direnciyle ve inflamasyonla
iligkili diger mekanizmalar iizerinden diren¢ gelisimine katki sagliyor olabilecegi
disiiniilmistiir. Bu kapsamda, hastalarda ifadesi degisen miRNA’lar muhtemel hedef
genlerinin gorev aldiklar1 yolaklara gore siniflandirilms, ilag metabolizmasi ve direnci
ile ilgili yolaklarda rol alan miRNA’lar secilmistir. Bunlarin ifadesi qQRT-PCR ile test
edilmistir. Literatiirden ve mevcut gen listelerini iceren kaynaklardan yararlanarak
hem inflamasyon hem de ila¢ direncinde gorev alan genleri igeren gen listeleri
olusturulmustur. ifadesinde anlamli degisim saptanan miRNA’larin bu gen listeleri
igerisinde bulunan muhtemel hedef genleri incelenmistir. Bu hedef genler kolsisin
metabolizmasindaki olasi rollerine gore degerlendirilmis bu listelerden bazi genlerin
ifadesi hastalarda analiz edilmistir. Ayrica secilen miRNA’larin ve muhtemel hedef
genlerinin ifadesi kolsisin direngli hastalara ek olarak kolsisin direngli hiicre hattinda

da degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler

3.1.1. RNA izolasyonu, Total Kandan miRNA izolasyonu ve cDNA

Sentezi

o PAXgene Blood miRNA Kit (Qiagen)TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (ABI)
o QuantiTect Reverse Transcription Kit (50 rxn) (Qiagen)
Rneasy Protect Cell Mini Kit (50 rxn) (Qiagen)

3.1.2. miRNA’lar ve mRNA’lar icin Kantitatif Ger¢ek-Zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

o TagMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri (miR-183, miR-15b-5p, miR-
125a-5p RNU48)

. TagMan® Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG (ABI) Kit

o Promega GoTaq® Master Mix

3.2. Yontemler
3.2.1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Daha 6nceki ¢alismalarimiz kapsaminda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Eriskin Romatoloji Boliimii ve Hacettepe Universitesi lhsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi Pediatri Anabilim Dali Romatoloji Boliimii tarafindan kanlar1 toplanan
hastalarin yaslari, tan1 aldiklar1 yaslar, kullandiklar1 ilaglar (dozlariyla birlikte) ve
otoinflamatuvar hastalik aktivite indeksleri (AIDAI) not edilmistir. Bu hastalardan 6
kolsisin direngli 6 kolsisin duyarli hasta kullanarak ¢alisma gruplar1 olusturulmustur.
Bu ¢alisma kapsaminda RNA’lar1 kullanilan kolsisin direngli AAA 6 hastasinin klinik
bilgileri Tablo 3.1°de kolsisin duyarli 6 AAA hastasinin klinik bilgileri tablo 3.2°de

Ozetlenmistir.
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3.2.2. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi

Laboratuvarimizda daha oOnce tamamlanan projelerimizden elde edilen
mikrodizin verilerinin MeV 4.9.0 — (Multiple Experiment Viewer) programi
kullanilarak yapilan analizlerde kolsisin direngli AAA hastalarinda ifadesi en az iki
kat artan veya azalan 25 miRNA tespit edilmisti. (p degeri <0,05). Belirlenen bu 25
miRNA’nin hedef gen ve miRNA iligkisi miRWalk 2.0 veritaban1 kullanilarak
incelendi. Bu veri tabaninda 12 farkli veritabaninin miRNA-hedef gen iliskisine
yonelik tahminleri bulunmaktadir. Bu iliskiler miRWalk, mirRDB, PITA, MicroT4,
miRMap, RNA22, 20iranda, miRNAMap, RNAhybrid, miRBridge, PICTAR2 ve
Targetscan veri tabanlarindan elde edilmistir. miRWalk veritabanininda miRNA’lar
icin yapilan aramalar sonucunda en az alt1 farkli veritabani tarafindan o miRNA’nin
hedef gen olarak tahmin edilen genler ile miRNA’larin olas1 hedef genlerini igeren
listeler olusturuldu. Ayrica miRNA-hedef gen iliskilerini gosteren miRTarBase veri
tabaninda bulunan hedef genler eger onceki listede bulunmuyorlarsa bu listelere
eklendi.

e miRWalk; miRNA’larin hedef genlerini sadece 3° UTR’larina baglanarak
degil ayn1 zamanda 5° UTR’larina aminoasit kodlayan bolgelerine ya da promotor
bolgelerine baglanarak da hedefleyebildigi gosterilmistir. miRWalk sadece 3 UTR’a
yonelik bir miRNA-hedef gen iliskisini degil diger bolgelerdeki miRNA baglanma
bolgelerini de tespit etme amagli kapsayict bir veritabanidir. (58) miRWalk 2.0
tahmin edilen ve deneysel olarak valide edilmis miRNA-hedef gen iliskilerinin
bircoguna ulagsmaya imkan saglayan kapsayici bir arsiv niteligindedir. Varolan
MiRNA-hedef gen kaynaklarindan tahmini veri setlerini birlestirerek bir miRNA’nin
bir genin tiim bolgeleriyle olasi etkilesimlerini tahmin etmeyi amaglamaktadir (59).
miRWalk bilinen insan, fare, sican, kopek ve inek genlerinin tahmin edilen ve valide
edilmis miRNA baglanma bolgelerini igeren agik kaynakli bir platformdur. miRWalk
miRNA hedef bolgelerini tahmin etmek igin rasgele-orman-bazli yaklagim yazilimi
TarPmiR’1 kullanmaktadir. Bunun yanisira bagka veri tabanlarindaki tahmin edilen ve
valide edilmis miRNA-hedef gen iliskilerine de bu veritabam1 iizerinden

erigilebilmektedir (57).
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emiRTarBase; miRTarBase valide edilmis miRNA-hedef gen etkilesimlerine
dair kapsamli bilgi saglayan bir veri tabanidir. Veritaban1 2020 itibariyle 11,021
makaleden maniiel olarak elde edilmis 13,404 ten fazla miRNA-hedef gen iliskisini
icermektedir (60).

3.2.3. Belirlenen Hedef Genlerin ve miRNA’larin lac¢ Direnci ve

Inflamasyonla iliskilerine Gére Simflandirilmalari

Kolsisin direngli hastalarda ifadesi degisen miRNA’larin potansiyel hedef
genlerinin inflamasyon ve ila¢ direnci ile iliskilerini belirlemek i¢in inflamasyon ve
ilag direnci ile iligkili genlerin ayr1 ayr1 listesi olusturuldu. Daha sonra bu iki listede
ortak olan genler tespit edilerek hem inflamasyonla iligkili hem de ilag¢ direnci ile
iligkili genler belirlendi. Bu genlerden miRNA’larin potansiyel hedef genleri arasinda
olanlar literatiir aramalar1 icin listelendi. Inflamasyonla iliskili bir liste olusturmak icin
IRIS veri tabanindaki genler ve Matthew J. Loza ve ark. tarafindan hazirlanan
inflamasyonla iliski genler (64) birlestirilerek bir liste olusturuldu. Ayni sekilde,
PharmaADME veritabaninda ilag direnciyle, ilag metabolizmasiyla ve ilag
tutunmasiyla iliskilendirilen genler, DMET™ (Drug Metabolizing Enzymes and
Transporters Plus Panel-Thermo Fisher) ve miRTarBase veritabanindaki ilag

metabolizmasiyla iligkili genleri kullanarak ikinci bir liste olusturuldu.

3.2.4. Hedef Genler icin Metin Madenciligi Uygulamalar1 Kullanarak

Literatiir Aramasi Yapilmasi

Kolsisin direngli hastalarda ifadesi de§isen miRNA’larin ila¢ direnci ve
inflamasyonla iligkili hedef genlerinin kolsisin direnci ile iliskili olup olamayacaginin
belirlenmesi igin bu genlerle iliskili literatiir aramalar1 yapildi. Bu genlerin ilag direnci
ve inflamasyonla iliskilerini anlamak igin BioTextQuest+, Chilibot, Illumina
BaseSpace Correlation Engine gibi metin madenciligi uygulamalarindan yararlanildi.

e BioTextQuest; PubMed’te bulunan makale kiimelerindeki 6nemli terimlerin
kesfini saglayan bir metin madenciligi sistemidir. BioTextQuest+’te kavram tabanl
bir kiimeleme sistemi kullanilmaktadir. Bunun i¢in biyomedikal terimleri dnemlerine
gore ayiklayan ve bu terimleri benzerliklerine gbére gruplandiran bir prototip olan

TextQuest+ baz alinmaktadir (62). Orijinal prototipe ek olarak BioTextQuest+
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opsiyonel olarak Lovins govdeleme algoritmasinin kullanimini, farkli kiimeleme
algoritmalarinin se¢imini ve interaktif bir sekilde tekrar analizini miimkiin kilar. Bu
sistem sayesinde literatiir ¢iktilar1 belirli anlamli terimler agisindan gruplandirilarak
belge kiimeleri ile 6zetlenebilir. Bu sistem sayesinde yapilan aramayla iliskili kavram
iligskilendirilmesi ve hipotez tiiretimi yapilabilir. Sonuglar etiket bulutu tabanli
illistrasyonlar seklinde goriintiilenmektedir, bu illiistrasyonlarda kiime icerisinde o
terime sahip belgelerin oranina bagli olarak terimin boyutu degisir (63).

e Chilibot; aranilan terimlerle iligkili ciimleleri PubMed literatiir veritabaninda
bulunan makale 6zetlerinden metin madenciligi ile ¢ikaran 6zellesmis bir arama
yazilimidir. Bu yazilim sayesinde kullanici aradigi her iki terimi de igeren climlelere
ve bu climlelerin gectigi bilgilere dogrudan ulagim saglayabilir, bu iliskiler genler
proteinler ya da ilgilenilen baska anahtar kelimeler ile ilgili olabilir. Chilibot’ta
biyolojik kavramlar arasinda iliski aglar1 olusturmak icin dogal dil isleme tabanli bir
metin madenciligi yaklasimi kullanilmaktadir. Chilibot’ta arama yapmak ig¢in
gen/protein sembolleri ya da anahtar kelimeler olmak tizere iki tiir terim kullanilabilir
(64).

e lllumina BaseSpace; iriinliniin literatiir aramalari uygulamasi herkes
tarafindan kullanima agiktir. Bu literatiir uygulamasini kullanarak bir anahtar kelime
girildiginde kullanic1 anahtar kelimeyle uygunluk sirasina gére makalelerde gegen
terimlere etiket bulutu yaklagimi ile ulasabilmektedir. Daha sonra bu terimlerin
bulundugu makalelere yine uygulama iizerinden ulagim saglanabilir. Kullanict hangi
tir etiketlerin bu etiket bulutunda goziikmesini istedigini terimleri filtreleyerek
segebilir. Ornegin sadece bir fenotipi ya da hastaligi filtreleyerek aranilan anahtar
kelimeyle iliskili terimler bu hastalik ya da fenotip 6zelinde daraltilabilir. Ayrica
anahtar kelimenin aramasinin yapildigi literatiir yaymlanma yili, hangi dergide

yayinlandi81 ve yayin tiirii secilerek daraltilabilmektedir.
3.2.5. Total Kandan miRNA izolasyonu

Bir gece dnceden oda sicakliginda bekletilmis PAXGene Blood RNA tiipleri 10 dk
3850 g’de santrifiij edildi.

Sivi faz (stipernatant) dokiildi, pellet 4 ml Rnase icermeyen suda ¢ozdiiriildii.
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Cokelti (pellet) ¢oziilene kadar vortekslendi daha sonra 15 dk 3850 g’de santrifiij
edildi, s1v1 faz dokiildi.

Pellete 350 uL BM1 ¢klendi. Pellet tamamen ¢oziilene kadar vortekslendi.
Ornekler 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1 daha sonra iizerine 300 uL
BM2, 40 uL proteinase K cklendikten sonra elle karistirildi. 15 dk 55°C
hibridizasyon firininda karistiricinin tizerinde inkiibe edildi.

Ornekler PaxGene Shredder Spin Column’a aktarildi, kolonlarm altina 2 mL’lik
ependorflar konuldu. 4 dk 15.000 g’de santrifiij edildi.

Alttaki tiipte kalan su yeni bir 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tlipiine aktarildi.

700 pL isopropanol eklendi, vorteksleyerek karistirildi.

700 pL tirtin PaxGene RNA spin colomn’a yerlestirildi, altina 2 mL’lik ependorf
konuldu. Kapagi kapatildi ve 15.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Altta kalan siv1
¢cOpe dokiildii.

Kalan iiriin de kirmizi kolona konuldu, 15.000 g’de 1 dk santrifiij edildikten sonra
altta kalan s1vi ¢ope dokiildii.

350 uL BM3 RNA spin kolona eklendi, 30 sn 15.000 g’de santrifiij edildi. Altta
kalan s1v1 ¢ope dokiildii.

Her bir 6rnek i¢in 10 uL Dnase | ve 70 uL RDD buffer bir PCR tiipiinde
karistirildi. Yuvarlagin tam ortasina gelecek sekilde kolona eklendi.

15 dk beng tizerinde inkiibe edildi.

Kolona 350 pL BM3 eklendi. 30 sn 15.000 g’de santrifiij edildikten sonra altta
kalan s1v1 dokiiliip alta yeni bir tiip yerlestirildi.

500 uL. BM4 kolona eklendi. 15.000 g’de 30 sn santrifiij edildi. Altta kalan s1v1
dokiildii.

Tekrar 500 uL. BM4 kolona eklendi. 15.000 g’de 3 dk santrifiij edildi Altta kalan
s1vi ¢ope dokiildii.

Kolon yeni bir tlipe yerlestirildi agz1 agik bir sekilde 2 dk 15.000 g’de santrifiij
edildi. Altta kalan s1v1 dokiildii ve alta yeni bir ependorf eklendi.

55 °C de sitilmig 55 pLL Rnaz igermeyen su halkanin tam ortasina denk gelecek
sekilde kolonlara eklendi. Ornekler 9 dk beng iizerinde bekletildiler. Daha sonra
4 dk 15.000 g’de inkiibasyon gerceklestirildi.
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e RNA konsantrasyonlar1 Nanodrop ND-1000 ile 6lgiildiikten sonra kullanima
kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.6. Total RNA izolasyonu

e  Hiicreler RNA protect icerisinde oda sicakligina getirildi ve iyice vortekslendi.

e  Hiicreler 10.000 rpm’de 6 dk 23 °C’de santrifiij edildi.

e  Sivifaz atildi

e 350 mL RLT Plus Buffer eklendi ve bir dakika vortekslendi. Ardindan drnekler
gDNA Eliminator Mini Spin Columns 50’e konuldu.

o 15.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

e  Kolonlar atild1.

e 350 uL %70 Ethanol eklendi.

e Ornekler Rneasy Mini Spin Column’a aktarild.

o 15.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

e  Tiipiin altindaki s1v1 ¢ope dokiildii ve yeni tiip alind1.

e Omneklerin iizerlerine 700 uL RW1 eklendi.

e  15.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Tiipiin altindaki sivi ¢cope dokiildii.

e 500 uL RPE eklendi.

e  Tekrar 15.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Tiipiin altindaki siv1 ¢ope dokiildii.

e 500 pL RPE eklendi. 15.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. 15.000 rpm’de 1 dk
santrifiyj edildi.

e  Tiipler 1 dk kapaklar1 acik sekilde bos ¢evrildi.

e Altkisim atildi, kolonlar 1.5 mL’lik ependorf tiiplerinin iistlerine yerlestirildi.

e  Kolonlarin tam ortasindaki daireye gelecek sekilde 20 pL Rnaz icermeyen su
eklendi ve 5 dk bekletildi. Ardindan 4 dk 15.000 rpm’de santrifiij edildi.

e  RNA konsantrasyonlart Nanodrop ND-1000 ile olgiildiikten sonra kullanima
kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.7. miRNA’lar i¢in cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI)
kullanildi, sentez 5 ng/ul’e dilue edilmis RNA’lar kullanilarak yapildi. Referans
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primeri olarak segilen Small Nucleolar RNA, C/D Box 48 (RNUA48) ile her seferde iki
miRNA olacak sekilde primer havuzu hazirlandi. RT-primer havuzu, 10x RT tampon,
RNAZz inhibitorii, 100 mM dNTP, Reverse Transcriptase ve RNAz i¢cermeyen suyla
birlikte reaksiyon karigimi hazirlandi. Hazirlanan karisimdan her bir 6rnek i¢in 13 uL
kullanild1 ve tizerlerine 2 uL RNA (10 ng) eklendi. Hazirlanan &rnekler uygun
reaksiyon kosullar1 ayarlandiktan sonra polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase

chain reaction-PCR) cihazina yerlestirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra hazir

cDNA ornekleri seyreltilmeden -80’e konularak muhafaza edildi.

Primer Havuzu Hacim (ul)
miR-125a-5p 10 pl
miR-183-5p 10 pl
RNU48 10 pl
RNAz igermeyen dH>O 970 pl
Toplam hacim 1000 pl
Primer Havuzu Hacim ( pl)
miR-15b-5p 10 pi
miR-125a-5p 10 ul
RNU48 10 pl
RNAz igermeyen dH.O 970 pl
Toplam hacim 1000 pul
Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu 1 rxn (ul)
10X RT Buffer 1,5 ul
Rnase ihibitor 0,19 pl
100 mM dNTP 0,3 ul
Reverse Transcriptase 3,9 ul
RT Primer Pool 26 ul
RNAZz Icermeyen Su 78 ul
Toplam hacim 39.13 ul

Reaksiyon Kosullari

16 °C 30dk

42 °C 30dk

85°C 5dk

4°C oo
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3.2.8. miRNA’lar icin qRT-PCR

Bir onceki asamada 6 iyi gidisli, 6 koti gidisli hastanin ¢cDNA ¢evrimi
yapildiktan sonra, her biri i¢in uygun TagMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri
ile miR-15b-5p, miR-183-5p, miR-125a-5p ve RNU48 primerleri ve TagMan®
Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG (ABI) kiti kullanilarak Kantitatif

Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu gerceklestirildi.

gRT-PCR reaksiyonu 1 rxn (ub)
TagMan® Universal PCR Master Mix 10 ul
TagMan® MicroRNA Assay (20X) 1 ul
dH20 7.5 ul

3.2.9. mRNA’lar icin cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in QuantiTect Reverse Transcription Kit (50 rxn) (Qiagen)
kullanildi, sentez i¢cin RNA’lar toplam RNA miktar1 12 pl ‘de 500 ng olacak sekilde
RNAz icermeyen su ile dilue edildi. Her bir 6rnek igin 12 ul’lik RNA ve su karisimina
2 ul gDNA wipeout eklendi.

Mix 1
Reaksiyon Karisimi 1 rxn (pl)
RNA ve RNAz igermeyen dH20 12 ul
gDNA wipeout 2 ul

Toplam 14 ul olacak sekilde hazirlanan 6rnekler 42 °C’ de 5 dk inkiibe edildi.

Reverse Transkripsiyon Reaksiyonu 1 rxn (ul)
Reaksiyon Tamponu (7x) 4 ul
Reverse Transcriptase 1 ul
Primer (0.5 pl) 1wl

Reaksiyon sonrasinda 6rnekler dogrudan buza alindi. Reaksiyon tamponu,
reverse transcriptase ve primer kullanilarak bir reaksiyon karigimi olusturuldu.

Hazirlanan reaksiyon karisimindan her bir 6rnek iizerine 6 pl eklendi.
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Ardindan 6rnekler;

42 °C’ de 30 dk

95 °’de 5 dk

Inkiibe edildi. Reaksiyonun ardindan ¢cDNA’larm iizerine 60 pl su eklenerek

1:4 oraninda dilue edildi.
3.2.10. mRNA’lar i¢cin qRT-PCR

Aday hedef genlerin ifade analizi i¢in qRT-PCR reaksiyonu gergeklestirildi.
Aday hedef genler olarak segilen PPARa, NR3C1, NFKB1 primerleri bu genlerin
ifadesini kot gidisli ve iyi gidisli hastalarda analiz etmek i¢in kullanildi. GAPDH ise
gen ifadesini normalize etmek i¢in kullanildi. PPARa, NR3C1, NFKB1, GAPDH hedef
genlerini ¢ogaltmak i¢in her biri kendi dizilerine gore tasarlanmis forward ve reverse
primerler, Promega GoTaq® Master Mix ve su kullanilarak her bir gen igin ayri
reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon BioRad 1Q5 cihazinda gergeklestirildi, her
ornek 3 teknik replika olacak sekilde ¢aligildi.

gRT-PCR reaksiyonu 1 rxn (ul)
2x Promega Master Mix 5ul
Forward Primer 0.4 ul
Reverse Primer 0.4 ul
Distile su 2.2 ul

Toplam reaksiyon karigimi: 8 pl
cDNA: 2 ul
Toplam karigim miktari: 10 pl

3.2.11. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

miRNA’larin ifadesini belirlemek i¢in RNU48, mRNA’larin ifadesini
belirlemek igin GAPDH referans gen olarak kullanarak gen ifadesi normalize edildi.
282 yontemi kat degisimlerini ile hesaplamak icin kullamild: ve kat degisimlerinin
grafikleri GraphPad Prism 5.0 kullanilarak olusturuldu ve istatistiksel analiz yapildi.
Kat degisimlerinin anlamli olup olmadiginin incelenmesi igin Mann-Whitney U ve
unpaired t-test yapildi. Bu testlere gore p degeri 0.05’ten kiigiik olan sonuglar anlaml

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tla¢ Direnci ve inflamasyonla liskili miRNA’lar ve Hedef Genlerin

Belirlenmesi

Grubumuzun daha oOnce gorev aldigt ERA-NET (Otoinflamatuvar
Hastaliklarda Kisisellestirilmis Molekiiler Tip I¢in Klinik ve Deneysel Calisma:
Modifiye edici Faktorlerin Rolii) kapsaminda yapilan mikrodizin ¢aligmalarinda elde
edilen ham veriler daha sonra grubumuzun TUBITAK 1001 (Ailevi Akdeniz Atesi
(AAA) Hastalarinda Saptanan miRNA’larm ila¢ Direnci Uzerindeki Etkilerinin
Arastirillmasi) projesi dahilinde MeV programi kullanilarak kolsisin direngli ve
kolsisin duyarli AAA hasta gruplar1 arasinda tekrar analiz edilmistir. Bu tez
calismasinda MeV programu ile yapilan analiz sonucunda ifadesi en az 2 kat degisen
miRNA’larin miRWalk 2.0 ve miRTarBase veritabanlar1 araciligiyla olas1 ve bilinen
hedef genleri arastirilmustir. ilgili calismalar1 igeren is akis semasi Sekil 4.1°de

verilmigtir.
4.1.1. ilac Direnci ve Inflamasyonla fliskili miRNA’lar

Bu asamada miR-6756-5p, miR-6747-3p, miR-6776 ve miR-6894-3p’nin
hedef genleri en fazla 4 farkli veritabani tarafindan tahmin edilmis oldugu i¢in bu
miRNA’larin hedef gen listeleri olusturulamamaistir. Genevenn programi kullanilarak
ila¢ metabolizmasi ile iligkili gen listesi ve hedef gen listelerinin ortakligina bakilmus,
boylece her bir miRNA’nin olas1 hedef genleri igerisindeki ilag metabolizmasi ile
iligkili genler saptanmistir. Bu miRNA’lardan miR-937-5p ve miR-1247-3p ilag
metabolizmasi ile ilgili sadece bir adet olas1 hedef gene sahip oldugu, miR-3620-5p
ise ila¢ metabolizmasi ile ilgili olas1 hedef gene sahip olmadig1 i¢in yolak analizleri
gerceklestirilememistir. Geri kalan 17 miRNAnin hedef genleri i¢in enrichr araciligi
ile KEGG yolak analizi ger¢eklestirilmistir. Bu miRNA’lardan sayica en fazla ilag
metabolizmast ile iligkili olasi geni hedefleyen ve bu genlerin yolak analizleri
sonucunda ksenobiyotiklerin Sitokrom P450 aracili metabolizmasi, ABC tasiyicilari,
ilag metabolizmasi ve ilag direnci ile iligkili yolaklarin iist siralarda oldugu miRNA’lar

(miR-183-5p, miR-125a-5p, miR-15b-5p) daha sonraki agamalarda ifade degisimlerini
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valide etmek icin se¢ilmistir. Secilen iic miRNA’nin ilag direnci ile iliskili olas1 hedef

genleri Cytoscape programi araciligi ile gorsellestirilmistir.

Mikrodizin ile miRNA'larin llag metabalizmasi ile ilgili
ifadesinin incelenmesi yolaklarda rol alan
Ifadesi degisen miRNA'larin miRNA'larin secimi
MeV ve TAC programlari ile PharmaADME, DMET
belirlenmesi enrichr

Mikrodizin sonucunda ifadesi
degdisen miRNA'larin gPCR ile
validasyonu

Sekil 4.1. Mikrodizin ¢aligmalarindan agsamasindan valide edilen miRNA’larin
secimine kadar is akigin1 gosteren gorsel.

ate metabolism

bolism

ism

e and CoA biosynthesis

abolism

Sekil 4.2. miR-183-5p’in hedef genlerinin gérev aldiklar1t KEGG yolaklar1. Yolaklar
istatiksel olarak anlamliliga gore siralanmistir ve bar renkleri koyulastik¢a
miRNA’nin o yolaktaki etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.3. miR-125a-5p’in hedef genlerinin gérev aldiklart KEGG yolaklari.
Yolaklar istatiksel olarak anlamliliga gore siralanmistir ve bar renkleri
koyulastikca miRNAnin o yolaktaki etkisi azalmaktadir.

tate and glutamate metabolism

metabolism

Sekil 4.4. miR-15b-5p’in hedef genlerinin gorev aldiklart KEGG yolaklari. Yolaklar
istatiksel olarak anlamliliga gore siralanmistir ve bar renkleri koyulastik¢a
miRNA’nin o yolaktaki etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.5. miR-15b-5p, miR-125a-5p ve miR-183-5p’nin olas1 hedef genlerinin
Cytoscape programui ile gosterimi. Kirmizi renkli karelerde géziiken hedef
genler hem miR-125a-5p hem de miR-15b-5p’nin olas1 hedef genidir, lila
renkli karelerde goziiken hedef gen.

4.1.2. Tlac direnci ve inflamasyonla Iliskili Hedef Genler

Kolsisin direngli hastalarda ifadesi degisen miRNA’larin potansiyel hedef
genlerinin inflamasyon ve ilag direnci ile iliskilerini belirlemek i¢in inflamasyon ve
ilag¢ direnci ile iliskili genlerin ayr1 ayr1 listesi olusturuldu. Daha sonra bu iki listede
ortak olan genler tespit edilerek hem inflamasyonla iligkili hem de ilag¢ direnci ile
iligkili genler belirlendi. Bu genlerden, 4.1.1. numarali bulgular kisminda segilen
miRNA’larin potansiyel hedef genleri arasinda olanlar literatiir aramalar1 ic¢in
listelendi. inflamasyonla iliskili bir liste olusturmak i¢in IRIS veri tabanindaki genler
ve Matthew J. Loza ve ark. tarafindan hazirlanan inflamasyonla iligki genler (65)
birlestirilerek bir liste olusturuldu. Ayni sekilde, PharmaADME veritabaninda ilag
direnciyle, ilag metabolizmasiyla ve ilag tutunmasiyla iliskilendirilen genler, DMET™
(Drug Metabolizing Enzymes and Transporters Plus Panel-Thermo Fisher) ve
miRTarBase veritabanindaki ilag metabolizmasiyla iligkili genleri kullanarak ikinci bir

liste olusturuldu.
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Inflamasyon ile iliskili genleri iceren hedef gen listesi ile ilag direnci ile iliskili
genleri igeren hedef gen listesinin kesisim kiimeleri olusturuldu. Bu kesigim
kiimesinde bulunan hem inflamasyon hem de ila¢ direnci ile iliskili 54 genlik bir liste
olusturuldu. Bu 54 genlik liste igerisinden 19 tanesinin daha onceki asamalarda ilag
direnci ile iligkilendirilen {i¢ miRNA tarafindan hedeflendigi tahmin edilen miRNA’lar
oldugu gosterildi. Bu 19 genin AAA hastalarinda goriilen kolsisin direnci ile olasi
baglantisin1 arastirmak amaciyla literatiir analizleri gergeklestirildi. Bu analizlerin
sonucunda 19 genden; NFKB1, PPARA ve NR3C1’in kolsisin direnci ile alakali

olabilecek yolaklarda rol alan proteinler oldugu bulundu.

EDB
inflamasyonla
iliskili genler

PharmaADME.org

llac direnci ile
iliskili genler

Hem inflamasyon hem de ilag direnci ile
iliskili genler

Sekil 4.6. inflamasyon ve ilag direnci ile iliskili genlerin kesisim kiimesini gdsteren
Venn diyagrami

Olas1 hedef genleri ilag direnci ve metabolizmasi ile iliskili yolaklarda yer alan
ve sayica daha fazla ilag direnci ile iligkili geni hedefledigi tahmin edilen miR-15b-5p
, MiR-125a-5p , MiR-183-5p ila¢ direnci ile iliskili bulunmustur. Ila¢ direnci ve
inflamasyonla iligkili ortak genler arasindan bu miRNA’larin olas1 hedef genlerinden
PPARA, NFKB1, NR3C1 kolsisinin metabolizmasindan ve atilimindan sorumlu
genleri dogrudan etkiledikleri bilindigi ve AAA patolojisiyle uyum gosterdigi igin
hastalarda goziiken kolsisin direnci ile iliskili olabilecek olas1 hedef genler olarak

secilmistir.
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4.2. Aday miRNA’larin qRT-PCR ile Validasyonu

Olas1 hedef genlerine gore ilag direnci ve inflamasyonla en ¢ok iliski gosterdigi
diisiiniilen miRNA’larin ifadesindeki degisim QRT-PCR’la valide edilmeye
calisilmistir. Bu amagla miR-15b-5p, miR-183-5p ve miR-125a-5p’nin alt1 kolsisin
alt1 kolsisin duyarlt AAA hastasinda ifade analizleri yapilmistir.

4.2.1. hsa-miR-183-5p’nin qRT-PCR ile Validasyonu

Kolsisin direngli ve kolsisin duyarli altisar hastanin cDNA’lar1 kullanilarak
miR-183-5p i¢in yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli bireylerde kolsisin
duyarl bireylere gore anlamli olarak 2,87 kat azalis gortilmistiir (p=0.0007) (Sekil
4.7.).

miR-183-5p
800~ ) o i
2 600- —_—
E
& 400+
o)
(]
o
§ 200- IIIIIIIIII?
O I Illlll:llll.:.
& D
*\é e(&
& &
O O
& )
o® o

Sekil 4.7. miR-183-5p’nin kolsisin duyarli ve kolsisin direngli hasta grubundaki
gRT-PCR sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)



34

4.2.2. hsa-miR-125a-5p’nin qRT-PCR ile Validasyonu

Kolsisin direngli ve kolsisin duyarli AAA hastalarindan elde edilen cDNA’lar
kullanilarak miR-125a-5p i¢in yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direncli AAA
hastalarinda kolsisin duyarli AAA hastalarina gore 1,32 kat azalig gortilmiistiir

(p=0,3936) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. miR-125a-5p’nin kolsisin duyarli ve kolsisin direngli hasta grubundaki
gRT-PCR sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.2.3. hsa-miR-15b-5p’nin qRT-PCR ile Validasyonu

Kolsisin direncli ve kolsisin duyarlit AAA hastalarindan elde edilen cDNA’ler
kullanilarak miR-15b-5p i¢in yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli AAA

hastalarinda kolsisin duyarli AAA hastalarina gore anlamli olarak 2,06 kat azalig

goriilmistiir (p=0,0473) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. miR-15b-5p’nin kolsisin duyarli ve kolsisin direngli hasta grubundaki
gRT-PCR sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

Tablo 4.1. Mikrodizin analizleri ve gPCR analizi sonucunda miR-183-5p, miR-15b-
5p, miR-125a-5p’nin kat degisimlerinin karsilagtirilmasi.

Multi Experiment | Transcriptome Analysis | qRT-PCR

Viewer(MeV) Console (TAC) sonuc¢lari
hsa-miR-183-5p -3,8 -4,13 -2,87
hsa-miR-15b-5p -2,9 -2,44 -2,06
hsa-miR-125a-5p -4,5 -3,6 -1,32

4.3. Hedef Genlerin Ifadesinin qRT-PCR ile Karsilastiriimas:

Ifadesi anlamli olarak degisen miRNA’larm inflamasyon ve ilag direnci ile
iliskili yolaklarda rol alan olas1 hedef genleri secilerek kolsisin duyarli ve kolsisin

direngli AAA hastalarinda ifadesi aragtirilmistir.
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4.3.1. NFKBY’in qRT-PCR ile Analizi

NFKB1 hem miR-15b-5p hem de miR-183-5p tarafindan hedeflendigi tahmin
edilen bir gendir. NFKB1 NF-kB protein kompleksinin p50 altiinitesini kodlar. NF-
kB’ nin ABCB1 geninin promotor bolgesine baglanarak ifade seviyesinin artmasina
sebep oldugu gosterilmistir (71). Bu nedenle NFKB1’in kolsisin direncinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmiis ve ifadesi kolsisin direngli ve kolsine duyarli AAA
hastalarinda analiz edilmistir. Kolsisin direngli ve kolsisin duyarli AAA hastalarindan
elde edilen cDNA’lar kullanilarak NFKB1 primerleri ile yapilan qRT-PCR sonucunda
kolsisin direngli AAA hastalarinda kolsisin duyarli AAA hastalarina gore anlamli
olarak 1,75 kat artig goriilmistiir. ( p=0,0147) (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. NFKB1 nin kolsisin duyarli ve kolsisin direngli hasta grubundaki qRT-
PCR sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.3.2. NR3C2’in qRT-PCR ile Analizi
NR3C1 biyoinformatik araglarla miR-183-5p’nin hedef geni oldugu tahmin

edilen bir gendir. NR3C1 tarafindan kodlanan glukokortikoid reseptériiniin kolsisin

metabolizmasindan sorumlu CYP3A4’lin ifadesini hem dogrudan hem de PXR



37

tizerinden dolayli olarak etkiledigi gosterilmistir (73). Bu sebeple bu genin ifade
degisikligi kolsisin direnci agisindan 6nemli bulunmus ve bu tez kapsaminda
degerlendirilmistir. Kolsisin direngli ve kolsisin duyarli AAA hastalarindan elde
edilen cDNA’lar kullanilarak NR3C1 primerleri ile yapilan gqRT-PCR sonucunda
kolsisin direngli AAA hastalarinda kolsisin duyarli AAA hastalarina gore anlamli
olarak 2,36 kat artig goriilmistiir (p=0,0494) (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. NR3C1 nin kolsisin duyarl1 ve kolsisin direncli hasta grubundaki qRT-
PCR sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.3.3. PPARA’in qRT-PCR ile Analizi

miRWalk veritabanina gére PPARA’nin miR-15b-5p, miR-125a-5p ve miR-
183-5p’nin hedef geni oldugu tahmin edilmektedir. PPARA CYP3A4’iin ifadesini
diizenledigi bilinen niikleer reseptorlerden biridir (75). Bu sebeple kolsisin direnci
tizerinde dolayli bir etkisinin olabilecegi diisliniilmiis ve kolsisin direngli hastalarda
ifade degisimi analiz edilmistir. Kolsisin direngli ve kolsisin duyarlh AAA
hastalarindan elde edilen cDNA’ler kullanilarak PPARA primerleri ile yapilan qRT-
PCR sonucunda kolsisin direngli AAA hastalarinda kolsisin duyarli AAA hastalarina
gore 2,10 kat artig goriilmistiir (p=0,1076) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. PPARA’nin kolsisin duyarli ve kolsisin direngli hasta grubundaki qRT-
PCR sonuglar. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)
4.4. Kolsisin Direncli Hiicrelerde miRNA ve Hedef Genlerinin qRT-PCR
ile Analizi

Grubumuzun tamamlamis oldugu grubumuzun TUBITAK 1001 (Ailevi
Akdeniz Atesi (AAA) Hastalarinda Saptanan miRNA’larin Ila¢ Direnci Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmasi) projesinin son is paketi kapsaminda olusturulan kolsisin
direngli HEPG2 (hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti) hiicre hattindan, tez
kapsaminda RNA izolasyonu yapilarak ifadesi degisen miRNA’larin ve hedef genlerin
analizi gergeklestirilmistir.

Proje kapsaminda kolsisin direncli hiicre hatt1 olusturulurken 6ncelikli olarak
kolsisin dozunu belirlemek amaciyla MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) analizi gergeklestirilmistir. Yapilan analizler
neticesinde kolsisin direnci icin 72 saat ve 12.3723 ng/ml esik degeri olarak
belirlenmistir. Daha sonra 1 ng’dan baglayarak 72 saatlik kolsisin uygulamasi
arkasindan 24  saatlik kolsisin  igermeyen ortamda iyilesme asamasi
gerceklestirilmistir, daha sonra 72 saatlik 2 ng’lik kolsisin uygulamasi ardindan 24

saatlik kolgisin icermeyen ortamda 24 saatlik iyilesme evresi ile dongiiye devam
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edilmistir. Kolsisin dozlar1 bu dongii icerisinde 4 ng, 5 ng, 8 ng, 10 ng, 15 ng ve son

olarak 20 ng’a arttirildiktan sonra hiicreler RNA izolasyonu i¢in toplanmustir.
4.4.1. miR-183-5p’nin qRT-PCR ile Analizi

Kolsisin direngli HEPG2 hiicre hattindan ve kolsisin uygulanmamis normal
HEPG?2 hiicre hattindan elde edilen cDNA’ler kullanilarak miR-183-5p primerleri ile
yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli hiicre hattinda kolsisin uygulanmamis
hiicre hattina gore miR-183-5p ifadesinde anlamli olarak 4,31 kat azalig goriilmiistiir.

(p=0,0025) (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. miR-183-5p’nin normal ve kolsisin direngli hiicre hatlarindaki qRT-PCR
sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.4.2. miR-15b-5p’nin qRT-PCR ile Analizi

Kolsisin direngli HEPG2 hiicre hattindan ve kolsisin uygulanmamis normal
HEPG?2 hiicre hattindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak miR-15b-5p primerleri ile
yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli hiicre hattinda kolsisin uygulanmamis
hiicre hattina gore miR-15b-5p ifadesinde anlamli olarak 3,88 kat azalis goriilmistiir.

(p=0,0286) (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. miR-15b-5p’nin normal ve kolsisin direngli hiicre hatlarindaki qRT-PCR
sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.4.3. MDRY2’in qRT-PCR ile Analizi

Kolsisin direngli HEPG2 hiicre hattindan ve kolsisin uygulanmamis normal
HEPG2 hiicre hattindan elde edilen cDNA’ler kullanilarak MDRI1 primerleri ile
yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli hiicre hattinda, kolsisin uygulanmamis

hiicre hattina gore MDRI1 ifadesinde anlamli olarak 161,46 kat artis goriilmiistiir.

(p=0,0041) (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. MDR1’nin normal ve kolsisin direngli hiicre hatlarindaki qRT-PCR
sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.4.4. NFKBL1’in qRT-PCR ile Analizi

Kolsisin direngli HEPG2 hiicre hattindan ve kolsisin uygulanmamis normal
HEPG2 hiicre hattindan elde edilen cDNA’ler kullanilarak NFKBZ1 primerleri ile
yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli hiicre hattinda kolsisin uygulanmamis
hiicre hattina gére NFKB1 ifadesinde anlamli olarak 5,75 kat artis goriilmiistiir.
(p<0.0001) (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. NFKB1’in normal ve kolsisin direngli hiicre hatlarindaki qRT-PCR
sonuglari. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.4.5. NR3C2’in qRT-PCR ile Analizi

Kolsisin direngli HEPG2 hiicre hattindan ve kolsisin uygulanmamis normal
HEPG2 hiicre hattindan elde edilen cDNA’ler kullanilarak NR3C1 primerleri ile
yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli hiicre hattinda kolsisin uygulanmamis
hiicre hattina gére NR3C1 ifadesinde anlamli olarak 45,68 kat artig goriilmiistiir.
(p=0,0031) (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. NR3C1’in normal ve kolsisin direngli hiicre hatlarindaki qRT-PCR
sonuglar1 (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)

4.4.6. PPARA’min qRT-PCR ile Analizi

Kolsisin direngli HEPG2 hiicre hattindan ve kolsisin uygulanmamis normal
HEPG2 hiicre hattindan elde edilen cDNA’ler kullanilarak PPARA primerleri ile
yapilan qRT-PCR sonucunda kolsisin direngli hiicre hattinda kolsisin uygulanmamis

hiicre hattina gore PPARA ifadesinde anlamli olarak 5,43 kat artig gortilmiistiir

(p=0,0021) (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. PPARA’nin normal ve kolsisin direngli hiicre hatlarindaki qRT-PCR
q
sonuglarl. (*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.)
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5. TARTISMA

Ailevi Akdeniz atesi MEFV genindeki mutasyonlar sebebiyle goriilen sistemik
bir otoinflamatuar hastaliktir. Hastaligin en o6nemli tedavisi gilinliik kolsisin
kullanimidar.

Fakat hastalarin yiizde %2-5’1lik bir kisminda kolsisin direnci goriilmektedir.
AAA hastalarinda kolsisin direnci oranlar1 farkli kaynaklarda degisen araliklarla
verilmektedir. Bunun altinda yatan sebep kolsisin direncini tanimlamanin zorlugu
olabilir. Hastanin tedaviye devamliliginin takip edilmesindeki giigliik gergek kolsisin
direnci gosteren hastalarla tedaviye uyum gostermeyen hastalarin birbirinden ayirt
edilmesini zorlastirmaktadir. Kolsisinin hayat boyu giinliik kullanilmas1 gereken bir
ilag olmas1 ve bazi hastalarda gastrointestinal yan etkilerin goriilmesi hastanin
tedaviye devamliligini zorlastiran etmenlerdir. Bunun yanisira kolsisini etkili oldugu
dozlarda tolere edemedigi icin kolsisinin etkili olmadig1 bir hasta grubu mevcuttur.
Kolsisin intoleransi olan bu hasta grubunda kolsisin direncinde oldugu gibi hasta
uygun tedaviye erisemedigi i¢in ataklarin devam ettigi goriilmektedir. Kolsisin
intoleransi olan hasta grubunun bazen kolsisin direngli hasta grubuyla karigabildigi
goriilmektedir. Bu sebeple kolsisin direncinin genel bir tanimi olmasi oldukca
onemlidir. Kolsisin direncinin en giincel tanimi hastada tolere edilebilen en yiiksek
doz kolsisin kullanilmasina ragmen alt1 aydan uzun bir siire ayda bir ya da daha fazla
sayida atak varligi, ataklar arasindaki déonemde CRP ve SAA seviyelerinde artis
goriilmesidir. Kolsisin direncinin goriildiigli bu hasta grubunda etkinligi ve
giivenilirligi kanitlanmis biyolojik ajanlarin kullanimi miimkiindiir. Fakat bu ilaglarin
maliyetinin olduk¢a yiiksek olmasi sebebiyle kolsisin kullanimi halen tercih sebebidir.
Kolsisin direnci tanisinin zaman alan bir siire¢ oldugu bilinmektedir. Tanida bu
gecikme 10 yil kadar siirebilmektedir (65). Zamaninda tedaviye ulasamayan kolsisin
direngli hastalarda hastalik aktivitesi devam ettigi i¢in amiloidozis, ¢ocuklarda
bliylime geriligi, kisirlik gibi yan etkiler yasanabilir. Ayrica bu hastalarin yasam
kalitesinde ciddi bir diislis olmaktadir. Bu sebeple kolsisin direngli hastalarin erken
tespitini kolaylastiracak biyobelirte¢ adaylarinin varligi 6nem kazanmaktadir.

Bugiine kadar kolsisin direncinin mekanizmasini arastiran ¢alismalar genetik
farkliliklara odaklanmistir daha 6nce kolsisinin atilimindan sorumlu oldugu bilinen

ABCBl1 ve metabolizmasindan sorumlu oldugu bilinen CYP3A4 genindeki
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polimorfizmlerin kolsisin cevabiyla muhtemel baglantisina bakilmis fakat anlamlilik
tespit edilememistir. ABCB1 geninin ifadesinde degisiklige sebep olan bir
polimorfizmle ilgili yapilan ¢alismalarda ise iki ayr1 grup farkli genotipleri kolsisin
direnci ile bagdastirmistir (67,68,60). Kolsisinin mikrotiibiil inhibisyonuna sebep olan
bir ajan olmas1 sebebiyle tiibiilindeki polimorfizmlerin de kolsisinin etkinliginde rolii
olabilecegi One siiriilmiis bu sebeple grubumuz tarafindan lokositlerde ifade olan
tiibiilin izoformu TUBB1 polimorfizmlerinin kolsisin direnci ile muhtemel iliskisinin
arastirildigr bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda kolsisin direngli
hasta grubunda 6nemli olabilecek bir tiibiilin polimorfizimi bulunamamistir (69).
Yapilan genetik ¢alismalarin kolsisin direncini agiklamakta yetersiz kalmasi kolsisin
direncinde epigenetik faktdrlerin muhtemel roliine dikkat c¢ekmektedir. Bu tez
calismasi epigenetik faktorlerden olan miRNA’lar ve kolsisin direnci arasindaki
muhtemel iliskiyi arastirmasi sebebiyle onemlidir.

miRNA’lar oldukca gliclii biyobelirteg adaylaridir. Analizlerinin  ve
degerlendirmelerinin kolay olmasi sebebiyle klinige uyarlanabilirlik bu durumun
temel sebeplerindendir. Ayrica miRNA’larin farkli biyolojik sivilardaki varliklari daha
az invazif yontemlerle analiz edilmelerini miimkiin kilmaktadir. ideal bir biyobelirtec
hastaliga 6zgiin olmali, minimum invasyonla sonug¢ vermeli ve hassas olmalidir. Bu
Olctitlerin degerlendirilebilmesi i¢in biyobelirte¢ caligmalarinda genis bir 6rneklem ile
calisilmalidir (71). Bu ¢alismada kolsisin direngli hastalarda ifadesinin anlamli olarak
azaldig1 tespit edilen miR-183-5p ve miR-15b-5p daha genis bir hasta grubunda tekrar
arastirilmalidir. Ayrica daha az invazif yontemlerin kullanilip kullanilamayacaginin
arastirilmast icin bu miRNA’larin farkli biyolojik Orneklerde analiz edilmesi
gerekmektedir. ifadesi degisen bu miRNA’larm kolsisin direngli AAA hastalifina
Ozglinliigiiniin degerlendirilebilmesi i¢in 6zellikle baska otoinflamatuar hastaliklardan
ve kolsisinin kullanildig1 diger hastaliklardan hasta kontrol gruplarinin ¢aligmalara
dahil edilmesi gerektigi ongdriilmektedir. Onerilerde de belirtildigi gibi bu ¢alisma
sonucunda ifadesinin degistigi gosterilen miRNA’larin kolsisinin erken tespitine
yonelik biyobelirte¢ olma ihtimallerinin incelenmesi i¢in ek caligmalar gerekmektedir.
AAA hastalarinda kolsisin direnci sik rastlanmayan bir durum olmas1 sebebiyle hasta

orneklerine ulasilmasi uzun siirebilmektedir. Tez kapsaminda bu c¢alismalar tez
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stiresindeki ve biitcedeki sinirlar sebebiyle istatistiksel olarak yeterli bulunan
minimum hasta sayisiyla gergeklestirilmistir.

Ote yandan kolsisin direncinde ifadesi degisen bu miRNA’larin ileriki
caligmalarda biyobelirte¢ adaylar1 olarak degerlendirilmelerinin yanisira bu
miRNA’larin potansiyel hedef genlerinin incelenmesi ile kolsisin direnci mekanizmasi
da anlasilmaya caligilmistr.

Bu amacla mevcut literatiirde ila¢ direnci ile iliskili ¢calisilan mekanizmalar ve
aday biyomolekiillerin ilag direncine yonelik belirleyici olma potansiyelleri
arastirilmistir. Bu incelemelerde kanserle ilgili mekanizmalar kolsisin direnci ile
bagdasmadigi i¢in disarda birakilmistir. Bu sekilde literatiir taramasi yapildiginda ilag
direnci ile ilgili yapilan c¢aligmalarda siklikla ADME genleri ve bu genlerin
transkripsiyon faktorleri ile ilgili genetik ve epigenetik faktorlerin arastirildig
goriilmektedir. ADME genleri ilaglarin emilim, dagilim, metabolizma ve atilimindan
sorumlu genlerdir. Bu genlerde bulunan mutasyonlar, polimorfizmler, post-
transkripsiyonel regiilasyonlar gibi gen ifadesinde farkliliga sebep olan etmenler ya da
bu genlerin ifadesini etkileyen genlerdeki degisiklikler ilaglarin farmakokinetik
ozelliklerini etkileyerek bireyler arasinda ilaglara farkli tepkiler olusmasina sebep olur
(43). Son zamanlarda miRNA’larin ADME genlerini ve bunlarin ifadesini diizenleyen
genleri etkiyelerek ilag metabolizmasinda ve direncinde degisikliklere sebep oldugu
gosterilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar miRNA’larin enzimlerin, niikleer
reseptorlerin ya da tasiyicilarin ifadesini etkileyerek ADME siireglerinde rol aldigi
gosterilmistir  (42). Calismalarda aynt miRNA’nin ilaglarin  farmakokinetik
ozelliklerini etkileyen farkli genleri etkiledigi ya da birden fazla miRNA’nin ayn1 gen
lizerinde calistig1 gosterilmistir. Bu tarz c¢aligmalar miRNA’larin ilag cevabi
tizerindeki genis roliinii gostermektedir ve Ozellikle kisiye 6zgii tedavi yollarina
gidildigi kisisellestirilmis tip gibi alanlarin oniinii agmaktadir (66). Bu tez galismasi
kapsaminda da kolsisin direngli hastalarda ifadesi degisen miRNA’larin ADME
genleriyle ve onlar lizerinde diizenleyici rolii olan genlerle olan muhtemel iligkisi
degerlendirilmistir .

Calismada bulunan miRNA’larin hedefi olan ve hasta gruplarinda ifadesi
degerlendirilen NR3C1, PPARA ve NFKB1 bir¢ok genin ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynayan 6nemli transkripsiyon faktorleridir. NFKB1 NF- «B’nin p50 alt iinitesini
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kodlayarak igerisinde ABCB1’in de bulundugu bir¢ok genin ifadesini diizenleyen bir
transkripsiyon faktorii olan NF-xB transkripsiyon kompleksinin yapisina katilir .NF-
kB bagislikta ve inflamatuar cevabin diizenlenmesinde Onemli bir rolii olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bu isleviyle NF-kB ailevi Akdeniz atesi patolojisiyle de
iligkili goriilmektedir. Kolsisin direngli ailevi Akdeniz atesi hastalarinda hastalik
ciddiyetinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Tez ¢alismasinda NFKB1 ifadesinin
kolsisin direngli hasta grubunda arttigi gosterilmistir. Bu artis direngli hastalarda
gbzlemlenen hastalik ciddiyetiyle baglantili olabilir. Ayrica NF-kB’nin MDR1 geninin
promotor bolgesine baglanarak ifadesinin artmasina sebep oldugu bilinmektedir (72).
Daha oOnce hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalarda ilag direnci gelistirilmis olan
HEPG2 hiicrelerinde hem NF-«B hem de MDR1 ifadelerinin normal HEPG2
hiicrelerine gore ayni anda artis gosterdigi gosterilmistir (73). Bu sebeple tez
kapsaminda anlamli azalis1 tespit edilen miR-183-5p ve miR-15b-5p ve muhtemel
hedef genleri NFKB1 arasindaki iliski daha detayli ¢alisiimalidir. NF-xB hem
inflamasyondaki rolii hem de direncteki rolii sebebiyle kolsisin direnci goriilen AAA
hastalarinin  patolojisini anlama konusunda umut verici bir hedef olarak
gozikmektedir. Grubumuzun Tiibitak projesi kapsaminda olusturulan kolsisin direngli
hiicre hattinda, tez caligmasi kapsaminda bu genlerin ifadesi incelendiginde yine
benzer sekilde normal HEPG2 hiicre hattinda MDR1 ve NFKB1 seviyeleri diisiikken
kolsisin direngli hiicre hattinda iki genin birden ifadesinde artis oldugu
gozlemlenmistir. NFKBL1’in biyoinformatik olarak kolsisin direngli hastalarda ifadesi
degisen miR-183-5p ve miR-15b-5p tarafindan hedeflendigi tahmin edilmektedir. Bu
miRNA’larin ifadesinin kolsisin direngli hastalarda azaldigi gosterilmistir. Bu
miRNA’larin hedef geni olan NFKB1’in ifadesi ise biyoinformatik sonuglarla uyumlu
bir sekilde artmaktadir. miRNA ve olas1 hedef gen ifadelerindeki bu degisiklikler
miRNA’nin hedef gen tlizerindeki etkisine yonelik dogrudan bir kanit olusturmamakla
birlikte muhtemel bir iliskiye yonelik 6nemli bir 6n bulgu gorevi gérmektedir. Tez
caligmasinda yapilan literatiir analizleri sirasinda ila¢ direnci ve metabolizmasiyla
iligkili bulunan bir diger gen NR3C1 yani glukokortikoid reseptoriinii kodlayan gendir.
Literatiirde NR3C1’in ifadesini diizenleyerek ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerini
etkileyen miRNA’lara yonelik ¢alismalar mevcuttur. NR3C1 birgok genin ifadesini

diizenleyen bir niikleer reseptordiir. ADME genlerinin ifadesinin diizenlenmesinde
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onemli bir rolii mevcuttur. Kolsisin metabolizmasinda 6nemli bir rolii oldugu bilinen
CYP3A4 geninin ve kolsisinin hiicre digina atilimindan sorumlu proteini kodlayan
ABCB1 geninin promotor bolgelerine baglanarak ifadelerini dogrudan diizenledigi
bilinmektedir. Bu dogrudan etkinin yanisira NR3C1 ADME genlerinin ifadesinin
diizenlenmesinde master bir regiilator olarak islev gosterdigi bilinen PXR’in da
ifadesini diizenleyerek bir¢ok ilag metabolize edici enzim {izerinde dogrudan bir etkiye
de sebep olmaktadir. NR3C1 araciligi ile ADME genlerinde gergeklesen bu hem
dogrudan hem de dolayli diizenleme glukokortikoid reseptoriiniin kolsisin direngli
hastalarda 6nemli bir rolii oldugunu disiindiirmektedir (74). NR3C1 direncli
hastalarda degisken ifade gosteren miR-183-5p tarafindan hedeflendigi tahmin edilen
bir gendir. miRNA ve hedef gen ifadeleri hem hastalarda hem de kolsisin direngli
hiicre hattinda birbirleriyle korele bir sekilde degismektedir. Bu iliskinin detayli
arastirilmasinin kolsisin direnci mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina yardimei
olacagi ongoriilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda yapilan literatiir aramalarinda
CYP3A4 ve ABCBL1 ve diger bir¢ok genin ifadesini diizenleyen fakat kanda ifadesi
olmadig1 i¢in kolsisin direngli hasta grubunda ifadesi arastirilamayan HNF4A yine
kolsisin direncinde 6nemli olabilecek bir niikleer reseptor olarak 6ne ¢gikmaktadir (75).
Ayn1 zamanda bu c¢alisma kapsaminda ifade degisikligi arastirilan fakat anlamli bir
degisiklik saptanamayan miR-125a-5p tarafindan hedeflendigi tahmin edilen VDR,
CYP3A4’iin ifadesini diizenleyen bir niikleer reseptordiir (76). Daha once yapilan
caligmalarda miR-125b-5p ve VDR arasindaki ekilesim deneysel olarak kanitlanmistir.
miR-125a-5p ve miR-125b-5p’nin VDR genine baglandigi tahmin edilen bolge
tamamen aynidir. Bu sebeple miR-125a-5p’nin de VDR iizerinde diizenleyici bir rolii
oldugu ongoriilebilir. Bu sebeple tez ¢alismasi kapsaminda anlamli olmasa da kolsisin
direngli hastalarda ifadesinin diistiigli saptanan miR-125a-5p’nin ifadesi daha genis
hasta gruplarinda tekrar degerlendirilmelidir. Ayrica miR-125a-5p’nin NF- «B’nin {ist
yolaklarinda bulunan ve aktivasyonunda gorev olan TRAF6’y1 hedefledigi de
gosterilmistir. MiR-125a-5p’nin TRAF6’y1 dogrudan hedefledigi bilinmektedir (77).
Bu sebeple daha genis hasta gruplarinda miR-125a-5p’nin ifadesinde anlamli bir
degisiklik saptandigi durumda bu yolak iizerinden ¢aligsmalar yiiriitiilebilir. Literatiirde
pankreas kanserinde yapilan buna benzer bir ¢alisma mevcuttur. Calismada pankreatik

kanserde goriilen ilag direncinde, direncli dokularda ifadesinin diistiigii saptanan miR-
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146a-5p’nin TRAF6’y1 dogrudan hedefledigi ve TRAF6 nin NF- kB iizerindeki etkisi
sebebiyle ilag direncinde rol aldigi gosterilmistir (78). Bu c¢alismadaki literatiir
aramalarinda 6n plana ¢ikan bir diger niikleer reseptor PPARo’dir. Bu niikleer reseptor
yine hiicre igerisinde birgok mekanizmada diizenleyici role sahip olmakla birlikte
CYP3A4 gibi birgcok onemli ADME geninin ifadesinin diizenlenmesinde de rol
oynamaktadir (76). PPARa, onceki projelerimizde ifadesinin degistigi saptanan 25
miRNA’nin 23’ilinlin hedef geni olarak tahmin edilmektedir. Ayrica tez ¢alismasi
kapsaminda hedef genlerinin gorev aldiklar1 yolaklar agisindan ilag direnci ile iligkili
oldugu gosterilen ii¢ miRNAnin da muhtemel hedef genleri arasindadir. Hastalardaki
ifadesinde anlaml1 degisiklik saptanamasa da kolsisin direngli hiicre hattinda anlamli
olarak arttig1 gozlemlenen PPARo’ nin degisken ifadesi gosterilen birgok miRNA’nin
olasi hedef geni olmas1 dikkat ¢ekicidir. Kolsisin direncinin mekanizmasi tam olarak
anlasilabilmis degildir. Kolsisin direngli hasta grubunun farkli mekanizmalar
sebebiyle ilaca farkli yanitlar veren heterojen bir grup hastadan olugma ihtimali s6z
konusudur. Tez ¢alismasi kapsaminda arastirildigi gibi ilacin farmakokinetik
ozelliklerini etkileyerek ilaca karst farkli tepkilerin olusmasina sebep olan ADME
genleri bu hasta gruplarinda hem genetik hem epigenetik olarak incelenmelidir. Tez
kapsaminda arastirilan miRNA’larin ve onlarin muhtemel hedefleri olan niikleer
reseptorlerin  kolsisine verilen farkli cevaplarda rolii olmasi miimkiindiir.
Biyoinformatik araglarla tez kapsaminda arastirilan miRNA’larin ayni gen tizerinde
etki gosterdigi ya da bir gende arastirilan birden fazla miRNA’nin etki gdsterme
olasilig1 oldugu gosterilmistir. Bu muhtemel etkiyi kuvvetlendirici bir role sahip
olabilir. ADME genleri ¢ok siki diizenlemelere tabi olan hiicre i¢i mekanizmalarin
korunmasinda 6nemli genlerdir ve kolsisin metabolizmasinda da birden fazla niikleer
reseptOriin gorev almasi s6z konusu olabilir. Bu sebeple tez kapsaminda olabildigince
fazla gen degerlendirilmeye calisilmistir. Kolsisin direnci ile 1ilgili yapilan
polimorfizm ¢alismalarinda bu tez kapsaminda arastirilan genler olan NR3C1, PPARA
ve NFKBL ile ilgili veri bulunamamustir. Epigenetik faktorlerin yani sira bu genlerdeki
ilag direnci ile iliskili olabilecek muhtemel polimorfizimlerin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu tarz ¢alismalar hastaya 6zgii degerlendirme yapabilmenin ve ilag

dozunu hastaya 6zgii bir sekilde ayarlayabilmenin yani kisisellestirmis tibbin 6niinii
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acabilecektir. miRNA’lar klinige uyarlamalarindaki kolaylik sebebiyle bu alanda
onciil olabilecek molekiillerdir.

Kolsisin direngli hastalarda genelde daha ciddi bir hastalik seyri
gozlemlenmektedir. Bu sebeple hipotezimiz kolsisin direngli hastalarda ifadesi
degisen miRNA’larin hem inflamasyon hem ilag¢ direnci {lizerinde etki gostererek
kolsisin metabolizmasini diizenledigine yéneliktir. Ote yandan inflamasyon ve ilag
direnci arasindaki iliski uzun zamandir arastirilmaktadir ve olduk¢a karmasiktir.
Hiicrelere ya da hayvan modellerine LPS verilerek yaratilan inflamasyon durumunda
niikleer reseptorlerin birgogunun ifadesinin azaldigi bunun da ilag metabolize edici
enzimlerin ifadesinde azalmaya sebep oldugu bilinmektedir. Fakat otoimmiin ve
otoinflamatuar hastaliklarda farkli yolaklarin da etkisi s6z konusu oldugundan her
zaman bu sekilde bir baglanti gozlemlenmemektedir. Otoimmiin hastaliklarin
bazilarinda ilag direnci genlerinde artis saptandigl da goriilmiistiir, ayni sekilde farkl
dokularda farkli ifade degisiklikleri s6z konusudur (79). Bu sebeple kolsisin
direncindeki inflamasyonun ilag direnci ile iliskisi degerlendirilirken hastaliga ve doku
tipine 6zgili degerlendirme yapilmalidir. Yapilan ¢alismada NFKBI1 ifadesinin kolsisin
direncli hasta grubunda artig gosterdigi gosterilmistir. Bu sebeple kolsisin direngli
hastalarda NF-KB hem inflamasyondaki hem de ilag direncindeki rolii sebebiyle
ayrintili arastirilmasi gereken bir yolak olarak 6ne ¢ikmaktadir. ADME genlerindeki
genetik ve epigenetik degisikliklerin yanisira serum ve plazmadaki kolsisin
metabolitleri oranlar1 da hastada kolsisinin emilim ya da atilim siireclerindeki
muhtemel sorunlarin erken tespiti i¢in kullanilabilir. Bu kolsisin direnci goriilen
hastalarin tanisinda yardimeci olabilir. Serum ya da plazmada kolsisin metabolitlerinin
tespiti icin sivi kromotografi sonrasinda kiitle spektrometresi ile kolsisinin
metabolitlerinin tayini gerceklestirilebilir. Bu ydntemin ADME genlerinin
degerlendirilmesi ile birlikte klinige uyarlanmasi kolsiSine yanit vermeyen hastalarin
tespitini bliylik 6lciide hizlandiracaktir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda degerlendirilen
hastalar ¢alismaya dahil edildikleri sirada direng tespit edilmis oldugundan, klinikte
farkli ilaglarin kullanimina baglanmisti. Bu sebeple kolsisin metabolitlerinin bu
hastalarda degerlendirilmesi miimkiin olmamistir fakat bundan sonra planlanabilecek

caligmalarda kolsisin direnci tanisi konulan fakat heniiz bagka ilaclar kullanmaya
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baglamamig hastalarin ¢aligmaya dahil edilerek kolsisin  metabolitlerinin
degerlendirilmesinin yararli bir 6nbilgi olacag: diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar kolsisin direnci goriilen
AAA hastalarinda erken taniy1 kolaylastiracak olas1 bir biyobelirteg icin 6ngalisma
niteligi tagimaktadir. Ayrica kolsisin direncinin mekanizmalarini anlamaya yonelik
calismalara da katki saglayabilecektir. Elde edilen miRNA ve muhtemel hedef genler

ve yolaklar yeni projeler i¢in baslangi¢ noktasi olabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Kolsisin direngli ve kolsisin duyarlit AAA hasta gruplari arasinda en az iki kat ifade
farklilig1 gosteren 25 miRNA’nin olast hedef genlerinin inflamasyon ve ilag direnci
ile iligkilerine, ayrica bu hedef genlerin yolak analizlerine gore 25 miRNA igerisinden
en ¢ok mMiR-183-5p, miR-15b-5p, miR-125a-5p, MiR-197-3p inflamasyon ve ilag
direnci ile iliskilendirilmistir.

gRT-PCR sonuglarma gore kolsisin direngli hastalarda miR-15b-5p, miR-183-5p
anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (p degerleri sirasiyla; 0,0473, 0.0007).

gRT-PCR sonuglarina gore kolsisin direngli hastalarda miR-125a-5p ifadesinin
azaldig1 goriilmistiir. Sonuglarda anlamlilik saptanamamustir. (p=0,3936)
Biyoinformatik olarak miR-183-5p’nin hedef geni oldugu tahmin edilen NR3C1’in
kolsisin direngli hasta grubunda ifadesinin miR-183-5p’nin ifadesi ile uyumlu sekilde
anlaml1 2,36 kat artis gosterdigi gortilmiistiir. (p=0,0494)

Biyoinformatik olarak ilag direnci ve inflamasyonla iliskilendirilen 4 miRNA’nin da
(miR-183-5p, miR-197-3p, miR-15b-5p, miR-125a-5p) hedef geni oldugu tahmin
edilen PPARa’ nin kolsisin direngli hasta grubunda ifadesinin miRNA’larin ifadesi ile
uyumlu sekilde 2,1 kat artis gosterdigi goriilmiistiir. Ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. (p= 0,1076)

Biyoinformatik olarak miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin’nin hedef geni oldugu tahmin
edilen NFKB1’in kolsisin direngli hasta grubunda ifadesinin miR-183-5p ve miR-15b-
5p’nin ifadesi ile uyumlu sekilde anlamli 1,75 kat artis gosterdigi gorilmiistiir.
(p=0,0147)

Kolsisin direngli hiicre hattinda miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin ifadesinin kolsisin
direngli hasta grubuna benzer bir sekilde anlamli bir azalis gosterdigi (p =0.0025,
p=0.0286) MDR1, NFKB1, NR3C1, PPARa’nin ifadesinin anlamli bir artig gosterdigi

bulunmustur.
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6.2. Oneriler

Kolsisin diren¢li hasta grubunda ifadesinin anlamli olarak azaldigi gosterilen {i¢
MIRNA’nin da (miR-183-5p, miR-125a-5p, miR-15b-5p) ortak hedef geni olarak
tahmin edilen ancak hasta grubunda ifadesinde anlamli bir farklilik tespit edilemeyen
PPARo’nin ifadesi ¢caligma grubuna daha fazla hasta dahil edilerek degerlendirilebilir.
Kolsisin direngli hasta grubunda ifadesinin anlamli olarak azaldigi gosterilen miR-
183-5p ve miR-15b-5p’nin ifadeleri ¢alisma grubuna daha fazla hasta dahil edilerek
tekrar degerlendirilebilir, bu miRNA’larin ileriki asamalarda kolsisin direncinin erken
tespitine yonelik birer biyobelirte¢ olma potansiyelleri incelenebilir.

miR-183-5p ve mIiR-15b-5p’nin farkli biyolojik Orneklerdeki (idrar, serum vb.)
ifadeleri aragtirilabilir.

NR3C1 ve NFKB1’in miR-183-5p’nin dogrudan hedefi olup olmadigini arastirmak
amaciyla 3’UTR lusiferaz aktivitesi ile baglant1 analizi yapilabilir.

Kolsisin direngli hiicre hattina miR-183-5p ve miR-15b-5p’nin pre-miR’leri transfekte

edilerek bu miRNA’larin direnci tersine ¢evirip ¢eviremeyecegi tespit edilebilir.
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