Genomik Profilleme Yontemiyle T Lenfositlerinde Apoptozu
Diizenleyen mikroRNA’larin Tanimlanmasi

Proje No: 107T475

Yrd. Dog. Dr. Biinyamin AKGUL
Yrd. Do¢. Dr. Ayten NALBANT
Ar. Gor. Hatice YIGIT

KASIM 2010 iZMiR



ONSOZ

Evrimsel olarak olduk¢a muhafaza edilmis olan hiicre 6liimii, ihtiya¢ fazlasi hiicreler
ile sagligi tehdit eden antijenlerin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in oldukca gerekli bir hiicresel
islevdir (DANIAL ve KORSMEYER, 2004). Fizyolojik bir siirecte olusmasi gereken hiicre
Olimiinun yavaslamasi sonucu kanser ve otoimmun hastaliklar, hizlanmast durumunda ise
ndrodejenaratif ve AIDS gibi hastaliklar sekillenebilmektedir (FEARNHEAD, 2004;
MATTSON, 2000; VAUX ve FLAVELL, 2000). Bu sebeplerden dolay1 hiicre o6liim
mekanizmasinin molekiiler diizeyde anlasilmasi, insan sagliginin korunmasi igin ¢ok
Oonemlidir.

Apoptozun sinyal iletim yolaginda rol oynayan bir dizi protein tanimlanmis ve ¢esitli
hastaliklarla olan baglantilar1 ortaya ¢ikarilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, apoptozun
sadece proteinler tarafindan degil, mikroRNA (miRNA) adi verilen ve boyutlar1 17-25
niikleotit arasinda degisen c¢ok kiigiik kodlamayan RNA’lar tarafindan diizenlenebilecegini
gostermistir. Ozellikle kanser gelisimi ve metastaz iizerinde calismalar hiz kazanirken, immun
sistemin en Onemli bilesenlerinden birisi olan T lenfositlerinin apoptozunu diizenleyen
miRNA’lar sistematik bir sekilde incelenmemistir.

TUBITAK tarafindan desteklenen 107T475 No.lu ve “Genomik Profilleme
Yontemiyle T Lenfositlerinde Apoptozu Diizenleyen MikroRNA’larin Tanimlanmasi1” isimli
bu projede Jurkat T hiicreleri model olarak kullanilarak T lenfositlerinin apoptozunda rol
oynayan miRNA’larin tanimlanmasi hedeflenmistir. Mikroarray analizi kullanilarak yapilan
genomik taramayla apoptozda daha dnce hi¢ tanimlanmamis yeni miRNA’lar belirlemistir.
Ayrica, proje kabul edildikten sonra gelistirilen derin sekanslama yontemi kullanilarak daha
kapsamli kodlamayan kiiciik RNA taramasi yapilmistir. Derin sekanslama sonug¢larimiz, ilave
miRNA adaylar1 belirlemekle kalmayip, miRNA niikleotit degisikliklerinin de apoptozu
diizenleyebilecegine isaret etmistir. Derin sekanslama analizinin belkide en ilgin¢ sonucu,
daha once yapisal olarak kabul edilen tRNA’lardan tiretilen kii¢lik fragmanlarinda apoptozu
diizenleyebilecegidir.

Immun sistemin 6nemli oyuncularindan birisi olan T hiicrelerinde apoptozu
diizenleyen miRNA ve diger kii¢iik kodlamayan RNA’larin tanimlanmasi apoptoz g¢alisma
alanina yeni bir boyut kazandiracaktir. Zira bu mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi, kanser,
otoimmun ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir dizi kompleks hastaliklarin daha iyi
anlasilmasina yardimci olacaktir.
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OZET

Biyolojik homeostazin temin edilmesinde temel bir islevi olan ve evrimsel olarak
olduk¢a muhafaza edilmis olan hiicre 6liimii, ihtiya¢ fazlasi hiicreler ile saglig1 tehdit eden
antijenlerin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Apoptoz sinyal iletim yolaginda
rol oynayan ilk molekiiliin tanimladig1 1992 yilindan bu yana bir dizi protein tanimlanmistir.
Ancak apoptoz sadece proteinler tarafindan degil, mikroRNA (miRNA) adi verilen ve
boyutlart 17-25 niikleotit arasinda degisen ¢ok kiiciik kodlamayan RNA’lar tarafindan da
diizenlenmektedir. Apoptozu dilizenleyen miRNA’larin tanimlanmasi, hiicre Oliimiiniin
molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi ve insan sagliginin korunmasi i¢in olduk¢a dnemlidir.

T lenfositlerinde apoptozu diizenleyen miRNA’lar1 tanimlamak amaciyla Jurkat
hiicreleri genel apoptoz indiikleyici kamptotesin ilaciyla muamele edilmistir. Kamptotesim
muamelesi sonrasi, apoptoza duyarli ve direngli hiicreler birbirinden ayristirilmistir.
Mikroarray, derin sekanslama ve qPCR teknikleri kullanilarak her iki grubun miRNA
profilleri kamptotesinle muamele edilmeyen negatif Orneklerin miRNA profiliyle
karsilastirilmistir. Karsilagtirmali profil analizi sonrasi her iic grup hiicrede ifade edilen
miRNA miktarina goére bes grup miRNA belirlenmistir. miR-18a, 26a ve 92a-1* olen
hiicrelerde baskilanmakta miR-7, 106b*, 221, ve 1268 ise dlmeyen hiicrelerde asir1 ifade
edilmektedir. Dolayisiyla bu grup miRNA anti-apoptotik olarak gorev yapmaktadirlar. miR-
128 ve 720, Olmeyen hiicrelerde asir1 ifade edilirken Olen hiicrelerde baskilanmakta
dolayistyla anti-apoptotik miRNA grubunda bulunmaktadirlar. miR-24 ve 766 sadece direngli
hiicrelerde baskilandigindan apoptotik miRNA olabilirler. miR-30c, 186, 142-5p ve 320 hem
duyarli hem de direncli hiicrelerde baskilandigindan muhtemelen apoptozla ilgileri olmayip
ilag metabolizmasi veya stres gibi diger hiicresel yanitlarda rol oynuyor olabilirler.

Elde edilen profile gore miR-17*, 18a ve 128 Jurkat ve HeLa hiicrelerinde asir1 ifade
edilmistir. Derin sekanslama sonuglartyla uyumlu bir sekilde, miR-17* ve 18a ¢ok azda olsa
Jurkat hiicrelerinde kamptotesinle indiiklenen apoptozda anti-apoptotik etki gostermistir.
Ancak, miR-17* HeLa hiicrelerinde apoptozu indiiklerken miR-18a ve 128’in apoptotik bir
fark yaratmadigi tespit edilmistir.

Derin sekans profili miRNA yaninda apoptozda rol oynayan diger kiigiik RNA’larin
analiz edilmesine olanak tanimistir. Mevcut ¢alisma sonucunda biyoinformatik analizler miR-
17, 20a ve 20b’nin degisik pozisyonlarinda niikleotit degisimlerinin olabilecegini
gostermistir. Ayrica, kamptotesinle muamele sonrasi tRNA’lardan fragmanlar {retildigi
belirlenmistir. Fragmanlar tRNA’larin 6zellikle 5 iissii u¢larindan iiretilmekte olup biitiin
tRNA’lardan degil segici bir sekilde bazi tRNA’lardan iiretilmektedir.



ABSTRACT

Cell death, which which is evolutionarily conserved and has a fundemental role in the
maintenance of biological homeostasis, is important for the removal of excessive cells and the
antigens that threathen the health. Since 1992 when the first molecule that plays a role in the
apoptotic signalling pathway was identified, a number of proteins have been characterized.
However, apoptosis is regulated not only by proteins but also by small non-coding RNAs,
named miRNA (miRNA) 17-25 nt in size. Identification of apoptosis-regulating miRNAs is
highly important for the elucidation of the molecular mechanism of apoptosis and the
protection of human health.

In order to identify miRNAs that regulate T lymphocyte apoptosis, Jurkat cells were
treated with campthotecin. Following the campthotecin treatment, apoptosis-sensitive and —
resistant cells have been seperated from each other. By using microarray, deep-sequencing
and qPCR methods, the miRNA profiles of both groups were compared to that of the control
group that was not treated with campthotecin. Comparative profile analysis has identified in
the three cell populations five groups of miRNA based on the miRNA amounts in cells. miR-
18a, 26a and 92a-1* are suppressed in the apoptotic cells whereas miR-7, 106b*, 221, and
1268 are induced in the non-apoptotic cells. Thus, this groups of miRNAs serve to be anti-
apototic. miR-128 and 720 are induced in the non-apoptotic cells and serve to be anti-
apoptotic as a result. Since miR-24 and 766 are suppressed only in the resistant cells, they
might be apoptotic. Since miR-30c, 186, 142-5p and 320 are suppressed in both sensitive and
resistant cells, they might not be associated with apoptosis and might play a role in drug
metabolism or other cellular responses such as stress.

Based on the profiling results, miR-17*, 18a and 128 were over-expressed in Jurkat
and HeLa cells. In paralel to the deep-sequencing results, miR-17* and 18a have displayed
anti-apoptotic effect in the camptothecin-treated Jurkat cells. However, miR-17* induced
apoptosis in HeLa cells whereas miR-18a and 128 had no effects on apoptosis.

Deep-sequencing profiling has enabled the analysis of other small RNAs in addition to
miRNAs. Bioinformatic analyses revealed the potential editings in the various positions of
miR-17, 20a and 20b. Additionally, it was shown that various fragments are generated from
tRNAs following the campthotecin treatment. The fragments are generated particularly from
the 5’-ends of tRNAs and are synthesized not from all tRNAs but from a sub-set of them.



1. GIRIS

Evrimsel olarak olduk¢a muhafaza edilmis olan hiicre 6liimii biyolojik homeostazin
saglanmasi icin temel bir fonksiyona sahiptir. Nitekim, apoptoz ihtiya¢ fazlasi hiicreler ile
saglig1 tehdit eden antijenlerin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in oldukca gerekli bir hiicresel
islevdir (DANIAL ve KORSMEYER, 2004). Viicutta dengenin saglanmasi i¢in hiicre
Olimiiniin fizyolojik bir siirecte olusmasi gerekmektedir. Bu silirecin yavaglamasi sonucu
kanser ve otoimmun hastaliklar, hizlanmasi durumunda ise ndrodejenaratif hastaliklar ve
AIDS gibi hastaliklar sekillenebilmektedir (FEARNHEAD, 2004; MATTSON, 2000; VAUX
ve FLAVELL, 2000). Bu sebeplerden dolay1 hiicre 6liimiiniin mekanizmasimin molekiiler
diizeyde anlasilmasi, insan sagliginin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir.

2. GENEL BILGILER
2.1 APOPTOZ (PROGRAMLI HUCRE OLUMU)

Programli hiicre 6liimii ilk defa 1965 yilinda belirlenmesine ragmen (GOLDSTEIN ve
KROEMER, 2007), apoptozun kontroliinde rol oynayan ilk molekiil, morfolojik
tanimlamadan ancak 20 yil sonra tespit edilebilmistir (THORNBERRY ve ark., 1992). Hiicre
6liimiinde olugan bozukluklarin hastaliklara yol ac¢tiginin anlasilmasindan sonra, bu alandaki
calismalar ivme kazanmistir. Bazen sinirlar1 tam olarak ¢izilememekle birlikte, hiicre 6liimleri
tic grup altinda toplanmaktadir: nekroziz (GOLDSTEIN ve KROEMER, 2007), otofaji
(YOSHIMORI, 2007) ve apoptoz (DANIAL ve KORSMEYER, 2004; HENGARTNER,
2000). Membran bariyerlerinin ya da hiicre i¢i enerji kaynaklarinin ¢ok hizli ve kitle halinde
kaybedilmesi sonucu olusan nekroz, organellerin ve hiicrenin sismesi, pargalanmasi ve
sitoplazmik igerigin disariya tagsmasi ile karakterizedir. Otofaj ise cesitli hiicre organellerinin
ve kompartmanlarinin lizozomlar vasitasiyla par¢calanmasi anlamina gelmektedir.

Apoptoz hiicre i¢inden ve disindan gelen degisik sinyaller vasitasiyla baslatilan
biyokimyasal olaylar tarafindan orkastre edilen programli hiicre oliimiidiir (DANIAL ve
KORSMEYER, 2004). C. elegans, Drosophila ve memelilerde yapilan ¢alismalar, apoptozun
biitiin tiirlerde benzerlikler gosterdigini ancak hiicre tiiriine gore farkli kontrol noktalarinin
oldugunu gostermistir. Proteomik analizlerle ylizden fazla proteinin miktarinda degisiklik
oldugu gosterilmistir (THIEDE ve RUDEL, 2004). Genetik ve biyokimyasal calismalar,
intrinsik ve ekstrinsik olmak {izere iki apoptotik yolak belirlemistir (Sekil 1). Her iki yolakta
da ortak yasam (BAD) ve 6lim sinyalleri (BID, BIM, NOXA/PUMA) vardir. Apoptotik
BAK/BAX (WEI ve ark., 2001) proteinleri ile antiapoptotik BCL-2 (BAKSHI ve ark., 1985)
grubu proteinlerinin orani apoptozu belirler. Degisik intrinsik ve/veya ektrinsik faktorler BAD
(ZHA ve ark., 1996), BID (WANG ve ark., 1996), BIM (PUTHALAKATH ve ark., 1999) ve
NOXA/PUMA (NAKANO ve VOUSDEN, 2001) gibi apoptotik proteinleri aktive ederler. Bu
proteinlerde, normalde BCL-2 (BAKSHI ve ark., 1985), BCL-X, (BOISE ve ark., 1998) ve
MCL-1 (KOZOPAS ve ark., 1993) gibi antiapoptotik proteinler tarafindan inaktif halde
tutulan BAK ve BAX proteinlerini aktive ederler. BAX/BAK endoplazmik retikuluma girerek
kalsiyum salinmasina ve dolayisiyla hiicre sismesine ve mitokondriye girerek 6lim
sinyallerinin amplifikasyonuna neden olurlar. MCL-1 6nemli bir kontrol noktasi olup, BIM’e
bagli apoptozu Onleyici etkisi vardir (OPFORMAN ve ark., 2003). BAX ve BAK
proteinlerinin mitokondride olusturdugu deliklerden sitokrom ¢ salinmasindan sonra, APAF-
1, cyt ¢ (APAF-2) ve caspase-9 (APAF-3) birleserek apoptozomu olustururlar (LI ve ark.,
1997). Baslatici (initiator) caspase-9, efektor caspase enzimlerini aktive eder ve bu enzimlerde



hiicrede ki degisik proteinleri parcalayarak apoptoza yol agarlar (THORNBERRY ve ark.,
1992). Caspase aktivitesi degisik proteinler tarafindan kontrol edilebilir. Ornegin
Drosophila’da caspase enzimlerini inaktive eden degisik IAP (inhibitor of apoptosis)
proteinleri (SALVASEN ve DUCKETT, 2002), memelilerde de SMAC/DIABLO (DU ve
ark., 2000) ve OMI/HTRA2 (SUZUKI ve ark., 2001) isimli 2 adet IAP proteini izole
edilmistir.

Apoptoza ugrayan hiicrelerde c¢ekirdek koyulagmasi ve DNA parcalanmasi gibi
morfolojik degisiklikler olmaktadir. Memelilerde DNA pargalanmasi kaspaz tarafindan aktive
edilen CAD (caspase activated DNase) ve fagositlerin lizozomunda ki DNase II proteinleri
tarafindan gercgeklestirilir (ENARI ve ark., 1998). Caspase aktivitesine bagli olmayan
endonukleaz G ve AIF (apoptosis-interacting factor) proteinleri de DNA parcalanmasina yol
acabilir (LI ve ark.,, 2001). Biitiin bu olaylar zincirinden sonra, apoptotik hiicre {izerinde
bulunan fosfatidilserin reseptorleri sayesinde bu hiicreler “yenilmek” iizere taninirlar ve
fagositoz ile berteraf edilirler.

Ektrinsik faktorler ic 6nemli reseptor grubunu etkileyerek sinyal iletim yolunu aktive
ederler; TNF (tumor necrosis factor), Fas ve TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand)
reseptorleri (ASHKENAZI ve DIXIT, 1998; LI ve ark., 2001; TARGALIA ve ark., 1993;
TRAUTH ve ark, 1998). Her li¢ yoldaki ortak nokta, ligandin baglanmasi sonrasi
konformasyon degisikligine ugrayan reseptorlerin sitoplazmik kisminda DISC (death
inducing silencing complex) kompleksi olusmasidir. Bu kompleks, reseptdrlerin sitoplazmik
yarisinda yer alan DD (death domain) ve DED (death effector domain) kisimlar1 ile FADD
adaptor proteini ve caspase-8 enzimi arasinda olusur. Lokal konsantrasyonu artan caspase-
8’in otoproteolitik aktivasyonu diger caspase enzimlerinin (6rnegin caspase-3 ve —7)
aktivasyonuna yol agar.
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Sekil 1. Apoptotik mekanizmada rol oynayan i¢ (intrinsic) faktorler. Apoptoz mekanizmasini tetikleyen
degisik faktorler mavi tiggenlerle gosterilmistir. Apoptozu tetikleyen/dnleyen faktorler ve buna muteakip aktive
edilen caspase enzimleri metin igerisinde agiklanmigtir (DANIAL ve KORSMEYER, 2004).



T lenfosit homeostazinda ve immun fonksiyonlarin diizenli olarak yerine
getirilmesinde apoptozun diizenlenmesi kritik bir asamayi teskil etmektedir (ARNOLD ve
ark., 2006). Ornegin, enfeksiyon sonrasi gorevini tamamlayan T lenfositlerinin periferal
kandan eliminasyonu apoptozu gerektirmektedir. Bu eliminasyon islemi ya aktivasyon-
tetiklenmis hiicre 6liimii (activation-induced cell death, AICD) (GREEN ve ark., 2003) veya
aktive edilmis T hiicresi otonom Oliimii (activated T cell autonomous death, ACAD)
(HILDEMAN ve ark., 2001) mekanizmalariyla ger¢eklesmektedir. Genel baglamda, AICD
dissal faktorler (CD95 ve/veya TNF-R1 reseptorii), ACAD ise igsel faktorler (antiapoptotik ve
apoptotic Bcl-2 proteinlerinin orani) tarafindan diizenlenmektedir. Su ana kadar T hiicre
apoptozu (ve genel olarak apoptoz) lizerine yapilan ¢aligmalar, her iki mekanizmay1
diizenleyen c¢ok sayida protein kodlayan gen belirlenmistir. Ancak, hiicre sikliisii ve kanser
tizerine yapilan ¢aligmalar T hiicre apoptozunun protein kodlamayan RNA’lar (ncRNA’lar)
tarafindan da diizenlenebilecegini isaret etmektedir (BAEHRECKE, 2002).

2.2 COK KUCUK KODLAMAYAN RNA’LAR

Cok kiicik RNA’lar 17-25 niikleotit uzunlugunda olup RNA stabilitesinin
diizenlenmesi, translasyon, transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonu, kromatin modifikasyonu
ve transpozon diizenlenmesi gibi bir dizi islevlere sahiptirler (COSTA, 2007). Kategorik
olarak siRNA (silencing RNA) (FIRE ve ark., 1998), miRNA (mikroRNA) (LEE ve ark.,
2002) ve piRNA (PIWI-interacting RNA) (ARAVIN ve ark., 2001) olarak ii¢ ana grup altinda
toplanmakla birlikte, casiRNA (cis-acting siRNA) (HAMILTON ve ark., 2002), tasiRNA
(trans-acting siRNA) (VAZQUEZ ve ark., 2004), natsiRNA (natural antisense transcript-
derived siRNA) (BORSANI ve ark., 2005), exo-siRNA (exogenous siRNA), endo-siRNA
(endogenous siRNA) (YANG ve KAZAZIAN, 2007), 21U ve 21G RNA (RUBY ve ark.,
2006) gibi degisik alt gruplarida icermektedir. Ayrica, tRNA pargalarindan kiiciik RNA
iiretildigine dair calismalarda vardir (LEE ve ark., 2009).

2.3 MIKRORNA’LAR
2.3.1 MikroRNA Tanimi ve Fonksiyonlari

miRNA’lar, gen ifadesini 6zellikle transkripsiyon sonrasi diizenleyen 17-25 niikleotit
(nt) uzunlugunda protein kodlamayan kii¢iik RNA’lardir (CARTHEW ve SONTHERMER,
2009). C. elegans gelisimini etkileyen heterokromik genlerin tanimlanmasi esnasinda ilk kez
1979 yilinda bulunan ancak protein kodlamayan RNA oldugu i¢in 1993 yilina kadar bir
genetik gizem olarak kalan lin-4 ve let-7, miRNA’larin kurucu {iyeleri olarak kabul
edilmektedir (LEE ve ark, 1993). Gelisimin degisik asamasindaki rollerinden dolayzi,
baslangicta stRNA (small temporal RNA) olarak adlandirilmislardir. 2001 yilinda insan sinek
ve soluncanda kiicik RNA klonlama ve sekanslama yontemiyle binlerce miRNA
tanimlanmistir (LAGOS-QUINTANA ve ark., 2001; LAU ve ark., 2001; LEE ve AMBROS,
2001). mirBASE verilerine gore, su an itibariyla Drozofila’da 171, insanda 940 miRNA rapor
edilmistir (www.mirbase.org). Genlerin mutasyonunda (knockdown) kullanilan RNA1 (RNA
interference; siRNA, silencing RNA olarakta bilinir) metodunun biyokimyasal
mekanizmasiin aydinlatilmasindan sonra (MELLO ve CONTE, 2004), miRNA’larn,
genlerin ¢alismasini diizenleyen yeni bir grup RNA oldugu anlagilmigtir.



Transkripsiyonu diizenleyen transkripsiyon faktorlerine benzer bir yayginlikta,
miRNA’lar transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunu diizenlemekte ve dolayisiyla bitki ve
hayvanlarda temel biyolojik islevlerden cevresel strese cevaba kadar bir dizi hiicresel
mekanizmalarda rol oynamaktadirlar (BARTEL ve CHEN, 2004; STEFANI ve SLACK,
2008). Biyogenezde rol oynayan Dicer ve argonaute proteinlerindeki mutasyonlarin
hayvanlarda 6liimciil olup, bitki ve hayvanlarda siddetli gelisim bozukluklarina neden olmasi
bu molekiillerin ne kadar énemli oldugunun bir gostergesidir (KNIGHT ve BASS, 2001).
miRNA’larin gelisimin yaninda metabolizma, kok hiicre gelisimi ve farklilagmasi, tiimor
olusumu, apoptoz ve hiicre dongiisii gibi cok degisik fonksiyonlarda rol oynadigi bildirilmistir
(KUMAR ve ark., 2007, STEFANI ve SLACK; 2008; LYNAM-LENNON ve ark., 2009;
XIAO ve RAJEWSKY, 2009). Son yillarda yapilan ¢alismalar, miRNA’larin TGF-beta, Wnt,
receptor tirozin kinaz, PTEN, p53 ve Notch gibi cok onemli sinyal iletim yollarin
diizenledikleri rapor edilmistir (INUI ve ark., 2010).

2.3.2 MikroRNA Biyogenezi ve Gen Regiilasyonu

miRNA’lar RNA polimeraz II tarafindan sentezlenen ve pri-miRNA (primary
miRNA) adi verilen 6nclil transkriptlerden sentezlenmektedirler (Sekil 2, LEE ve ark., 2002).
MiRNA genleri grup halinde iseler tek bir onciil transkript olarak iiretilebilirler. Onciil
miRNA’lar ¢ekirdekte bir endoniikleaz III grubu enzim olan Drosha tarafindan yaklasik 60-70
niikleotitlik pre-miRNA’ya doniistiiriiliir (LEE ve ark., 2003). Drosha bu kesim islemini ¢ift
zincirli RNA’ya baglanma 6zelligi olan bir protein ile (insanda DGRCS, sineklerde Pahsa)
yapmaktadir (DENLI ve ark., 2004; HAN ve ark., 2004). Pre-miRNA’lar endoniikleaz
enzimlerinin substratlarinda biraktig1 tipik 6zellik olarak 3’ uclarinda 2 niikleotitlik fazlalik
ve 5 uglarinda fosfat tasirlar. Pre-miRNA’lar Ran GTPaza bagl ¢alisan exportin 5 proteini
tarafindan ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinirlar (Y1 ve ark., 2003).

Sitoplazmaya tasinan ve halka igeren pre-miRNA, Drosha gibi endoniikleaz III grubu
enzim olan Dicer tarafindan 17-25 niikleotitlik ¢ift sarmalli RNA molekiiliine doniistiiriiliir
(HUTVANGER ve ark., 2001). Dicer Drosha’ya benzer sekilde pre-miRNA’nin halka
kismin1 tanityan bir protein partneri ile (memelilerde TRBP ve sineklerde LOQS) kesim
islemini yapmaktadir (CHENDRIMADA ve ark., 2005, FORSTEMANN ve ark., 2005).
Kesim sonrast olusan ¢ift sarmalli RNA molekiili miRNA (olgun miRNA) ve miRNA"
(y1ldiz miRNA, miRNA’ya antisense) icermekte olup siRNA iiretiminde olusan “guide” ve
“passenger” iplikciklere benzemektedirler. Tam olmayan eslesmeden dolay1 her iki iplikcigin
stabilitesi esit olmadigindan, 5’ ucu daha az stabil olan miRNA iplikcigi AGO proteinine
yiiklenirken diger iplikcik ya parcalanir yada AGO?2 ile assosiye olarak miRNA (veya siRNA)
olarak gorev yapabilmektedir (SIOMI ve SIOMI, 2009). Secilen iplikciklerden bir tanesi
icerisinde argonaute (AGO) olacak sekilde bir miRNP (mikroribonukleoprotein) kompleksi
olan RISC (RNA-induced silencing complex)’i olusturur ve hedef mRNA’lara baglanarak gen
ifadesini diizenlerler (KHVOROVA ve ark., 2003; SIOMI ve SIOMI, 2009). Hayvanlarin
aksine, bitkilerse siRNA’larda oldugu gibi miRNA’larda 3’ uglarinda 2-O metilasyona
ugramaktadir (YU ve ark., 2005).

Memeli ve solucanda tek bir Dicer enzimi bulunmasina ragmen Drozofila’da 2 tane
Dicer enzimi bulunmaktadir (DCR-1 ve DCR-2) (HUTVAGNER ve ark., 2001; LEE ve ark.,
2004). AGO proteinlerinde de cesitlilik bulunmaktadir. Ornegin Arabidopsis’te 10 adet,
Drozofila’da 5 adet, soluncanda ise 27 adet AGO bulunmaktadir (GHILDIYAL ve
MAZORE, 2009). Drozofila’da AGO1 ve DCR-1 miRNA yolaginda gérev yaparken, siRNA
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yolaginda AGO2 ve DCR-2 kullanilmaktadir (LEE ve ark., 2004).

Sinek, solucan ve memelilerde bazi miRNA’larin biyosentezi Drosha enzimi
gerektirmemektir. Mirtron adi verilen bu pre-miRNA benzeri yapilar ¢ekirdekte pre-mRNA
kirpilmast esnasinda intronlardan iiretilmektedir (OKAMURA ve ark, 2005). Intron
kirpilmasi sonrast “lariat” olarak ¢ekirdekte biriken pre-miRNA benzeri yapilar sitoplazmaya
tagindiktan sonra konvansiyonel miRNA biyogenez yolagina girmektedirler.

Bazi miRNA’lar biyogenez sirasinda veya biyogenez sonrasi niikleotit degisimlerine
tabi olmaktadir. Bir RNA molekiiliindeki bir veya birden fazla niikleotit baska niikleotitlere
dontstiiriibilecegi gibi, delesyon veya insersiyonlar olabilmektedir. Niikleotit degisiminde
ADAR (A->1, dsRNA), ADAT (A->1, tRNA) ve APOBEC (C->U) gibi enzimler rol
almaktadir (BASS, 2002). Niikleotit degisimiyle bir miRNA’nin tiretilmesi azaltilabilecegi
gibi (KAWAHARA ve ark.,, 2007a) miRNA’nin biogenezi artabilir veya hi¢bir degisime
neden olmayabilir (KAWAHARA ve ark, 2008). miRNA sekanslarinda olusan
degisikliklerin gen ifadesinde direkt etkisi bulunmaktadir. Ornegin, bir miRNA meydana
gelen nitikleotit degisiklikleri sonucu hedef mRNA’larla eslesemeyeceginden ilgili
miRNA’nin baskiladig1 hedef(ler) degisebilmektedir (KAWAHARA ve ark., 2007b).
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Sekil 2. MikroRNA biyogenez ve fonksiyonu i¢cin modeller. Cekirdekte Drosha, sitoplazmada Dicer enzimi
onciil miRNA’y1 keser ve ilgili miRNA AGO proteiniyle miRNP (mikroribonucleoprotein) kompleksini
olusturur.Cift sarmaldan birisi hedef mRNA’nin 3’ UTR kismina baglanarak mRNA yok edilmesine veya
translasyonal baskilanmasina neden olurlar (KIM ve NAM, 2006).
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2.3.3 Apoptozda Rol Oynayan MikroRNA’lar

Genetik ve biyokimyasal tarama yontemleri kullanilarak hiicre oliimiinii diizenleyen
bir¢ok protein tanimlanmistir. Apoptotik hiicrelerde yapilan proteomik g¢aligmalar, farkll
sekilde ifade edilen yiizden fazla protein belirlemistir (THIEDE ve RUDEL, 2004). Apoptoz
alaninda son yillarin belki de en 6nemli gelismelerinden biri, hiicre Sliimiiniin proteinler
yaninda, protein kodlamayan kiiciik miRNA’lar tarafindan diizenlenebilecegidir (Sekil 3)
(BAEHRECKE, 2002; JOVANOVIC ve HENGARTNER, 2006; XU ve ark., 2004). Aslinda
Drosophila’da doku gelisimini etkileyen genlerin taramasi esnasinda tespit edilen bantam
lokusu (HIPFNER ve ark., 2002), apoptozu 6nleyen ilk miRNA 6rnegi olarak tespit edilmistir
(BRENNECKE ve ark., 2003). Drosophila ve memelilerde kaspaz enzimleri tarafindan
gerceklestirilen hiicre oliimleri arasinda biiyiik benzerlikler vardir. Sekil 3’te gortldigi gibi
memelilerde bulunan Apaf-1, caspase-9 ve caspase-3 proteinlerinin Drosophila homologlari
Ark, Dronc ve Drice proteinleridir (DEGTEREV ve ark., 2003). Grim, Reaper, Sickle ve Hid
proteinleri, DIAP1 caspase inhibitdriinii inaktif hale dontistiirerek apoptoza neden olurlar (XU
ve ark., 2004). bantam miRNA’s1 Hid ifadesini bloklayarak apoptozu onler. Drosophila’da
apoptozun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi ileri siiriilen diger bir miRNA olan mir-14
normalde yag metabolizmasint etkilemekte olup caspase-3 enziminin Drosophila’da ki
homologu olan Drice enziminin ifadesini diizenlemektedir (XU ve ark., 2003).

mir-14 ve bantam miRNA’larinin tanimlanmasi, miRNA’larin embryo gelisimi
esnasinda cereyan eden apoptotik olaylarin mekanizmalarint kismen anlamamiza imkan
tanimistir. Memeli ve Drosophila hiicre 6liimleri arasindaki benzerlik ve protein kodlayan
25,000 memeli genlerinin %10’undan fazlasinin potansiyel miRNA baglanma bdlgeleri
icerdigi diisiintildiigiinde (JOHN ve ark., 2004), memelilerde de apoptozu diizenleyen
miRNA’larin olma ihtimali oldukga yiiksektir. Nitekim, HeLa hiicrelerinde yapilan bir
calismada miR-1d, 7, 148, 204, 210, 216 ve 296 ’nin hiicre 6liimiinii hizlandirdig1, mir-214’{in
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Sekil 3. Apoptotik yolda rol oynayan proteinler ve miRNA’lar. (a) Memelilerde caspase aktivitesine bagl
olarak meydana gelen ana hiicre 6liim yolu, (b) Drosophila’da caspase aktivitesine bagl olarak meydana gelen
ana hiicre 6lim yolu. Her iki yolda da biiyiik benzerlikler vardir. Bantam miRNA’s1 Hid proteinini bloklarken,
mir-14 miRNAsinin efektor caspase enzimlerinden birini etkilemektedir (XU ve ark., 2004).
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ise hiicre Oliimiinii yavaslattigt gosterilmistir (CHENG ve ark., 2005). Degisik kanser
hatlarinda yapilan ¢aligmalarda Let-7, miR-1, miR-29, miR-34, miR-15/16 ve miR-101’in
apoptozu indiikledigi, miR-17-92, miR-21, miR-106b, miR-133, miR143, miR-145, miR-155,
miR-206, miR-221/222 ve miR-330’un apoptozu 6nledigi bildirilmistir (LYNAM-LENNON
ve ark., 2009; SUBRAMANIAN ve STEER, 2009).

Bu projenin teklif edilmesindan sonra yapilan calismalarda miRNA’larin immun
sistemi kontrol ettigine dair bir dizi yayinlar yapilmistir (BALTIMORE ve ark., 2008; XIAO
ve RAJEWSKY, 2009). Immun sistem fonksiyonunda miRNA ifadesinin 6nemini gdsteren
ilk calisma 2004 yilinda yaymlanmistir (CHEN ve ark., 2004). Farelerde yapilan bu
calismada, B lenfosit farklilagsmasinda rol oynayan miR-181’in timiisde ifade edildigi ve
ektopik olarak ifade edildiginde CD8" T hiicrelerinin miktarinda azalmaya yol actig1
gosterilmistir. Yine benzer sekilde CD4" ve CD8 T lenfositlerine farklilasan kok
hiicrelerinden izole edilen kiiciik RNA’larin sirasiyla %67,8 ve %71,4iniin miRNA oldugu
belirtilmistir (NEILSON ve ark., 2007). Daha sonra yapilan ¢alismalar daha ziyade 16semi
olusumu Tlizerine odaklanmistir (ZHAO ve ark., 2009). Apoptoz, hiicre sikliisii ve hiicre
proliferasyonu ayirt edilmeksizin yapilan bu ¢alismalarda akut ve kronik T ve B lemfoblastik
16semi patogenezinde rol oynayan bir dizi miRNA tespit edilmistir. Daha ¢ok klinik tan1 ve
takip i¢cin markor aragtirmasi amacli yapilan bu ¢aligmalar sonucu akut B lemfoblastik ve akut
myeloid 16semi (MI ve ark., 2007) ayrimi ve akut T ve B lemfoblastik 16semi (FULCI ve ark.,
2009) ayrimmi yapmak miimkiin olmustur. Jurkat hiicrelerinde yapilan asir1 ifade
calismalarinda miR-143’1lin Fas ile baslatilan apoptozu diizenledigi gosterilmistir (AKAO ve
ark., 2009). MOLT-4 hiicre hattinda yapilan bir calismada ise miR-17-92 ailesinin
aktivasyonunun E2F1 ifadesini azaltarak apoptozu baskiladigi rapor edilmistir (NAGEL ve
ark., 2009).

Ozellikle 16semi hiicre hatlarinda ve insan &rneklerinde yapilan bir dizi calisma
olmasima ragmen spesifik olarak T lenfositlerinde apoptozu tetikleyen miRNA’lar1 tespit
etmek amaciyla genomik seviyede yapilmigs bir tarama bulunmamaktadir. T hiicre
apoptozunun molekiiler mekanizmasina 1s1k tutacak bu projede 4 amag hedeflenmistir:

1. Jurkat hiicre hattinda apoptozu diizenleyen miRNA’lar1 tespit etmek,

2. Yeni tanimlanan miRNA’larin T hiicre hatlarinda nakavt ve asir1 ifadesinin apoptoz
lizerine etkisini arastirmak,

3. Biyoinformatik araclar kullanarak, tanimlanan miRNA’larin potansiyel hedef
mRNA’larin1 belirlemek ve deneysel olarak dogrulamak,

4. Hiicre hatlarinda tanimlanan miRNA’larin periferal kanda dolasan T hiicrelerindeki
ifade profillerini incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Memeli Hiicrelerinin Apoptoza Ugratilmasi ve Transfeksiyonu

Bu calismada T lenfosit kaynagi olarak Jurkat hiicre hatt1 kullanilmistir (SCHNEIDER
ve ark., 1977). Gerekli durumlarda HeLa hiicreleri kullanilmistir. Hiicre kiiltiirleri, RPMI
icerisinde (RPMI 1640, 2 mM L-Glutamine ve 10%FBS) siv1 siispansiyon halinde (2 x 10°
hiicre/mL), 37 °C’de ve %5 CO; ‘li bir ortamda biiylitiildii. Hiicrelerde apoptozu tetiklemek
icin kamptotesin ilac1 kullanildi (JOHNSON ve ark., 1997). En uygun doz ve zaman araligini
tespit etmek icin Oncellikle kamptotesin doz ve zaman cevabi belirlendi. Bakteriyel antijen
olarak olarak yeni tanimlanan Actinobacillus actinomycetemcomitans GroEL (A. Nalbant ve
ark., yayimlanmamais veri) proteini kullanildi.

Kamptotesin muamelesi sonrast apoptoz oranlart immunofloresan isaretleme
yontemiyle akim sitometresi kullanilarak belirlendi. Hiicreleri erken apoptotik evrede
yakalamak i¢in, apoptozun bu doneminde hiicre membraninda meydana gelen fosfotidilserin
eksternalizasyonu, Annexin V immunofloresan isaretlemesiyle tespit edildi (BD Bioscience).
Anti-Annexin V antikoruna konjuge manyetik partikiiller kullanilarak (MACS Miltenyi
Biotec) iiretici firmanin protokoliine gore apoptoza ugramis hiicreler ayristirildi. Bu
ayristirma sonrasi ii¢ hiicre popiilasyonu elde edildi; (1) Kamptotesin muamelesine tabi
olmayan negatif hiicreler (JNN, Jurkat negatif negatif); (2) Kamptotesin ile muamele edilen
ancak apoptoza ugramayan hiicreler (JAN, Jurkat apoptoz negatif) ve kamptotesin ile
muamele edildiginde apoptoza ugrayan hiicreler (JAP, Jurkat apoptoz pozitif). JAN hiicreleri
ikinci defa kamptotesin muamelesine tabi tutularak kamptotesin ilacina karst direng
belirlendi. Daha sonra kamptotesin mualemesi ve manyatik partikiille se¢cim islemleri
tekrarlanarak 3 replika elde edildi.

Hiicre transfeksiyonunda su igerisinde katyonik lipidler ve ko-lipidler kullanildi. 6
kuyucuklu plakada kuyucuk basina 2mL normal besiyeri (1640 RPMI + 10% FBS + 1%
Pen/Strep) icinde 200,000 Jurkat hiicresi aktarildi. iki ayr1 ependorftan birinde 2pug miRNA
100uL saf RPMI icinde ¢ozilirken digerinde 2uL Metafectene™ Pro yine 100 puL saf RPMI
icinde ¢oziildii. Hazirlanan soliisyonlar sadece bir kez pipetle ¢ekilip birakildiktan sonra
birbirleriyle nazikg¢e karistirildi ve oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Daha sonra bekleme
stiresi ¢ok fazla gecirilmeden miRNA-Lipid karisimi hiicrelerin iizerine damlatildi. HeLa
hiicre transfeksiyonunda her bir kuyucuga 2 mL RPMI igerisinde 500,000 hiicre yerlestirildi
ve transfeksiyon oncesi 24 saat %5 CO, ve 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler gen aktarimin
gerceklesebilmesi ve aktarilan genin anlatim yapabilmesi icin tekrar 24-48 saat siireyle inkube
(5% CO, 37°C) edildi.

3.2 Toplam RNA izolasyonu

Elde edilen 3 hiicre popiilasyonundan mirVANA miRNA izolasyon (Ambion) kiti
kullanilarak 200 niikleotitten kiiclik RNA’lar1 da igeren toplam RNA izolasyonu yapildi.
Toplam RNA’larin miktar1 ve safligit Nanodrop ND UV-Vis Spectrofotometre ile dl¢tildii.
Genomik DNA kontaminasyonunu minizime etmek igin toplam RNA 0&rnekleri RNAz
icermeyen DNAz I (Ambion) ile muamele edildikten sonra fenol klorofom ekstraksiyonuna
tabi tutuldu. Genomik DNA i¢ermedigi agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilen RNA’larin
kalitesi Bioanalyzer 2100 ile 6l¢iildii.
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3.3 Mikrodizi Analiziyle Apoptotik miRNA ifade Profillerinin incelenmesi

Kamptotesin muamalesi sonrasi elde edilen 3 hiicre popiilasyonundan (JNN, JAN ve
JAP) hazirlanan 3 toplam RNA replikasi (3X3 toplam 9 &rnek) Febit firmasi tarafindan
mikrodizi analiziyle profillenmistir (Almanya). 0.9 pg toplam RNA mirVANA miRNA
labeling kit (Ambion) ile isaretlendikten sonra miRNA hibridizasyon tamponunda geniom
ciplerle 42°C*de 16 saat inkiibe edilmistir. Yikamaya miiteakip stpreptavidin-PE kullanilarak
okuma yapilmistir.

Ham datanin spasiyal dagilimi incelendikten sonra kNN (k-nearest neighbour)
background diizeltmesi yapilmistir. Daha sonra data VSN (variance stabilizing normalization)
metodu kullanilarak normalize edilmistir. Hierarchical kiimeleme, heatmap ve PCA (principal
component analysis) analizlerine miiteakip kat indiiksiyon (fold of change) rakamlari
hesaplanmistir. Student’s T Test sonrast P < 0,05 degerlerine sahip miRNA adaylar1 tespit
edilmistir.

3.4 Derin Sekanslama fle miRNA Profilinin Cikartilmasi

Mikrodizi analizinde kullanilan 9 toplam RNA Illumina Genome Analyzer GAII ve
chrysalis 36¢cycles v3.0 sekans kiti kullanilarak Fasteris firmasi tarafindan sekans analizine tabi
tutuldu (Isvigre). Her bir hiicre popiilasyonundan elde edilen 3 replika esit miktarda
karistirilarak tek bir kanalda derin sekans analizine tabi tutulmustur.

Sekans okumaya miiteakip Ornek kodlamada kullanilan adaptorler 3 asamada elimine
edildikten sonra sekanslar ilgili fraksiyon dosyasmma “fastq” olarak kaydedilmistir.
Fraksiyonlarin kodlamasi ise Jurkat Negatif Negatif (JNN); Jurkat Apoptoz Positive (JAP);
Jurkat Apoptoz Negative (JAN) olacak sekilde yapilmistir. Derin sekanslama sonucu elde
edilen sekanslar arasinda ayni sekanstan birden fazla sekans oldugu icin her “unik” (6zgiil)
sekans i¢in indeksleme yapilmistir. Bu indeksleme yapilirken bir “unik” sekansin 3 farkh
ornekteki toplam klonlanma siklig1 (indeksi) belirlenmistir. Derin sekanslama verisini Homo
sapiens sekanslar1 ile eslestirmek i¢in “nexalign” programi kullanilmistir (LASSMAN,
unpublished; (http://genome.gsc.riken.jp/osc/english/ dataresource/).

Derin sekanslama ¢ok biiyiik veri iirettiginden, bu bilgilerle daha kolay ve hizli islem
yapilmasi i¢in data SAM (Sequence Alignment Map) formatina doniistiiriilmiistir (LI ve ark.,
2009). Bu dosyanin hazirlanmasi i¢in sekanslarin genom ile eslestirilip bir sekasin hangi
kromozom iizerinde oldugu, kacinci niileotitten basladigi, hangi oriyantasyonda oldugu,
sekansin eslesme bigimi (tam eslesme, 1 hata veya 2 mismatch vb) ve klonlanma frekans1 gibi
biitiin  bilgilerin  belirlenmesi  gerektiginden, sekans datast Homo sapiens genomu
(http://genome.ucsc.edu/, (Feb. 2009 (hgl9, GRCh37)) ve tRNA (3° CCA cklenmis) ile
eslestirilmistir. Eslesmede en fazla 2 niikleotit uyumsuzluguna izin verilmistir. tRNA
sekanslar1 “ http://gtrnadb.ucsc.edu/ [Homo sapiens (hgl8 - NCBI Build 36.1 Mar 2006)]*“ den
indirilmistir ve koordinatlar1 hg19’a ¢evrilmistir.

miRNA ifade seviyelerini belirlemek amaciyla miRNA’nin olgun sekansiyla ayni
sekans uzunlugunda ve aymi sekansa sahip olan sekanlarin her bir fraksiyondaki klonlanma
sikliklar1 hesaplanarak belirlenmistir. Olgun miRNA sekanslar1 “www.mirbase.org/* (Release
15)’den indirilmigtir. tRNA sekanslar1 ile eslesen sekanslar1 belirlemek i¢in genomda
kodlanmayan fakat transkripsiyon sonrasi olgun tRNA’lara eklenen 3’-CCA niikleotitleri
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tRNA veritabanindaki olgun tRNA’lara eklendikden sonra bu olgun tRNA’lar ile tam eslesen
sekanslar ve klonlanma sikliklar1 belirlenmistir.

miRNA niikleotit degisim adaylar1 belirlenirken Oncelikle genoma 1 hatayla eslesen
sekanlar belirlenmistir. Fakat genomda bir bolgeye bir hata ile eslesen bir sekans genomda
baska bir bolgeye ayni niikelotit pozisyonunda bir hata ile veya farkli bir niikleotit farkli bir
posizyonunda bir hata ile bagka bolgelerle eslesebilir. Bu sebeple, miRNA niikleotit degisim
adaylar1 belirlenirken genomla 1 hata ile eslesen bir sekans eger birden fazla bolge ile
eslesiyorsa Cross mapping_correction programi kullanilarak hangi bolgeden gelebileceginin
olasilig1 hesaplanmistir (de HOON ve ark., 2010). Bu amagla SAM formatindaki verilerden
genomda sadece 50 ve 50°den az bolgeyle eslesen sekanslar kullanilmistir. Hesaplama
sonucunda uyumsuzluk yiizdesi %10’nun {izerinde olan adaylar alinip bu adaylarin niikleotit
degisimine tabi olup olmadigi belirlenmistir. Toplamda bir bolgeyle eslesen biitiin
sekanslardan bir niikleotit uyumsuzluguyla eslesen sekanstaki uyumsuzluk belli bir pozisyonda
ve belli bir niikleotitte doniisiimii fazla ise bu sekans niikleotit degisimi (“editing”) aday1 kabul
edilmistir.

3.5 Kantitatif PCR ile miRNA ifadelerinin Kontrol Edilmesi

Kamptotesin muamelesi sonrasi elde edilen 3 grup hiicreden miRVANA miRNA
izolasyon kiti (Ambion) kullanilarak tiretici firmanin prosediiriine gore 200nt’ten kiigiik
RNA’lar izole edilmistir. Daha sonra RT? miRNA gPCR Assays kiti (SABioscience)
kullanilarak kiigiik RNA’lar cDNA’ya doniistiiriildii. 200ng kiiciik RNA, 1uL miRNA RT
Primer ve ERC karisimi, 2uL 5XmiRNA RT buffer, 1uL miRNA reverse transkriptaz enzim
karisimi ve 100mM DDT ile hazirlanan reaksiyon dH,O ile 10uL’ye tamamlandiktan sonra
37°C’de 2s inkiibasyona birakildi. RNA’larin pargalanmasi ve reverse transkriptazin
inaktivasyonu ic¢in Ornekler 95°C’de 5 dk kaynatildi. ¢cDNA reaksiyonuna 90uL dH,O
eklenerek kullanima kadar -20°C’de saklandi.

Kantitatif PCR reaksiyonu 0.2uLL cDNA, 10uL SYBR green qPCR karisim1,0.5uM 5’
kiigiik RNA primeri, IuM 3 standart reverse primeri
(TAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT) ve dH20 ile 10puL’ye tamamlandi. PCR baslangi¢
denaturasyonu 94°C 10dk yapildi. Daha donra 40 tekrar siiresince denaturasyon i¢in 95°C
15sn, primerlerin baglanmasi 60°C 40sn, zincirin uzamasi 72°C 30sn kosullarinda 1480
Roche Lightcycler kullanilarak qPCR tamamlandi. Gergek zamanli qPCR’da elde edilen
verilerin analizi i¢in A AC; metodu kullanildi. Bu metotda ilgilenilenilen kiigiik RNA’nin esik
degeri (threshold cycle,Ct) ile ifadesi arasindaki ters oranti bulunmaktadir. Bu nedenle,
kiiciik RNA ifadesi L=2"" olarak tanimlanaktadir. Kiiclik RNA ifadesi (gene of interest,
GOI) hiicrede ifadesi degismeyen bir genin (housekeeping, HKG) ifadesine boliinerek
asagidaki sekilde normalize edilmektedir;

7-Ct(GOD

_ 5[Ct(GOD-CLHKG)] _  5-ACH
~ACTHRG)
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Kiiciik RNA miktarindaki degisimi normalize edilmis ilgilenilen genin normalize
edilmis kontrol 6rnegindeki ayni gene boliinmesi ile elde edilir.

o) --ACt(deney)
2 --ACT (kontrol)

3.6 Kiiciik RNA’larin Klonlanmasi

Kiiciik RNA klonlanmas1 2 amacgla yapilmistir. miRNA sekanslarinin kii¢lik olmasi
nedeniyle Oncelikle cogaltilan {irtinlerin dogrulugunu teyit etmek amaciyla klonlama
yapilmistir. Derin sekanslama sonrasi miRNA niikleotit degisimleriyle apoptoz arasinda
baglant1 kurabilmek i¢in bazi miRNA’larda meydana geldigi diisiiniilen degisimleri deneysel
olarak gostermek amaciyla klonlama yapilmistir. Her iki amag i¢inde qPCR ile ¢ogaltilan
triinler klonlanmigtir. qPCR analizi yukarida ifade edildigi gibi yapilmistir. Niikleotit
degisimlerini belirlemek i¢in kullanilan 5’ ileri qPCR primerlerinin niikleotit degisim
bolgelerini igermemesi saglanmistir.

qPCR iiriinleri etanol presisipasyonu sonrasi agaroz jelden piirifiye edildi (Invitrogen).
3U T4 DNA ligase (Promega), 1X T4 DNA ligase buffer (Promega), 50ng pGEM T easy
vektor (Promega) ve 4,5ng DNA fragmani ile kurulan 10uL reaksiyon oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edildi. Buz lizerinde eriyen 50uL Escherichia coli DH5a kompetent bakteri {izerine
SuL ligasyon reaksiyonundan birakildi ve 30dk buz iistiinde inkiibe edildi. 42°C 45sn, buz
iistiinde 2dk inkiibe edildikten sonra iizerine 500uL SOC besi ortami eklendi. Mavi beyaz
koloni se¢imi sonucunda fragman iceren beyaz kolonilerden Plazmit izolasyon kiti (Fermentas)
ile plazmit izolasyonu yapildi. Ligasyonu EcoRI restriksiyon kesimiyle dogrulanan klonlar
IYTE Biyoteknoloji Merkezi’nde sekans analizine tabi tutuldu.

3.7 Biyoinformatik Analizlerle miRNA Hedeflerinin Belirlenmesi

Mikroarray ve derin sekans verilerinin analizi sonrasi aday miRNA sekanslarmin
potansiyel hedef genlerini belirlemek icin TargetScan programi kullanilmistir
(www.targetscan.org, LEWIS ve ark., 2005). Program yiiriitiildiikten sonra en diislik serbest
enerjiye (MFE, minimum free energy) sahip adaylar belirlenmistir.

4. BULGULAR

4.1 Kamptotesin Doz ve Zaman Optimizasyonu:

Proje kapsaminda Jurkat T lenfositlerinde apoptozun erken safhasinda rol oynayan
miRNA’larin tanimlanmasi amaglandigindan, apotozu indiiklemede kullanilacak optimum
kamptotesin konsantrasyon ve zaman araligi tespit edilmesi gerekmektedir. Literatiirdeki
bilgiler dogrultusunda oncelikli olarak diisiik dozlarda (0,025-2 uM arasi) ve uzun zamanli
(16 saatlik) hiicre kiiltiiri denenmistir. Annexin V (erken apoptotik hiicreleri tespit etmek
icin) ve 7AAD (gec apoptotik hiicreleri tespit etmek icin) ile immunofloresan boyama
yapilarak hiicrelerin apoptoz orani1 ve hangi apoptotik evrede olduklar1 akim sitometresi ile
tespit edilmistir.
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Sekil 4. Jurkat T lenfosit hiicre hattinda 16 saat kamptotesin doz optimizasyonu. Jurkat hiicreleri 16 saat
stireyle 0.025-2 uM kamptotesin ile muamele edilmistir. Annexin V (erken apoptotik) ve 7AAD (ge¢ apoptotik)
ile immunofloresan isaretleme yapilarak akim sitometresi ile apoptoz oranlart belirlenmistir. Panel 4, apoptoz
oranlari; Panel B, 0.5 uM kamptotesin kullanildiginda elde edilen akim sitometresi dot blot analizi. Q1, sadece
annexin pozitif hiicreler (erken apoptotik); Q2, hem annexin hem 7AAD pozitif hiicreler; Q3, dlmeyen hiicreler
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Sekil 5. Jurkat T lenfosit hiicre hattinda 4 saat kamptotesin doz optimizasyonu. Jurkat hiicreleri 4 saat
siireyle 0. 5-1024 uM kamptotesin ile muamele edilmistir. Annexin V (erken apoptotik) ve 7AAD (geg
apoptotik) ile immunofloresan isaretleme yapilarak akim sitometresi ile apoptoz oranlar1 belirlenmistir. Panel A4,
apoptoz oranlari; Panel B, 8 uM kamptotesin kullanildiginda elde edilen akim sitometresi dot blot analizi. Q1,
sadece annexin pozitif hiicreler (erken apoptotik); Q2, hem annexin hem 7AAD pozitif hiicreler; Q3, saglikli
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0,5 uM kampototesin ile 16 saatlik inkiibasyon sonunda en yiliksek apoptoz orani
%62’ye ulagsmistur (Sekil 4A). Kamptotesin daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda
apoptoz oraninin degismedigi gozlemlenmistir. 16 saatlik inkiibasyon hiicrelerin apoptozun
gec donemine ulasmasina neden oldugundan (Sekil 4B, 7AAD pozitif), hiicreleri erken
apoptotik evrede yakalamak i¢in kamptotesin ile muamele zamani kisaltilarak kullanilan doz
arttirtlmistir. 0,5-1024 uM kamptotesin kullanilarak 4 saatlik kiltir yapilmistir. 8 puM
kamptotesin ile en yiiksek apoptoz orani olan %41°e ulasilmigtir (Sekil 5, Panel A). Sekil 5°de
yer alan akim sitometrisi analizinde de goriildiigii gibi optimizasyon sonucu hiicreler erken
apoptotik evrede yakalanmistir (Sekil 5, Panel B, Q1+Q2). Dolayisiyla, kamptotesin ile jurkat
hiicre kiiltiirlinde apoptoz indiiksiyonu i¢in optimum doz ve zaman araligi 8 uM ve 4 saat
olarak belirlenmistir.
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Sekil 6. Jurkat T hiicrelerinde kamptotesin ilacina direng¢ analizi. A, 10 milyon hiicre 8 uM kamptotesin ile
4 saat muamele edilmistir. 1st Kamp(-), muamele dncesi apoptoz orani; 1st Kamp(+), muamele sonrasi apoptoz
orani. Kamptotesin ile muamele edilen hiicreler manyetik boncuklar ile se¢ildikten sonra annexin V negatif (non-
apoptotik) hiicrelerin yaris1 4 saat kamptotesinsiz inkiibe edilirken (2nd Kamp(-)) diger yaris1 kamptotesin
muamelesine tabii tutulmustur (2nd Kamp(+)). Tiim hiicrelerdeki apoptoz orant Annexin V immunofloresan
isaretleme yontemiyle akim sitometresinde belirlenmistir. P < 0.0001 (1st Kamp(-) ile 1st Kamp(+)); P > 0.05
(2nd Kamp(-) ile 2nd Kamp(+)). B, 1. ve 2. kamptotesin Oncesi apoptoz oranlart muamele sonrasi oranlardan
c¢ikarilarak elde edilen mutlak apoptoz oranlar1 grafige yansitilmistir (1st Kamp= 1st Kamp(+) — st Kamp(-) ve
2nd Kamp= 2nd Kamp(+) — 2nd Kamp(-)). P <0.0001.
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Projenin kapsaminda olmamasina ragmen, kamptotesin muamelesi sonrast 6lmeyen
hiicrelerin durumu sorgulanmistir. Jurkat T hiicreleri bir 16semi kanser hatt1 oldugundan, bu
hiicrelerin kamptotesin ilacina direngli olma ihtimalleri diisliniilmistiir. Bu sebeple birinci
kamptotesin muamelesi sonrast1 Variomacs manyetik parcaciklart ile ayristirilan ve
O0lmedikleri belirlenen negatif hiicre toplulugu (Sekil 4B, Q3) 4 saat siireyle tekrar 8 uM
kamptotesine maruz birakilmigtir. Sekil 5°de goriildiigii gibi, ikinci muameleye ragmen bu
hiicrelerin ~ 6lmedikleri ve dolayisiyla  kamptotesin  ilacina  direngli  olduklari
degerlendirilmistir. Deneysel dizaynimiz géz oniine alindiginda, apoptoz pozitif fraksiyondaki
mikroRNA iade farkliliklar1 apoptotik mekanizmada rol oynayan mikroRNA’lar1, apoptoz
negatif fraksiyonlardaki mikroRNA ifade farkliliklar1 apoptoza direngte rol oynayan
mikroRNA’lar1 belirlememize yardimcei olacaktir. Bu nedenle kamptotesin muamelesi sonrasi
hiicrelerin apoptoz negatif (JAN) ve apoptoz pozitif (JAP) olarak ayrigtirildiktan sonra toplam
RNA izolasyonuna ve mikroarray analizine karar verilmistir.

A B

Negatif kontrol Kamptotesin 8 uM

Annexin V
Annexin V

Annexin V
Annexin V

Sekil 7. Kamptotesin ile muamele edilen Jurkat T hiicrelerin apoptoz oranlari. 8 uM kamptotesin ile 4 saat
inkiibe edilen hiicreler Annexin V ile immunofloresan isaretleme yapilarak muamele 6ncesi (A) ve sonrasi (B)
apoptoz oranlart belirlenmistir. Kamptotesin ile muamele edilen hiicreler (B) manyetik partikiille konjuge
edilmis Annexin boncuklar1 kullanilarak apoptoza ugramayan negatif fraksiyon (C) ve apoptotik hiicreleri igeren
pozitif fraksiyon (D) olmak iizere iki gruba ayrilarak apoptotik hiicreler agisindan zenginlestirilmistir. Q1,
Annexin-pozitif preapoptotik hiicreler; Q2, Annexin ve 7AAD-pozitif hiicreler; Q3, canli hiicreler; Q4, 7AAD-
pozitif geg apoptotik hiicreler.
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4.2 Apoptotik Hiicrelerin Ayrimi ve Toplam RNA Izolasyonu

Akim sitometrisi analizi ile elde edilen verilerin gosterdigi gibi hiicrelerin sadece %
40’1 (Sekil 5, Panel B, Q1+Q2) erken apoptoz evresinde bulunmaktadir. Oysaki mikroarray
analizi icin daha saf bir populasyon elde etmek gerekmektedir. Bunu basarmak amaciyla, 8
uM kamptotesin (4 saat) ile apoptoza ugratilan hiicreler VarioMacs manyetik hiicre ayrim
sistemi ve Annexin V microbead kit kullanilarak ayristirilmistir. Kamptotesin muamelesi
yapilmayan hiicreler JNN (Sekil 7A, Jurkat negatif negatif) olarak adlandirilmisgtir.
Kamptotesin muamelesi sonras1 manyetik kolondan gecirilen hiicrelerden Annexin negatif
(apoptotik olmayan canli hiicreler) hiicreler JAN (Sekil 7C, Jurkat apoptoz negatif) ve
Annexin pozitif (erken apoptotik evrede hiicreler) hiicreler JAP (Sekil 4D, Jurkat apoptoz
pozitif) olarak adlandirilmistir. Ayrigtirma sonrast her ii¢ fraksiyondaki hiicrelerin safligi
Annexin V ve 7AAD ile immunofloresan boyama yapilarak akim sitometrisinde 6l¢tilmiistiir.
Sekil 7°de goriildiigii gibi ayrim sonrasinda % 89 saflikta apoptotik popiilasyon elde edilmistir
(Sekil 7 Panel B ile Panel D karsilastirmasi). Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 biyolojik replika
hazirlanmstir.

mirVANA toplam RNA izolasyon kiti (Ambion) kullanilarak 9 numuneden toplam
RNA izolasyonu yapilmistir. Bu kit ile izole edilen toplam RNA, mikroRNA’lar dahil
boyutlart 200 nt’den kii¢iik tiim RNA’lart igerdiginden miRNA array analizi i¢in direkt
kullanilabilmektedir. Toplam RNA o6rnekleri %]1°lik agaroz jelde yiiriitiildiigiinde gorsel
olarak RNA kaliteleri uygun goriinmesine ragmen genomik DNA kontaminasyonu oldugu

A B

DNase | ile muamele DNase | ile muamele
edilmemis edilmis

Genomik DN

28S rRNA
18S rRNA

5,8S rRNA

Sekil 8. Kamptotesin ile muamele edilmis ve ayristirilmis Jurkat hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu.
Jurkat hiicreleri 4 saat siireyle 8 pM kamptotesin ile muamele edilmistir. Annexin V microbead kit kullanilarak
hiicreler annexin pozitif ve annexin negatif fraksiyonlara ayristirilmistir. Ayristirilan fraksiyonladan miRVANA
kiti kullanilarak toplam RNA izole edilmis ve %]1’lik agaroz jelde yiiriitilmistiir. Panel A, Swralar 1 ve 4,
kamptotesin ile muamele edilmemis hiicreler; Siralar 2 ve 5, kamptotesin ile muamele edilmis Jurkat
hiicrelerinin Annexin negatif fraksiyonlari; Siralar 3 ve 6, kamptotesin ile muamele edilmis Jurkat hiicrelerinin
annexin pozitif fraksiyonlar1 Panel B, Siralar 1-3, Panel A’daki 1-3 ile aymidir; Sira 4, Drosophila embryo
toplam RNAs1. Drosophila’da 18 ve 28S rRNA’larin boyutlar1 birbirine ¢ok yakin oldugundan agaroz jelde tek
bant olarak goriinmektedirler.
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Numune Adi 260/280 260/230 RIN
JNNI 1,89 1,73 9,4
JNN2 1,85 1,77 9,8
JNN3 1,79 1,8 8
JANI1 1,91 1,96 10
JAN2 1,81 1,97 9,8
JAN3 1,87 2,16 8,6
JAP] 1,92 1,82 10
JAP2 1,88 1,82 N/A
JAP3 1,78 1,84 8,8

Tablo 1. Biyolojik replikalarin kalite kontrol analizi. Sekil 4’te aciklandig1 gibi hazirlanan 3 grup hiicreden
toplam RNA izolasyonu yapilmistir. Her bir numuneden 1 pl nanodrop spektrofotometre ile analiz edilerek 230,
260 ve 280 nm dalgaboyunda abzorbans degerleri okunmustur. Ayrica 1 pl 6rnek bioanalyzer ile incelenmistir.
Bioanalyzer electroferogramlar1 Sekil 6’da sunulmustur. JNN, kamptotesin ile muamele edilmemis negatif
kontrol; JAN, kamptotesin ile muamele edilmis Orneklerin ayrigtirma sonrasi negatif fraksiyonu; JAP,
kamptotesin ile muamele edilmis 6rneklerin ayrigtirma sonrasi apoptotik fraksiyonu. 1, 2 ve 3, replika sayist.
RIN, RNA integrity number. N/A, deger tespit edilemedi.
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Sekil 9. Jurkat hiicrelerinden izole edilen toplam RNA’larin bioanalyzer ile kalite kontrol analizi. Tablo
1’de agiklandigr gibi hazirlanan biyolojik replikalar “RNA Nano Kit” kullanilarak Bioanalyzer aletinde kalite
kontroliine tabi tutulmustur. A, DNAse muamelesi 6ncesi kalite kontrol analizi; B, DNAse muamelesi sonrasi
array analizine gonderilen numunelerin kalite kontrol analizi. 22, 42 ve 49 saniye elusyon degerlerine denk gelen
pikler sirasiyla tRNA, 18S rRNA ve 28S rRNA piklerini gostermektedir. FU, Floresan iinitesi.
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tespit edilmistir (Sekil 8A, Siralar 1-3). Hiicre hattina spesifik oldugunu daha once tespit
ettigimiz genomik DNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak i¢in Turbo DNAse (Ambion)
muamelesi yapilmis ve agaroz jelde tekrar yiiriitiilmistiir (Sekil 8A, Siralar 4-6). Genomik
DNA kontaminasyonun teknik veya deneysel bir hatadan kaynaklanip kaynaklanmadigini
tespit etmek icin, ayn1 numune seti ile beraber Drosophila embryosundan da toplam RNA
izole edildiginde, bu numunede bdyle bir kontaminasyon goézlenmemistir (Sekil 8, Panel B,
Sira 4).

Genomik DNA kontaminasyonu minimuma indirilen numunelerin array analizinde
kullanilabilmeleri icin RNA kalite kontroliinii gegmesi gerekmektedir. Birinci agama kalite
kontroliinde Nanodrop spektrofotometre ile A260/230 ve A260/280 oranlar1 tespit edilmistir
(Tablo 1). Bu asamada kalite kontroliinii ge¢en numuneler Bioanalyzer aletinde yliriitiilerek
ikinci asama kalite kontroliine tabi tutulmustur. Sekil 9’da goriildiigii gibi, tiim numunelerin
RNA Integrity Number (RIN) numaralar1 0-10 skalasinda minimum kriter kabul edilen 7 ve
tizerindedir.

4.3 Mikroarray ile miRNA Profilinin Cikartilmasi

Genomik DNA kontaminasyonu minimuma indirilen ve RNA kalite kontroliinii gecen
3 replika mikroarray analizine tabi tutulmustur (Febit, Almanya). Herbir ¢ip Sanger miRBase
versiyon 12.0°da belirtilen miRNA problarini igermistir. Scatter plot analizi, replikalar arasi
Pearson korrelasyon degerlerinin 0.871 ile 0.989 arasinda degistigini dolayistyla replikalarin
giivenirliginin oldukca yiiksek oldugunu gostermistir. KNN ve variyans normalizasyon sonrasi
miRNA’lar var/yok kriterine gore filtre edilmis ve t-test’inden gegen (P < 0,05) ve ifade
edilen miRNA’lar tespit edilmistir.

JNN-JAP karsilastirmasi

JAP’ta artan miRNA’lar 35 adet
JAP’ta azalan miRNA’lar 59 adet
JNN-JAN Kkarsilastirmasi
JAN’da artan miRNA’lar 4 adet
JAN’da azalan miRNA’lar 27 adet
JAN-JAP karsilastirmasi
JAP’da artan miRNA’lar 60 adet
JAP’da azalan miRNA’lar 66 adet

Tablo 2. Kamptotesin ile muamele edilen Jurkat T hiicre fraksiyonlarinda farkh ifade edilen miRNA’larin
Ozeti. 8 pM kamptotesin ile 4 saat muamele edilen hiicreler Annexin V konjuge manyetik partikiiller ile
aynistirilmistir. 1zole edilen toplam RNA ile mikroarray analizi yapilmistir (Febit, Almanya). Normalizasyon
sonrast fraksiyonlar arasinda 1.8 kattan fazla (P< 0.05) farkli ifade edilen miRNA’lar belirlenmistir. JNN,
kamptotesin ile muamele edilmemis kontrol hiicreler; JAN, kamptotesin ile muamele edilen ancak apoptoza
ugramayan (Annexin negatif) hiicreler; JAP, kamptotesin ile muamele edilmis apoptotik (Annexin pozitif)
hiicreler. Farkl: ifade edilen mikroRNA’larin isimleri ifade farkliliklari (FC) bir sonrasi sayfalarda belirtilmistir.
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JAN-JAP KARSILASTIRMASI

JAP’da Azalanlar

miRNA mean JAN mean JAP FC JAP/JAN
hsa-miR-363 66,17460317 8,380952381 0,126649077
hsa-miR-185 141,3968254 18,95238095 0,134036821
hsa-miR-210 128,6031746 17,33333333 0,134781535
hsa-miR-361-5p 72,25396827 10 0,138400703
hsa-miR-720 67,38095238 10 0,148409894
hsa-miR-130a 59,46031746 10 0,168179391
hsa-miR-128 97,76190479 16,47619048 0,168533853
hsa-miR-106b 529,984127 89,61904763 0,169097607
hsa-miR-18b 93,53968254 16 0,171050399
hsa-miR-25 190,3650794 32,98412698 0,17326774
hsa-miR-425 116,8888889 20,36507937 0,174225964
hsa-miR-29¢ 55,92063492 10 0,178824865
hsa-miR-15a 100,4444444 18,25396825 0,181731985
hsa-miR-7 141,4603175 25,80952381 0,182450628
hsa-miR-22 54,23809524 10 0,184372256
hsa-miR-23b 51,65079365 9,634920635 0,186539644
hsa-miR-18a 260,7777778 48,73015873 0,18686469
hsa-miR-19b 446,9523809 86,15873017 0,192769373
hsa-miR-182 308,8571429 60,15873017 0,194778497
hsa-miR-107 814,4444444 172,4126984 0,211693627
hsa-miR-130b 1319,36508 282,8253968 0,214364774
hsa-miR-378 236,7619048 51,7142857 0,21842317
hsa-miR-103 1261,047619 309,1111111 0,245122473
hsa-miR-191 2035,142857 529,1587303 0,260010607
hsa-miR-93 1312,444445 346,3174603 0,263872091
hsa-miR-16 7689,904762 2064,253968 0,26843687
hsa-miR-20b 1778,603174 502,5873017 0,282574162
hsa-miR-26a 683,5238095 198,0952381 0,289814686
hsa-miR-181a 924,9206351 276,5555556 0,299004634
hsa-miR-20a 3060,190476 930,6031746 0,304099755
hsa-miR-92a 736,8571429 224,1269841 0,304166128
hsa-miR-582-5p 155,1428572 48,80952381 0,31461019
hsa-miR-422a 74,84126984 23,74603175 0,31728526
hsa-miR-15b 579,015873 184,0634921 0,317890235
hsa-miR-324-5p 20,57142857 6,761904762 0,328703704
hsa-miR-200c 30,36507937 10 0,329325666
hsa-miR-17 3802,984127 1271,492064 0,334340618
hsa-miR-222 29,31746032 10 0,341093665
hsa-miR-320d 1051,460318 385,0476191 0,366202711
hsa-miR-886-5p 63,23809524 23,49206349 0,371485944
hsa-miR-98 100,063492 37,6984127 0,376744924
hsa-miR-221 90,36507937 34,71428571 0,384155981
hsa-miR-106a 4751,904762 1847,936508 0,388883322
hsa-miR-181b 1437,904762 602,0952381 0,418730958
hsa-let-7f 2254476191 1016,952381 0,451081446
hsa-miR-532-5p 22,04761905 10 0,453563715
hsa-miR-1227 18,0952381 8,380952381 0,463157895
hsa-miR-195 21,28571428 10 0,469798658
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hsa-let-7d 5574,222222 2690,634921 0,482692439
hsa-let-7b 1885,301587 919,8730158 0,487918231
hsa-miR-425% 53,22222222 26,19047619 0,49209663
hsa-miR-342-3p 770,5079365 379,9047619 0,493057558
hsa-miR-1280 18,1984127 9,095238095 0,499781945
hsa-let-71 956,793651 478,2857143 0,499883871
hsa-miR-30d 163,015873 81,8888889 0,502336904
hsa-miR-19a 19,34920635 10 0,516817063
hsa-miR-320b 1941,809524 1009,793651 0,520027139
hsa-miR-1274b 19,15873016 10 0,521955261
hsa-let-7¢ 268,9206349 140,9365079 0,524082163
hsa-miR-140-3p 18,87301587 10 0,529857023
JAP’da Artanlar

miRNA mean JAN mean JAP FC JAP/JAN
hsa-miR-572 23,98412699 43,23809524 1,802779616
hsa-miR-298 193,9365079 353,9047619 1,824848584
hsa-miR-1207-5p 2360,126984 4337,238095 1,837713871
hsa-miR-483-5p 1388,063492 2583,365079 1,8611289
hsa-miR-575 16,3968254 30,79365079 1,87802517
hsa-miR-671-5p 221,5555556 417,6190476 1,884940536
hsa-miR-198 508,2857143 989,3333335 1,946411842

hsa-miR-551b*

236,5714286

465,1746032

1,966317767

hsa-miR-150*

341,3333334

673,0476191

1,971819196

hsa-miR-675 97,1904762 192,7936508 1,983668136
hsa-miR-638 3583,587301 7139,873016 1,992381493
hsa-miR-135a* 893,7777779 1793,460317 2,006606521
hsa-miR-1915 1334,349207  12684,857143 2,01210982

hsa-miR-223 150,2698413 | 303,2857143 2,018274004
hsa-miR-1268 669,7777778 1387,365079 2,071381173
hsa-miR-133b 27,96825397  |59,55555556 2,129398411
hsa-miR-885-3p 150,4603174  321,6507936 2,137778247
hsa-miR-1225-3p 42,65079365  91,20634922 2,138444362
hsa-miR-1237 56,04761905 119,8571429 2,13848768

hsa-miR-608

11,86507937

25,3968254

2,140468227

hsa-miR-191%*

132,1904762

283,2063492

2,142411143

hsa-miR-370

179,7777778

388,7936508

2,162634646

hsa-miR-1913

50,50793651

112,6825397

2,230986801

hsa-miR-1202 23,96825397  |56,63492063 2,362913907
hsa-miR-1292 118 279,7142857 2,370460049
hsa-miR-486-5p 14,9047619 35,50793651 2,382321619
hsa-miR-767-3p 11,82539683  |29,04761905 2,456375839
hsa-miR-1238 50,93650794 125,1825397 2,457619196
hsa-miR-409-3p 205,984127 509,5238095 2,473607151
hsa-miR-939 153,3650793 | 380,3650794 2,480128338
hsa-miR-1224-5p 261,4920635 | 658,4761905 2,518149812
hsa-miR-296-3p 592,2222222 1499,142857 2,531385688
hsa-miR-658 459,6825397 1172,15873 2,549930939
hsa-miR-921 242,6666667 | 640,9523808 2,641287284
hsa-miR-1228 49,47619048 131,3492063 2,654796278
hsa-miR-1249 86,44444444 | 230,1428571 2,66232097
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hsa-miR-296-5p

102,8571428

278,6031746

2,708641976

hsa-miR-625%*

147,5238095

402,0317461

2,725199054

hsa-miR-361-3p

181,7777778

497,5873016

2,737338456

hsa-miR-1182 423,3650794 1162,603175 2,74610078
hsa-miR-665 226,0952381 626,0952381 2,769165965
hsa-miR-518b 66,06349207 186,9365079 2,829649207

hsa-miR-1908

1313,777778

3721,396825

2,832592306

hsa-miR-550 85,98412698 | 245,2063492 2,851762968
hsa-miR-1226* 33,93650794 | 97,00000001 2,858278766
hsa-miR-611 26,11111111 74,96825396 2,87112462
hsa-miR-129* 10,42857143 | 30,14285714 2,890410958
hsa-miR-634 42,57142857 124,5714286 2,926174497
hsa-miR-1469 1142,31746 3344,031746 2,927410166
hsa-miR-25%* 43,23809524 128,6349206 2,975036711
hsa-miR-659 273,6507937 | 815,7460319 2,980974478
hsa-miR-92b* 736,2222222 | 2242,31746 3,045707386
hsa-miR-1228* 1135,777778 | 3652,825397 3,21614445
hsa-miR-371-5p 35 114,1587301 3,261678004
hsa-miR-936 344,6666667 1199,238095 3,479414203
hsa-miR-933 10 35,50793651 3,550793651
hsa-miR-654-5p 10 36,42857143 3,642857143
hsa-miR-663 814,5714284 |3075,52381 3,775634281
hsa-miR-133a 22,23809524 | 86,7936508 3,902926481
hsa-miR-1236 17,68253968 | 70,66666666 3,996409335
hsa-miR-30c-1* 14,82539683 59,6984127 4,026766595
hsa-miR-557 15,03174603 | 61,17460316 4,069693769
hsa-miR-202 11,93650794 | 48,73015873 4,082446809
hsa-miR-940 80,28571428 396 4,932384342
hsa-miR-498 8,587301586 | 43,76190476 5,0961183

hsa-miR-1909

33,84126984

188,8571428

5,580675421

JNN-JAN KARSILASTIRMASI

JAN’da Azalanlar

miRNA mean JNN mean JAN FC JAN/JNN
hsa-miR-363* 33,25714286 11,6952381 0,351660939
hsa-miR-498 24,51428572 8,933333334 0,364413364
hsa-miR-1202 68,71428572 27,04761905 0,393624394
hsa-miR-371-5p 74,05714286 40,32380952 0,544495885
JAN’da Artanlar

miRNA mean JNN mean JAN FC JAN/JNN
hsa-miR-298 125 228,1142857 1,824914286
hsa-miR-575 10 18,36190476 1,836190476
hsa-miR-1225-3p 26,51428572 49,16190476 1,854166666
hsa-miR-634 26,02857143 48,55238095 1,865349433
hsa-miR-130a 38,94285715 72,81904763 1,86989484
hsa-miR-181a 584,7428572 1100,419048 1,881885403
hsa-miR-15b 354,5714286 708,9142857 1,999355358
hsa-miR-1280 10 20,22857143 2,022857143
hsa-miR-140-3p 10 20,76190476 2,076190476
hsa-miR-1274b 10 21,2 2,12
hsa-miR-196b 64,4 138,7047619 2,153800651
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hsa-miR-98 51,6 119,5809524 2,317460318
hsa-miR-1913 24,65714286 | 58,7047619 2,380842024
hsa-miR-195 10 24,22857143 2,422857143
hsa-miR-532-5p 10 24,57142857 2,457142857

hsa-miR-1234

5,514285715

13,79047619

2,500863558

hsa-miR-361-5p

31,88571429

85,61904761

2,685185185

hsa-miR-1307

10

27,82857143

2,782857143

hsa-miR-324-3p

13,75714286

40,19047619

2,921426098

hsa-miR-222 10 33,6952381 3,36952381
hsa-miR-200c 10 34,4 3,44
hsa-miR-582-5p 49,45714286 185,7142857 3,755054882
hsa-miR-363 20,51428572 81,46666665 3,971216341
hsa-miR-1227 4,742857143 20,09523809 4,236947791
hsa-miR-128 22,85714286 116,4380953 5,094166668
hsa-miR-22 10 65,56190477 6,556190477
hsa-miR-23b 8,6 62,53333333 7,271317829
JNN-JAP KARSILASTIRMASI
JAP’da Azalanlar
miRNA mean JNN mean JAP FC JAP/JNN
hsa-miR-18b 87,65714285 10,64761905 0,121468927
hsa-miR-7 129,0857143 16,76190476 0,129850967
hsa-miR-18a 256,1142857 34,05714286 0,13297635
hsa-miR-210 83,05714286 11,56190476 0,13920422
hsa-miR-185 88,68571429 12,4 0,139819588
hsa-miR-19b 404,9714286 65,4857143 0,161704529
hsa-miR-106b 417,0857143 68,6857143 0,164680093
hsa-miR-130b 990,5714288 204,9333333 0,206883953
hsa-miR-20b 1715,428572 362,8380952 0,211514546
hsa-miR-15a 56,82857143 12,26666667 0,215853863
hsa-miR-107 597,2571429 139,7714286 0,234022197
hsa-miR-16 7010,742857 1642,057143 0,234220136
hsa-miR-20a 2993,085715 708,8761903 0,236837918
hsa-miR-103 924,4571429 225,0857143 0,243478798
hsa-miR-25 84,34285715 21,48571429 0,254742547
hsa-miR-720 38,45714286 10 0,260029718
hsa-miR-93 929,4857142 250,2285714 0,269211853
hsa-miR-106a 51544 1421,447619 0,275773634
hsa-miR-26a 520,9142857 151,4857143 0,290807372
hsa-miR-182 149,6 45,14285713 0,301757066
hsa-miR-886-5p 48,6 14,87619048 0,306094454
hsa-miR-17 3169,257143 975,7714285 0,307886481
hsa-miR-191 1178,914286 402,5904762 0,341492576
hsa-miR-425 37,4 13,39047619 0,358034123
hsa-miR-378 103,9428571 38,55238095 0,370899762
hsa-miR-29¢ 26,17142857 10 0,38209607
hsa-miR-320d 668,9142857 292,6476191 0,437496441
hsa-miR-92a 362,5714286 166,8571429 0,460204886
hsa-miR-425% 36,42857143 17,40952381 0,477908497
hsa-miR-130a 20,14285715 10 0,496453901
hsa-let-7f 1542342857 772,3047618 0,500734813
hsa-let-7¢ 206,8571429 104,6095238 0,505709024
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hsa-miR-181a 373,7714286 200,7809524 0,537175763

hsa-let-71 644.8 348.8 0,540942928

hsa-miR-320c¢ 1264,228572 688,8380953 0,544868318

JAP’ta Artanlar

miRNA mean JNN mean JAP FC JAP/JNN
hsa-miR-877 385,6571429 700,3428571 1,815972737

hsa-miR-129% 10 18,89523809 1,889523809

hsa-miR-1224-5p 249,8285714 484,2666667 1,938395853

hsa-miR-498 13,08571429 25,44761905 1,944687045
hsa-miR-638 3278 6391,961905 1,949957872
hsa-miR-1908 1518,628571 2967,961905 1,954369857
hsa-miR-767-3p 10 19,63809524 1,963809524
hsa-miR-572 12,34285715 25,14285714 2,037037037
hsa-miR-423-5p 223,0857143 456,7619047 2,047472677
hsa-miR-296-3p 568,7428572 1167,314286 2,052446498
hsa-miR-671-5p 159,3714286 327,7714285 2,056651129
hsa-miR-575 10 20,64761905 2,064761905
hsa-miR-658 434,1142857 907,7333335 2,091000834
hsa-miR-675 67,4 141,5238095 2,099759785
hsa-miR-371-5p 34,62857143 73,92380952 2,134763476
hsa-miR-1228* 1326,685714 2847,733333 2,146501845
hsa-miR-1915 1010,171428 2176,495238 2,154580081
hsa-miR-518b 63,31428572 138,1523809 2,182009627
hsa-miR-1308 2708,4 5911,92381 2,182810445
hsa-miR-150* 218,9714286 494 4 2,25782881
hsa-miR-659 267,8857143 609,9809524 2,27701934
hsa-miR-486-5p 10,14285715 23,18095238 2,285446009
hsa-miR-665 198,3428572 458,2857143 2,310573322
hsa-miR-933 10 23,18095238 2,318095238
hsa-miR-1182 383,8285714 904,4190475 2,35630986
hsa-miR-654-5p 10 23,6 2,36
hsa-miR-550 76,45714288 182,2095238 2,383158943
hsa-miR-939 117,6 282,6285714 2,403304179
hsa-miR-625* 126,9142857 307,6571428 2,424133273
hsa-miR-936 383,8285714 942,2476192 2,454865764
hsa-miR-92b* 725,7142858 1819,542857 2,507244094
hsa-miR-1238 33,77142857 84,92380951 2,51466441
hsa-miR-1249 65,34285714 172,2857143 2,636641889
hsa-miR-921 182,4571429 484,1904762 2,653721683
hsa-miR-361-3p 133,6571429 369,7904762 2,76670942
hsa-miR-133b 15,77142857 44,03809523 2,792270531
hsa-miR-453 136,7714286 393,3714286 2,876122833
hsa-miR-1469 929,1428572 2673,6 2,877490775
hsa-miR-1226* 21,01428571 60,93333333 2,899614775

hsa-miR-1227

2,571428572

7,580952381

2,948148148

hsa-miR-1236 15,42857143 | 46,83809523 3,035802469
hsa-miR-1225-5p 90,62857144 | 303,3523809 3,347204707
hsa-miR-202 10 34,05714286 3,405714286
hsa-miR-1228 26,88571429  92,8952381 3,455189515
hsa-miR-940 85,4 304,7619047 3,568640571
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hsa-miR-296-5p 57,85714286 | 211,4666667 3,654979424
hsa-miR-30c-1* 10,37142857 | 38,51428571 3,713498623
hsa-miR-557 10,6 40,19047619 3,791554358
hsa-miR-611 13,42857143 53,8095238 4,007092198
hsa-miR-298 63,77142857 | 257,2761905 4,034348865
hsa-miR-1225-3p 12,54285714 | 55,80952381 4,449506455
hsa-miR-25* 20,91428572 | 94,6857143 4,527322405
hsa-miR-324-3p 5,828571431 26,96190476 4,625816992
hsa-miR-196b 28,91428572 137,4095238 4,752305666
hsa-miR-133a 10,97142857 53,69523809 4,894097223
hsa-miR-663 448,5714286 | 2460,533333 5,485265392
hsa-miR-1913 13,02857143 74,66666667 5,730994153
hsa-miR-1909 23,02857143 140,1142857 6,084367245
hsa-miR-634 12,91428571 85,52380951 6,622418878

Tablo 3. Kamptotesin ile muamele edilen Jurkat T hiicre fraksiyonlarinda farkh ifade edilen miRNA’larin
Ayrintihi Listesi. 8 pM kamptotesin ile 4 saat muamele edilen hiicreler Annexin V konjuge manyetik partikiiller
ile ayristirildiktan sonar toplam RNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen toplam RNA ile mikroarray analizi
yapilmistir (Febit, Almanya). Normalizasyon sonrasi fraksiyonlar arasinda 1.8 kattan fazla (P< 0.05) farkli ifade
edilen miRNA’lar belirlenmistir. Mean, ii¢ biyolojik replikanin ortalama floresan iinitesi; JNN, kamptotesin ile
muamele edilmemis kontrol hiicreler; JAN, kamptotesin ile muamele edilen ancak apoptoza ugramayan
(Annexin negatif) hiicreler; JAP, kamptotesin ile muamele edilmis apoptotik (Annexin pozitif) hiicreler. FC, ki
fraksiyon baz alindiginda ilgili miRNA ifade orani.

miRNA ifade Oram
Array Yeni
qPCR Array Analiz
JAN/INN | JAN/INN | FCJAN/JNN
mir7 0,17 0,18 0,81
mir25 0,19 0,17 1,50
mir93 0,20 0,26 1,07
mirl96b 0,08 1,59 2,15
mir611 0,23 2,87 1,18
mir370 0,24 2,16 0,71
mir363 0,16 0,13 3,97
mir582-5p 0,22 0,31 3,76
JAP/JNN | JAP/JNN | FCJAP/INN
mir7 0,38 0,13 0,13
mir25 0,29 0,25 0,25
mir93 0,30 0,27 0,27
mirl96b 0,99 4,75 4,75
mir611 0,49 4,01 4,01
mir370 2,71 1,54 1,54
mir363 0,30 0,72 0,72
mir582-5p 3,89 1,14 1,14

Tablo 4. Kamptotesin ile indiiklenen apoptozda rol oynayan miRNA’larin qPCR ile dogrulanmasi.
Kamptotesin muamelesi Tablo 1°de belirtildigi gibi yapildiktan sonra fraksiyonlara ayrilan hiicrelerden 200
nt’ten kiigik RNA’lar izole edilmistir. Hazirlanan cDNA’den qPCR analizi yapilmistir. U6 kiigikRNA’s1
endojen kontrol olarak kullanilarak fraksiyonlar arast miRNA ifade farkliliklar1 belirlenmistir. JNN, kamptotesin
ile muamele edilmemis kontrol hiicreler; JAN, kamptotesin ile muamele edilen ancak apoptoza ugramayan
(Annexin negatif) hiicreler; JAP, kamptotesin ile muamele edilmis apoptotik (Annexin pozitif) hiicreler. qPCR,
gPCR datasi; Array, mikroarray datasinin ilk analiz sonucu; Array update, mikroarray datasinin yeniden analiz
sonucu.

29



Her ii¢ fraksiyonda ifade edildigi tespit edilen miRNA’lar 3 karsilastirmaya tabii
tutulmustur (1) JNN-JAP; (2) JNN-JAN ve (3) JAN-JAP. JNN-JAP karsilastirmasi1 sonrasi
apoptotik JAP hiicrelerinde 35 miRNA nin ifadesinde artis 59 miRNA’nin ifadesinde azalma
tespit edilmistir. Kamptotesine direngte rol oynayan miRNA’lar1 tespit etmemizi saglayan
JNN-JAN karsilagtirmast JAN hiicrelerinde 27 adet miRNA’nin ifadesinin baskilandigin
gostermistir. JAN-JAP karsilastirmasi yapildiginda, JAP hiicrelerinde 60 adet miRNA’nin
miktarinda artts 66 miRNA’nin ifadesinda azalma gozlemlenmistir. Bu karsilastirmalar
sonucu farkli ifade edildigi belirlenen miRNA’larin sayisi Tablo 2’de, ilgili miRNA’larin
detayli degerleri Tablo 3’de sunulmustur.

4.4 Mikroarray Sonu¢larinin qPCR ile Dogrulanmasi

Array sonuglarmin bagimsiz ikinci bir metot olan qPCR ile dogrulanmasi igin
oncelikli olarak ifade farkliligi yiiksek ve P degerleri 0.05’ten kiigiik 7 adet miRNA aday
olarak sec¢ilmistir. miRNA ifadelerini qPCR ile tespit etmek i¢in cDNA hazirlanmasinda
toplam RNA yerine kiiciik RNA (200 nt’ten kiiciik, miRNA tarafindan zenginlestirilmis)
kullanilmasi onerildiginden, kamptotesin ile muamele sonrasi 3 fraksiyona ayristirilan
hiicrelerden kiigiik RNA’lar elde edilmistir. Poliakrilamid jelde goriintiilemek icin gerekli 200
ng kiiciik RNA’y1 elde etmek ¢ok pahaliya mal oldugundan toplam RNA kalitesi, kiiclik RNA
nanodrop spektrofotometre degerleri ve qPCR’1n ¢aligmasi bu RNA’larin kalitesi i¢in referans
olarak alinmistir. Hazirlanan RNA’lardan c¢cDNA yapilarak miRNA ifadeleri qPCR ile
belirlenmistir (Tablo 4). Ancak qPCR sonuglari ile array sonuclari arasinda bir tutarsizlik
oldugu gozlemlenmistir.

Bu uyumsuzlugu arastirmak igin iki yol izlenmistir. Oncelikli olarak, mikroarray
datasina gore anlamli olan miRNA’larin kamptotesin dozuna bagli olarak ifadelerinde
degisiklik olup olmadigi test edilmistir. Sayet bu miRNA’lar kamptotesinle indiiklenen
apoptozda rol oynuyorlarsa, kamptotesin dozuna paralel bir sekilde ifadelerinde farkliliklar
olusmalidir. Bu amagla dncelikle olarak Jurkat hiicreleri 0.25-8 uM kamptotesin ile muamele
edilmistir. Bu hiicrelerin apoptoz orant Annexin V immunofloresan isaretleme yontemiyle
belirlenmistir (Sekil 10A). Parasal kaynaklarimizin az olmasi nedeniyle, JAN (muamele
sonrasi 0lmeyen hiicreler) ve JAP (muamele sonrasi apoptoza ugrayan hiicreler) fraksiyonlari
ayrilmadan, 0.5, 2 ve 8 uM kamptotesin ile muamele edilen 6rneklerden miRVANA kiti
kullanilarak 200 nt’ten kiiciik RNA’lar izole edilmistir. miRNA RT c¢DNA Kkiti
(SabioSciences) kullanilarak cDNA hazirlanmis ve qPCR yapilmistir. JAN ve JAP
fraksiyonlar1 ayrilmadig1 halde, kamptotesin ile muamele edilen 6rneklerde (JAN ve JAP
fraksiyonunu icerir) bu miRNA’larin miktarlarinda doza bagli olarak azalma oldugu tespit
edilmistir (Sekil 10B ve C). Ancak, bir sonraki kisimda anlatilacak derin sekanslama
sonuglar1 incelendiginde, derin sekanslamada klonlanma siklig1 %0,01°den yiiksek olan
miRNA’larin genel itibar1 ile mikroarray ve qPCR ile daha uyumlu oldugu belirlenmistir
(Sekil 10C, miR-18a ve 106b).

4.5 Derin Sekans Analiziyle miRNA Profilinin Cikarilmasi

qPCR ile mikroarray analizi arasindaki uyumsuzlugu arastirmak icin alternatif bir yol
olarak adi gecen 3 fraksiyondaki kii¢iik RNA’larin derin sekans analizleri c¢ikartilmistir
(Fasteris, Isvicre). Sekans analizinin kalite kontrol degerlendirmesi Tablo 5’te sunulmustur.
Adaptor igermeyen klonlarin oran1 %12 ile 36,6 arasinda degismektedir. Adaptor iceren
klonlardan %91,3-97,9 gibi oldukca yiiksek bir oran1t 15-26 bp uzunlugunda fragman

30



A

—o— Total An. —— Total live. —a— Total 7AAD
100
90
80
70
®n 60
§ 50
X 40
30
20 -
10 -
0
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2 —— mir-370
x 0,2 - —o— mir-582-5p
—0— mir-611
0 =
Negatif 0.5 uM 2 uM 8 uM
Kamptotesin (uM)
C
Negatif | 0.5pM | 2 uM | 8 uM | Array JAP/JNN | Sekans JAP/JNN
Hsa-mir-7 1 0,032 | 0,016 | 0,010 0,130 1,152
Hsa-mir-18a 1 0,117 | 0,058 | 0,043 0,133 0,109
Hsa-mir-25 1 0,022 | 0,010 | 0,007 0,255 1,023
Hsa-mir-93 1 0,384 | 0,100 | 0,101 0,269 0,700
Hsa-mir-106b 1 0,344 | 0,056 | 0,042 0,165 0,166
Hsa-mir-182 1 0,021 | 0,015 0,010 0,302 0,608
Hsa-mir-196b 1 0,022 | 0,010 | 0,010 4,752 0,331
Hsa-mir-363 1 0,094 | 0,024 | 0,016 0,715 NA
Hsa-mir-370 1 0,019 | 0,003 | 0,004 1,541 NA
Hsa-mir-582-5p 1 0,164 | 0,028 | 0,043 1,145 NA
Hsa-mir-611 1 0,010 | 0,003 | 0,002 4,007 NA

Sekil 10. Kamptotesin dozuna bagh miRNA Ifadesi. Panel A, Jurkat hiicreleri 0,25-8 uM kamptotesin ile
muamele edildikten sonra Annexin V immunofloresan isaretleme ile apoptoz oranlari belirlenmistir. Panel B,
Negatif, 0,25, 2 ve 8 pM kamptotesin ile muamele edilen hiicrelerden kiigiik RNA’lar izole edildikten sonra
cDNA hazirlanmistir. Her bir numuneden 3 replika yapilarak Ct degerlerine gore rolatif miRNA miktar
hesaplanmistir. Panel C, Relatif miRNA miktarlar1 sayisal olarak verilmistir. Negatif, 0,25, 2 ve 8 qPCR
sonuglari; Array JAP/JNN, mikroarray orani; Sekans JAP/JNN, derin sekanslama oranlari. NA, bu metotla

tanimlanamayan miRNA’lar.
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JNN

Fragman Boyutu | Okuma | % Okuma | % Fragman
0-15 bp 207821 7,6 8,6
15-26 bp 2192899 80,4 91,3
Adaptorsiiz 327933 12

JAN
Fragman Boyutu | Okuma | % Okuma | % Fragman
0-14 bp 65652 2,4 3,1
15-26 bp 2065887 76,7 96,9
Adaptérsiiz 561318 20,8

JAP
Fragman Boyutu | Okuma | % Okuma | % Fragman
0-14 bp 40563 1,4 2,2
15-26 bp 1875582 62 97,9
Adaptérsiiz 1108038 36,6

Tablo 5. Derin sekanslama Kkalite kontrol analizi. Kamptotesin ile muamele edilmemis (JNN), 8 puM
kamptotesin ile muamele edilmis hiicrelerin apoptoza ugramayan negatif (JAN) ve apoptoza ugrayan pozitif
(JAP) fraksiyonlarindan elde edilen toplam RNA’lar Isvigre’nin Fasteris firmasi tarafindan Illumina teknolojisi
kullanilarak derin sekanslamaya tabii tutulmustur. Okunan toplam sekans sayis1 (Okuma), degisik uzunluktaki
klonlarin toplam sekanstaki (%Okuma) ve insert iceren klonlar icerisindeki (%Fragman) oranlar1 hesaplanmustir.

Derin Sekanslama Mikroarray
Grup 1
miRNA Adi % JAN % JAP % JNN ‘ JAN/JAP ‘ JAN/JNN | JAP/JNN | JAN/JAP | JAN/JNN ‘ JAP/JNN
JAN>JNN>JAP, JAN yasam ve apoptozla ilgili
hsa-let-7a 1.4840910.2616310.91017| 5.67252 | 1.63057 |0.28745| 1.63 1.23 0.77
hsa-let-7b 0.56561]0.04120|0.14757 | 13.72811 | 3.83285 |0.27920| 2.05 1.2 0.59
hsa-let-7¢ 0.00116 | 0.00016 | 0.00064 | 7.30286 | 1.81064 [0.24794| 1.76 1.4 0.83
hsa-let-7d 0.02246 | 0.00806 | 0.06881 | 2.78662 | 0.32639 |0.11713| 2.07 1.22 0.65
hsa-let-7f 4.1425411.8598212.94230| 2.22738 | 1.40793 10.63210| 2.21 1.14 0.5
hsa-miR-16 0.0417310.02015]0.02839 | 2.07075 | 1.46965 |0.70972| 3.73 1 0.23
hsa-miR-17 2.15586|0.50910 | 5.17450 | 4.23465 | 0.41663 | 0.09839| 2.99 0.97 0.31
hsa-miR-19a 0.03195]0.01257]0.20189 | 2.54214 | 0.15824 |0.06225| 1.93 0.65 0.57
hsa-miR-19b 0.02532]0.01299[0.24680 | 1.94867 | 0.10257 |0.05264| 5.19 0.84 0.16
hsa-miR-26a 0.11641]0.01066 | 0.08148 | 10.92250 | 1.42867 |0.13080| 3.45 0.96 0.29
hsa-miR-29a 0.00605|0.00138]0.00941 | 4.38874 | 0.64298 [0.14651| NC NC NC
hsa-miR-92a 0.440530.10260 | 0.24761 | 4.29350 | 1.77917 [0.41439| 3.29 1.59 0.46
hsa-miR-98 0.00484 1 0.00058 1 0.00321 | 8.29871 | 1.50887 |0.18182| 2.65 2.32 1.06
hsa-miR-106a 0.06791]0.04115]0.30658 | 1.65044 | 0.22151 |0.13422| 2.57 0.86 0.28
hsa-miR-196a 0.06249 [ 0.04465 ] 0.09940 | 1.39964 | 0.62871 [0.44919| NC NC NC
hsa-miR-210 0.01868|0.00361 |0.05475| 5.18181 | 0.34126 |0.06586| 7.41 1.03 0.14
hsa-miR-223 0.03761]0.00742 1 0.01893 | 5.06636 | 1.98710 |0.39221 0.5 0.69 1.4
hsa-miR-15b 0.00465]0.00270]0.00716 | 1.71832 | 0.64859 |0.37745| 3.15 2 0.64
hsa-miR-128 0.36918]0.00027 | 0.00503 | *#***xx%1 73 45617 | 0.05275| 5.93 5.09 0.9
hsa-miR-153 0.00106 | 0.00027 | 0.00438 | 4.01657 | 0.24289 [0.06047| NC NC NC
hsa-miR-125a-5p [ 0.01878|0.00069 | 0.00957 | 27.24529 | 1.96237 |0.07203| NC NC NC
hsa-miR-150 0.046180.01140]0.02203 | 4.05054 | 2.09630 [0.51754| NC NC NC
hsa-miR-185 0.02648 1 0.01161[0.04614 | 2.28006 | 0.57382 |0.25167| 7.46 1 0.14
hsa-miR-320a 0.0192210.0032310.09212 | 5.94106 | 0.20860 |0.03511| 1.76 1.14 0.62
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hsa-miR-106b 0.11336]0.03123]0.18842 | 3.62973 | 0.60166 |0.16576| 5.91 0.96 0.16
hsa-miR-29¢ 0.01520|0.00111 | 0.00674 | 13.64939 | 2.25612 |0.16529| 5.59 1.34 0.38
hsa-miR-18b 0.0124410.00117 | 0.00492 | 10.66384 | 2.52899 |0.23716| 5.84 0.72 0.12
hsa-miR-20b 0.3984210.105790.68507 | 3.76628 | 0.58157 [0.15442| 3.54 0.84 0.21
hsa-miR-484 0.00145]0.00042 | 0.00770 | 3.42322 | 0.18861 |0.05510| 1.42 1.12 0.75
hsa-miR-1268 0.04453 | 0.00095 | 0.00160 | 46.65717 | 27.76316 | 0.59505 | 0.48 0.72 1.54
hsa-miR-1308 0.00939 | 0.00048 | 0.00267 | 19.67715 | 3.51264 |0.17851| 0.61 1.19 2.18
hsa-miR-720 0.06607 | 0.00090 | 0.02058 | 73.29710 | 3.20977 |0.04379| 6.74 1.1 0.26
hsa-miR-374b 0.05262 | 0.00536 | 0.01743 | 9.82452 | 3.01866 |0.30726| NC NC NC
hsa-miR-744 0.00576 | 0.00058 | 0.00369 | 9.87546 | 1.56135 |0.15810| 0.85 1.13 1.48
hsa-miR-1301 0.00063 | 0.00021 | 0.00588 | 2.96679 | 0.10699 |0.03606| NC NC NC
hsa-miR-542-5p 0.00024 | 0.00011 | 0.00294 | 2.28214 | 0.08230 |0.03606| NC NC NC
Grup 2
% JAN % JAP % JNN ‘ JAN/JAP ‘ JAN/JNN | JAP/JNN | JAN/JAP | JAN/JNN ‘ JAP/JNN
JAP=JNN, JAN yasam, kaptotesin bagimsiz
hsa-miR-15a 0.05562 ] 0.00604 | 0.00994 | 9.20064 | 5.59254 |0.60784| 5.5 1.05 0.22
hsa-miR-21 0.35016 | 0.07026 | 0.07491 | 4.98386 | 4.67458 |0.93794| NC NC NC
hsa-miR-24 0.00610 | 0.05218 | 0.06796 | 0.11689 | 0.08975 |0.76780| NC NC NC
hsa-miR-25 0.430170.02418 | 0.02363 | 17.79071 | 18.20268 | 1.02316| 5.77 1.5 0.26
hsa-miR-28-3p 0.03645 | 0.00573 | 0.00829 | 6.36465 | 4.39811 |0.69102| NC NC NC
hsa-miR-33a 0.00712]0.00117]0.00080 | 6.09955 | 8.87214 |1.45456| NC NC NC
hsa-miR-101 0.06356 | 0.00848 | 0.01401 | 7.49114 | 4.53697 |0.60564| NC NC NC
hsa-miR-30d 0.01486 | 0.03240 | 0.02550 | 0.45867 | 0.58267 |1.27035| 1.99 1.35 0.7
hsa-miR-7 0.42030 | 0.00191 | 0.00166 | F**x*kkk | Hkskxxkds | 1.15170| 5.48 0.81 0.13
hsa-miR-221 0.04690 | 0.00371 ] 0.00251 | 12.63656 | 18.66501 | 1.47706| 2.6 1.44 0.69
hsa-miR-9 0.22165]0.06862 | 0.08352 | 3.23027 | 2.65395 |[0.82159| NC NC NC
hsa-miR-362-5p 0.01002 | 0.00159 | 0.00214 | 6.29872 | 4.68503 |0.74381| NC NC NC
hsa-miR-345 0.00082 | 0.00435 | 0.00492 | 0.18925 | 0.16729 |0.88395| NC NC NC
hsa-miR-181d 0.01104]0.00196 | 0.00176 | 5.62518 | 6.25494 |[1.11195] NC NC NC
hsa-miR-766 0.000150.01893 | 0.02700 | 0.00767 | 0.00538 |0.70109| NC NC NC
hsa-miR-542-3p 0.00344 1 0.00658 | 0.00706 | 0.52268 | 0.48695 [0.93164| NC NC NC
Grup 3
% JAN | % JAP | % JNN ‘ JAN/JAP ‘ JAN/JNN |JAP/JNN JAN/JAP|JAN/JNN‘JAP/JNN
JAN=JNN, apoptozla ilgili
hsa-let-7¢ 0.013840.00339|0.01807 | 4.07933 | 0.76604 |0.18779| 1.91 0.99 0.5
hsa-miR-18a 0.14270]0.01670]0.15393 | 8.54319 | 0.92702 |0.10851| 5.35 0.72 0.13
hsa-miR-93 0.94031]0.48900]0.69903 | 1.92292 | 1.34517 |[0.69955| 3.79 1.07 0.27
hsa-miR-148a 0.34614 | 0.08097 | 0.43747 | 4.27495 | 0.79124 |0.18509| NC NC NC
hsa-miR-181a 0.233120.66192 | 0.34727 | 0.35218 | 0.67129 |1.90607 | 3.34 1.88 0.54
hsa-miR-27b 0.02861 | 0.00779 | 0.02818 | 3.67006 | 1.01526 |0.27663| NC NC NC
hsa-miR-132 0.003680.00180]0.00342 | 2.04051 | 1.07507 [0.52686| NC NC NC
hsa-miR-152 0.0054710.00260 | 0.00551 | 2.10516 | 0.99322 [0.47180| NC NC NC
hsa-miR-301a 0.010310.00276 | 0.01139| 3.73921 | 0.90532 |0.24212| NC NC NC
hsa-miR-92b 0.01549 1 0.00589 | 0.01433 | 2.63166 | 1.08098 |0.41076| NC NC NC
hsa-miR-942 0.0037310.00095 | 0.00262 | 3.90500 | 1.42265 |0.36431| NC NC NC
hsa-miR-652 0.01007 | 0.00514 | 0.00941 | 1.95747 | 1.06992 |0.54659| NC NC NC
Grup 4
% JAN | % JAP | % JNN ‘ JAN/JAP ‘ JAN/JNN |JAP/JNN JAN/JAP|JAN/JNN‘JAP/JNN
JNN>JAP>JAN, JAN yasam ve apoptozla ilgili
hsa-miR-32 0.00048 | 0.00085 | 0.00471 | 0.57054 | 0.10288 |0.18032| NC NC NC
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hsa-miR-96 0.00039 | 0.00085 | 0.00513 | 0.45643 | 0.07544 |0.16529| NC NC NC
hsa-miR-29b 0.00378 10.00939 | 0.70999 | 0.40228 | 0.00532 |0.01322 NC NC NC
hsa-miR-197 0.00048 | 0.00111 | 0.00471 | 0.43469 | 0.10288 |0.23667 NC NC NC
hsa-miR-30c 0.00324 1 0.02344 | 0.12682 | 0.13837 | 0.02557 |0.18480| NC NC NC
hsa-let-7g 0.0425510.28469 | 2.80612 | 0.14945 | 0.01516 |0.10146 1.6 1.54 0.98
hsa-miR-140-5p 0.00198 [ 0.00917 | 0.20200 | 0.21634 | 0.00982 |0.04541 NC NC NC
hsa-miR-142-5p 0.00208 [ 0.02010 | 0.31198 | 0.10357 | 0.00667 | 0.06442 NC NC NC
hsa-miR-142-3p 0.09918 | 0.57676 | 2.07666 | 0.17196 | 0.04776 |0.27773| NC NC NC
hsa-miR-126 0.00436 1 0.01076 | 0.02042 | 0.40472 | 0.21330 |0.52703| NC NC NC
hsa-miR-146a 0.00058 | 0.00170{0.01219 | 0.34232 | 0.04765 |0.13919| NC NC NC
hsa-miR-186 0.01113]0.09667 | 0.50174| 0.11517 | 0.02219 |0.19266| NC NC NC
hsa-miR-194 0.00165 | 0.00281 | 0.00845 | 0.58561 | 0.19482 |0.33267 NC NC NC
hsa-miR-200c 0.01530]0.02657 | 0.07624 | 0.57577 | 0.20062 |0.34843 NC NC NC
hsa-miR-361-5p 0.00218 | 0.00695 | 0.25354 | 0.31358 | 0.00859 |0.02740| NC NC NC
hsa-miR-301b 0.00000 | 0.00058 | 0.00299 | 0.00000 | 0.00000 |0.19481 NC NC NC
hsa-miR-627 0.00015]0.00032 | 0.00315 | 0.45643 | 0.04603 |0.10086| NC NC NC
Grup 5
% JAN % JAP % JNN ‘ JAN/JAP ‘ JAN/JNN |JAP/JNN JAN/JAP | JAN/JNN ‘ JAP/JNN
JAN=JAP, ila¢ metabolizmasi

hsa-miR-20a 0.49683 | 0.49627 [ 4.76397| 1.00113 | 0.10429 |0.10417| 3.29 0.79 0.24
hsa-miR-26b 0.00116]0.00095 | 0.02625 | 1.21714 | 0.04425 |0.03636| NC NC NC
hsa-miR-27a 0.0033910.00339 | 0.01551 | 0.99844 | 0.21853 |0.21887| NC NC NC
hsa-miR-103 0.2453210.19593 1 0.09913 | 1.25206 | 2.47474 |1.97653| 4.08 1.03 0.24
hsa-miR-192 0.00983 1 0.01018 | 0.01823 | 0.96516 | 0.53894 |0.55840| NC NC NC
hsa-miR-183 0.04569 | 0.06177 [ 0.11608 | 0.73969 | 0.39365 |0.53219| NC NC NC
hsa-miR-222 0.00068 | 0.00048 | 0.00471 | 1.42000 | 0.14403 |0.10143| NC NC NC
hsa-let-7i 0.00290 | 0.00228 | 0.00524 | 1.27375 | 0.55428 |0.43515 2 1.07 0.54
hsa-miR-30b 0.00058 | 0.00042 | 0.00358 | 1.36929 | 0.16215 |0.11842| NC NC NC
hsa-miR-140-3p 0.00218 1 0.00212 | 0.00722 | 1.02696 | 0.30177 |0.29385 NC NC NC
hsa-miR-191 0.12092]0.10748 | 1.64957 | 1.12497 | 0.07330 |0.06516| 3.85 1.28 0.34
hsa-miR-99b 0.00750]0.00737(0.01235| 1.01793 | 0.60747 |0.59676| NC NC NC
hsa-miR-130b 0.01626 {0.01941|0.37341 | 0.83803 | 0.04355 |0.05197| 4.67 1.04 0.21
hsa-miR-424 0.00048 | 0.00037 | 0.02738 | 1.30408 | 0.01768 |0.01356| NC NC NC
hsa-miR-503 0.00121]0.00143 | 0.00551 | 0.84524 | 0.21974 |0.25997| NC NC NC
hsa-miR-532-5p 0.00760 | 0.00992 | 0.01684 | 0.76641 | 0.45122 |0.58875| NC NC NC
hsa-miR-769-5p 0.00092 | 0.00095 | 0.00353 | 0.96357 | 0.26062 |0.27048| NC NC NC
hsa-miR-625 0.00077]0.00058 | 0.00294 | 1.32779 | 0.26337 |0.19835| NC NC NC
hsa-miR-590-3p 0.0017410.00143 | 0.00583 | 1.21714 | 0.29900 |0.24566| NC NC NC

Tablo 6. JNN, JAN ve JAP fraksiyonlarinda miRNA ifade miktarlari. Derin sekanslama sonrast miRBase’de
bulunan insan miRNA’larmin JNN, JAN ve JAP fraksiyonlarindaki sayilart belirlenmistir. Bu sayilar her bir
fraksiyondaki toplam klon sayisina boliinerek her bir miRNA’nin klonlanma siklig1 (%JNN, %JAN ve %JAP)
hesaplanmistir. Bu degerlerin birbirine oranlari hesaplanarak, JAN/JAP, JAN/JNN ve JAP/JNN oranlari
hesaplanmigtir. Her fraksiyondaki klonlanma sikliklar1 benzerlik gosteren miRNA’lar ayni grup altinda
toplanmistir. Mikroarray sonucu tablonun sag tarafindaki kolonlara eklenmis ve yon itibar1 yada trend olarak
derin sekanslama ile uyum igerisinde olanlar gri renk ile isaretlenmistir. NC, ifadesi diisiik oldugu igin
mikroarray analizinde filtre edilenler.
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icermesi, RNA Kkalitesinin iyi ve derin sekanslama sirasinda ¢cDNA hazirlanma siirecinin
oldukg¢a basarili oldugu anlamina gelmektedir (Tablo 5). Bilinen miRNA’larin klonlanma
sikligin1 belirlemek i¢in, Fortran yazilim programi kullanilarak bir program yazilmistir. Bu
program ile, miRbase’de bulunun insan miRNA’larinin sekansi ile %100 eslesme gosteren
klonlarin sayis1 her bir fraksiyonda (JNN, JAN ve JAP) ayr1 ayn belirlenmistir. Daha sonra,
bu say1 toplam klon sayisina boliinerek ilgili miRNA’larin her bir fraksiyondaki klonlanma
stkliklar: (klonlanma sikligi=ifade miktar1) hesaplanmistir. Klonlama siklig1 diisiik olan
miRNA’lar hesaplamaya katilmamistir (~yaklasik %0.01°den kii¢iik). Fraksiyonlar arasindaki
oranlar belirlendikten sonra, klonlanma sikliklarina gére ayni pattern sergileyen miRNA’lar
kiimelere ayrilmis ve mikroarray sonuglariyla karsilagtirmali olarak Tablo 6’da sunulmustur.

Mikroarray ve derin sekanslama sonuglari yan yana karsilastirilarak, mikroarray ile
gPCR arasindaki uyumsuzluga cevap aranmistir (Tablo 6). Sekil 7C’de sunulan qPCR,
mikroarray ve derin sekanslama sonuglarina bakildiginda, ilk bakista her {i¢ metot arasinda
hala tam bir uyumun olmadig1 goriilmektedir. Mikroarray ve derin sekans verilerini detayli
inceledigimizde, derin sekanslamada klonlama sikligi %0,01°den kiiciik olan miRNA’lar,
muhtemelen yliksek background nedeniyle mikroarray analizinde yaniltici degerler
verebilmektedir. Ayni sekilde, mikroarray analizinde floresan yogunlugu 500’den kiiciik
miRNA’larda derin sekanslama (ve qPCR) sonuglar1 ile uyumsuz goriinmektedirler. Ancak,
derin sekanslamada klonlanma sikligi %0.01’in, mikroarray analizinde floresan yogunlugu
500’iin lzerinde olan miRNA’larin bazilarindada uyumsuzluk gozlemlemis bulunmaktayiz
(6rnegin, miR-181a, miR-let-7g, miR-7). Bu uyumsuzlugun birgok sebebi olabilir. Ornegin,
bu miRNA’lar mikroarray analizinde diger miRNA sekanslar1 ile hibridize oluyor olabilir
(cross-hybridization). Ayrica, bazt miRNA’larin niikleotit degisimi (editing) islemine tabii
oldugu bilinmektedir. Derin sekanslamada tam eslesme yapan sekanslar1 degerlendirmeye
aldigimizdan, niikleotit degisimlerini kagiriyor olabiliriz.

4.6 miRNA Niikleotit Degisimlerinin Belirlenmesi

Analiz edilen RNA sekanslarinin ¢ok kisa olmasi nedeniyle mikroarray ve qPCR
analizi sirasinda olusabilecek hatalarin giderilememektedir. Derin sekanslama ile birlikte
hiicre igerisinde boyutu veya sekansi sadece 1 (veya birkag) niikleotit degisen bir dizi RNA
sekansi oldugu goriilmiistiir. Bu degisiklikler miRNA’larin 6zellikle 5° yada 3’ iissiine yakin
olursa, qPCR ve mikroarray analizinde 6nemli sorun teskil edecektir. Ayrica, genomun baska
bolgesinden gelebilecek RNA kirintilarida hataya neden olabilecektir. Zira sekans
boyutlarinin kisa olmasi nedeniyle qPCR i¢in ikinci bir primer yada prob dizayn etme sansi
bulunmamaktadir. Ornegin, asagida verilen 8 miRNA benzeri sekans! inceledigimizde,

1. AAT ATG GGC AGG CCT GCA
2. TAT ATG GGC AGG CCT GCA
3. AAT ATG GGC AGG CCT GCC
4. AAT ATG GGC AGG CCT GC

5. AT ATG GGC AGG CCT GCA

6. AAT ATG GGC AGG CCT GCA G
7. AT ATG GGC AGG CCT GCA G
8. AAT ATG GGC GGG CCT GCA

AAT ATG GGC AGG CCT GCA sekansi1 5’ primeri olarak kullanildiginda, sadece 1,
2,5, 6 ve 7 nolu sekanslar qPCR ile ¢ogaltilabilirken, mikroarray analizinde muhtemelen ilk 7
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sekansin tamami pozitif sinyal verebilmektedir. Buna karsin, derin sekans analizinde sekansla
tam eslesen klonlar degerlendirilmeye alindigindan sadece 1 nolu sekans analize dahil
edilmektedir. Bu nedenle mikroarary, qPCR ve derin sekanslama metotlar1 arasinda kismi
uyumsuzluk olmasinin dogal oldugu degerlendirilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar miRNA’larda niikleotit degisim olaylarinin (6zellikle
A—>G) sanilandan daha sik goriildiigiine isaret ettiginden, 5> ve 3’ lisse yakin degisim
olaylarinin bu uyumsuzluga dahada fazla katki bulunmaktadir. RNA popiilasyonundaki bu
zenginligi algilamak icin, dncelikle mirBASE’de mevcut tiim miRNA sekanslarina sadece 1
niikleotit farkla eslesen (delesyon ve eklemeler harig) klonlar tespit edilmistir. Bu klonlar en
az 3 nedenle olusabilir (1) miRNA niikleotit degisimleri; (2) genomun bagka bolgesinden
gelen kiiciik RNA’lar veya mRNA kirmtilart ve (3) sekans hatalari. Niikleotit farkliliklarinin
sekanslamadan kaynaklanan teknik bir hata olmadigindan emin olmak igin, oncelikli olarak
niikleotit degisikliklerinin tiirii tespit edilmistir (Sekil 11). Zira sekans hatasinin her 3
fraksiyona (JNN, JAN ve JAP) esit yanmasi ve fraksiyonlar arasi fark goriilmemesi
beklenmektedir. Bu analize gore, her li¢ fraksiyonda G=>T ve T->G degisimlerinde anlamlt
bir farklilik goriilmektedir (Sekil 11). JAN fraksiyonunda G>T diger iki fraksiyona gore
oldukga az iken, ayni fraksiyonda T->G degisimleri anlaml1 bir sekilde artis gostermektedir.

Ergin miRNA’lar ile ayn1 boyuta sahip ancak 1 niikleotit sekans farki gosteren bu
klonlarin biyolojik bir anlami varsa, miRNA {izerinde belli pozisyonlarda yogunlagmasi
beklenmektedir. Bu hipotezden yola ¢ikarak tespit edilen niikleotit degisimlerinin miRNA
tizerindeki dagilimina bakildiginda (Sekil 12), bu degisimlerin belli pozisyonlarda
yogunlastigin1 gérmekteyiz. Ozellikle 6. niikleotit pozisyonunda fraksiyonlar arasi farklilik
oldukca anlamlidir. Bunun yaninda, 15, 21, 22 ve 23. pozisyonlarda da popiilasyonlar arasi
farklilik goriilmektedir. miRNA’larin 5’ {issii 5-8. niikleotitlerinin hedef mRNA ile eslesmede
temel Onemi disiiniildiiglinde, 6. pozisyonda meydana gelen potansiyel niikleotit
degisikliklerinin hedef mRNA yelpazesini degistirebilecegini diisiinmekteyiz.

Bir hiicre icerisindeki (mi)RNA popiilasyonunda bu derece ¢esitlilik olmasi bir yandan
mikroarray ile olan uyumsuzlugu kismen agiklamamiza yardimci olurken, diger yandan
potansiyel niikleotit degisimlerinin apoptozu diizenleyebilecegi ihtimalini diisiindiirmiistiir.
Bu nedenle, genomda kag yere eslestikleri dikkate alinmaksizin, ergin mikroRNA’larla ayn1
boyuta sahip ancak dizi olarak sadece bir niikleotit farkliliga sahip sekanslarin 3
popiilasyondaki klonlanma siklig1 hesaplanmistir (Tablo 7). Ilging bir sekilde, niikleotit
degisiklikleri tiim miRNA’larda goriilmemekte; ve kimi pozisyonlara spesifik olarak
gerceklesmektedir. Ornegin, kamptotesin ile muamele edilen ancak apoptotik olmayan JAN
hiicrelerinde hsa-miR-1308 miRNA’sinda toplam 1169 niikleotit degisikligi gozlemlenmis
olup bunun 1138 adeti (%97,3) 5. pozisyonda G=>T degisikligidir. miRNA editing olaylarinin
varligi bilinmekle birlikte ne kadar yogun bir sekilde oldugu ve apoptozu diizenleyip
diizenlemedigi bilinmemektedir.

Deneysel olarak gdsterilmeyen niikleotit degisikliklerin gergek olup olmadigini bilmek
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle, apoptozla ilintisi bilinmemekle birlikte, literatiirde
editing olayina tabii oldugunun gosterilmesi ve bizim listemizde (Tablo 7) sadece apoptotik
orneklerde bulunmasi nedeniyle miR-142-3p miRNA’sinda meydana gelen niikleotit
degisikligine Oncelik verdik. Biyoinformatik analizlerimiz, bu miRNA’nin birden fazla
pozisyonunda degisiklikler meydana gelebilecegini gostermektedir. Ancak bizim qPCR
dizaynimizda sadece 3’ uca yakin degisiklikleri belirleyebildigimizden, bu miRNA’da
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Sekil 11. Kamptotesin ile muamele edilen Jurkat hiicrelerinde mikroRNA sekanslarinda goriilen niikleotit
degisiklikleri. Derin sekanslama ile JNN, JAN ve JAP fraksiyonlarinda bulunan miRNA klon sayilari
belirlenmistir. Ergin miRNA ile ayni uzunlukta olan ve sadece bir niikleotit farkla eslesen sekanslardaki
niikleotit degisiminin (6rnegin A->T) toplam degisim igerisindeki (toplam 16 ihtimal) yiizdeleri hesaplanmistir.
Insersiyon, delesyon, miRNA boyutundan kisa ve uzun boyuta sahip klonlar analize dahil edilmemistir. (“AtoC”,
genomda ‘A’ iken, sekanslama sonucunda ‘C’ olarak klonlanan, “AtoN”, genomda ‘A’ iken sekanslama sonucu
nucleotit ‘N’ olarak klonlanmig ...vb). JNN, kamptotesin ile muamele edilmemis negatif hiicreler; JAN,
kamptotesin ile muamele edilen non-apoptotik hiicreler; JAP, apoptotik hiicreler.
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Sekil 12. Kamptotesin ile muamele edilen Jurkat hiicrelerinde mikroRNA sekanslarinda goriilen niikleotit
degisikliklerinin pozisyonlari. Sekil 11°de belirlenen niikleotit farkliliklarinin 27 niikleotitlik tipik bir miRNA
iizerinde dagilimlar1 hesaplanmistir. 27 pozisyondan her birinde bulunan toplam sayiya gore yiizdeler
hesaplanarak grafige dokiilmiistiir. JNN, kamptotesin ile muamele edilmemis negatif hiicreler; JAN, kamptotesin
ile muamele edilen non-apoptotik hiicreler; JAP, apoptotik hiicreler.
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miRNA (JAN) SEKANS PSNT FREQ MM MM
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 6; T->G 1898 6745 28,1
hsa-miR-1308 GCATGGGTGGTTCAGTGG 5; G->T 1138 1169 97,3
hsa-miR-30e* CTTTCAGTCGGATGTTTACAGC 22; C->T |800 859 93,1
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 6; T->G 678 3942 17,2
hsa-miR-181b AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 23; T->A |659 794 83,0
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 6; T->G 632 2468 25,6
hsa-let-"Te TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT 12; G->A |598 843 70,9
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T->G 598 6745 8,9
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 23; G->A |486 1526 31,8
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 21; T->G |441 3942 11,2
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 23; G->A |366 2207 16,6
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 6; T->C 358 6745 5,3
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 16; T->G |340 6745 5,0
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 6; T->G 337 2207 15,3
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 23; T->A |333 773 43,1
hsa-miR-128 TCACAGTGAACCGGTCTCTTT 21; T->A |263 936 28,1
hsa-miR-1826 ATTGATCATCGACACTTCGAACGCAAT | 26; A->C |256 256 100,0
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 21; T->G |243 6745 3,6
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 6; T->A 242 6745 3,6
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 15; T->G |240 3942 6,1
hsa-miR-1290 TGGATTTTTGGATCAGGGA 13; T->G |229 230 99,6
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 21; T->C 222 3942 5,6
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 15; G->T |212 6745 3,1
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T->C 205 6745 3,0
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 21; T->G |201 2207 9,1
hsa-let-7b TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT 6; T->G 189 1167 16,2
hsa-let-7b TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT 22; T->A |182 1167 15,6
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 23; G->A |169 938 18,0
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 6; T->G 168 1526 11,0
hsa-miR-92a TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 22; T->A |[162 966 16,8
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T->A 161l 6745 2,4
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 20; G->T 137 6745 2,0
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 13; T->G |134 2468 5,4
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 8; G->T 130 6745 1,9
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 6; T->C 129 2468 5,2
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 6; T->G 127 938 13,5
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 21; T->A |126 3942 3,2
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 21; T->C |[125 6745 1,9
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 6; T->C 119 3942 3,0
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 23; G->T |118 2207 5,3
hsa-miR-184 TGGACGGAGAACTGATAAGGGT 22; T->C |118 119 99,2
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 16; T->G |114 2468 4,6
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 16; T->C |114 6745 1,7
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 15; T->C |114 3942 2,9
hsa-miR-148a TCAGTGCACTACAGAACTTTGT 5; T->G 114 606 18,8
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 17; C->T |113 3942 2,9
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 23; G->A |[113 3942 , 9
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hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 19; G->T |112 3942 /
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 8; C->A 107 3942 /
hsa-miR-25 CATTGCACTTGTCTCGGTCTGA 18; T->G |[105 774 13,6
miRNA (JAP) SEKANS PSNT FREQ MM MM
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 23; A-->T | 675 2093 32,3
hsa-let-Te TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT 12; G-->A|583 638 91,4
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T-->G |583 3330 17,5
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 15; G-->T |421 3330 12,6
hsa-miR-1290 TGGATTTTTGGATCAGGGA 13; T-->G|418 419 99, 8
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 19; T-->G|367 2012 18,2
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 23; A-->G | 325 2093 15,5
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 23; T-->A|280 2012 13,9
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 23; T-->G |270 2012 13,4
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 6; T-->G |[229 3330 6,9
hsa-miR-425 AATGACACGATCACTCCCGTTGA 9; G-—->T |227 856 26,5
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 8; G-->T |210 3330 6,3
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 1; T-->A |200 2093 9,
hsa-miR-181Db AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 23; T-->G |174 499 34,9
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 11; G-->T |151 3330 4,5
hsa-miR-181b AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 23; T-->A 137 499 27,5
hsa-miR-30e* CTTTCAGTCGGATGTTTACAGC 22; C-->T 132 162 81,5
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 11; G-->T|118 2012 5,9
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 7; G-->T |113 923 12,2
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T-->C |110 3330 3,3
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 20; G-->T |107 2012 5,3
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T-->A |105 3330 3,2
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 15; G-->T |100 706 14,2
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 7; G-->T |100 2093 4,8
miRNA (JNN) SEKANS PSNT FREQ MM MM
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 25; G-->T 2014 9921 20,3
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 9; T-->G |1547 9921 15,6
hsa-let-7e TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT 22; G-->A 1450 1759 82,4
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T-->G |1450 8441 17,2
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 25; G-->T 1319 8441 15,6
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 7; G-->T |1206 13450 9,0
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 7; G-->T |1124 12674 8,9
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 25; T-->G [1089 13450 8,1
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 25; T-->G (1088 12674 8,6
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 6; T-->G |1064 12674 8,4
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 24; G-->T 1063 12674 8,4
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 24; G-->T 997 13450 7,4
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 6; T-->G |928 13450 6,9
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 28; T-->C|759 3157 24,0
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 22; T-->G |759 9921 7,7
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 23; A-->T |710 6093 11,7
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 22; C-->T 690 13450 5,1
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hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 1; T-->C |690 12674 5,4
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 10; C-->T|690 2720 25,4
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 7; G-—>T 649 6093 10,7
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 26; G-->T |559 13450 4,2
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 8; G-->T |524 8441 6,2
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 1; C-->T |515 13450 3,8
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 22; T-->C |515 12674 4,1
hsa-miR-106a AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 1; A-->T |515 1347 38,2
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 6; T-->G |[480 8441 5,7
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 6; T-->G |467 9921 4,7
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 21; T-->G |465 13450 3,5
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 26; G-->T |455 12674 3,6
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 21; T-->G |442 12674 3,5
hsa-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG 27; G-->T [412 3589 11,5
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 21; G-->T |411 9921 4,1
hsa-miR-142-3p | TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 1; T-->A |410 6093 6,7
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 6; T-->G |404 6093 6,6
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 8; G—-->T |396 9921 4,0
hsa-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG 6; G——->T |395 3589 11,0
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 10; T-->G|389 13450 2,9
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 22; G-->T | 377 3157 11,9
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 22; A-->T 377 8441 4,5
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 28; C-->T 377 9921 3,8
hsa-miR-181la AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 23; T-->A 374 1645 22,7
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 28; T-->C |365 8441 4,3
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 22; T-->A|365 9921 3,7
hsa-miR-29b TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT 22; G-->T | 333 1348 24,7
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 25; T-->C 328 13450 2,4
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 25; T-->C |313 12674 2,5
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 26; T-->G |296 8441 3,5
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 25; G-->T [292 3157 9,2
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 29; T-->G|290 1645 17,6
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 22; T-->C |275 9921 2,8
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 21; G-->T |264 8441 3,1
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 9; T-->G |254 13450 1,9
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 5; G-->T |251 12674 2,0
hsa-miR-142-3p | TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 8; T-->G |249 6093 4,1
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 21; T-->C |242 13450 1,8
hsa-miR-363 AATTGCACGGTATCCATCTGTA 10; G-->T | 242 1603 15,1
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 10; T-->C|238 13450 1,8
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 22; T-->C |238 2720 8,8
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 25; T-->A|236 13450 1,8
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 6; T-—->C |235 13450 1,7
hsa-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG 23; G-->T 231 3589 6,4
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 5; G-->T |230 13450 1,7
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 23; A-->G 227 6093 3,7
hsa-miR-30e* CTTTCAGTCGGATGTTTACAGC 22; C-->T |222 291 76,3
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T-->C |220 8441 2,6
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hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 26; T-->G |217 9921 2,2
hsa-miR-181Db AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 23; T-->A|216 526 41,1
hsa-miR-363 AATTGCACGGTATCCATCTGTA 21; T-->G|214 1603 13,3
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 9; T-->A |211 8441 2,5
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 6; T-->C |210 12674 1,7
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 10; T-->G|210 12674 1,7
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 21; T-->C |209 12674 1,6
hsa-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG 23; G-->A 207 3589 5,8
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 7; G-->T |204 2720 7,5
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 24; G-->A 201 12674 1,6
hsa-miR-181a AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 23; T-->G|201 1645 12,2
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 23; G-->T|199 13450 1,5
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 10; G-->T |199 1939 10,3
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 9; T-->C |199 9921 2,0
hsa-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG 9; T-->G |[194 3589 5,4
hsa-miR-363 AATTGCACGGTATCCATCTGTA 9; G-->T |193 1603 12,0
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 25; T-->A 190 12674 1,5
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 24; G-->A|188 13450 1,4
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 9; T-->A |184 9921 1,9
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 3; T-->A |[178 6093 2,9
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 7; G-->A | 170 13450 1,3
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 25; T-->G |166 2720 6,1
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 6; T-->G |165 1939 8,5
hsa-miR-181b AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 23; T-->G |164 526 31,2
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 6; T-->G |154 2720 5,7
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 23; T-->G|151 3157 4,8
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 8; T-->C |148 6093 2,4
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 6; T-—->A |146 12674 1,2
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 7; G-->A | 145 12674 1,1
hsa-miR-182 TTTGGCAATGGTAGAACTCACACT 10; G-->T | 142 902 15,7
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 29; G-->T 140 12674 1,1
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 6; T-->C |139 8441 1,6
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 20; G-->T 139 13450 1,0
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 6; T-->G |138 3157 4,4
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 29; G-->T |136 13450 1,0
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 5; G-->T |[136 6093 2,2
hsa-miR-186 CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCT 28; G-->T 132 1033 12,8
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 21; T-->A 131 13450 1,0
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 10; T-->C|130 12674 1,0
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 24; G-->T (130 1939 6,7
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 1; C-->T |130 2720 4,8
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 6; T-->A |128 13450 1,0
hsa-miR-363 AATTGCACGGTATCCATCTGTA 21; T-->C |128 1603 8,0
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 7; G-->C |127 13450 0,9
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 21; T-->A|127 12674 1,0
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 22; G-->T |126 6093 2,1
hsa-miR-186 CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCT 22; T-->A|126 1033 12,2
hsa-miR-1308 GCATGGGTGGTTCAGTGG 5; G-->T |126 136 92,6
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hsa-miR-92a TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 21; G-->T |125 918 13,6
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 7; G-->T |124 1939 6,4
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 20; G-->T |122 12674 1,0
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 22; T-->G|121 12674 1,0
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 9; T-->G |119 12674 0,9
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 8; C-—->A |118 13450 0,9
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 7; G-->C |117 12674 0,9
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 2; G-->T |115 6093 1,9
hsa-miR-142-3p |TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA 10; T-->G|115 6093 1,9
hsa-miR-130b CAGTGCAATGATGAAAGGGCAT 22; T-->A 114 1051 10,8
hsa-miR-20a TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 23; G-->T |113 12674 0,9
hsa-miR-20b CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAG 24; G-->T|113 2720 4,2
hsa-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG 21; C-->A 111 3589 3,1
hsa-miR-130b CAGTGCAATGATGAAAGGGCAT 28; G-->T |109 1051 10,4
hsa-miR-130b CAGTGCAATGATGAAAGGGCAT 10; G-->T |106 1051 10,1
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 5; G—->T 105 9921 1,1
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 6; T-->C |105 9921 1,1
hsa-let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 21; T-->G|105 9921 1,1
hsa-miR-17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 9; T-->C |104 13450 0,8
hsa-miR-93 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 25; T-->G |104 1939 5,4
hsa-miR-361-5p | TTATCAGAATCTCCAGGGGTAC 22; C-->T (104 732 14,2
hsa-let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 8; G——>T 102 3157 3,2
hsa-let-7f TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 21; T-->G|102 8441 1,2
hsa-miR-92a TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 27; G-->T (102 918 11,1

Tablo 7. Ergin miRNA sekansiyla bir niikleotit fark gosteren sekanslarin klonlanma sikhiklari. Derin
sekanslama sonucu JNN, JAN ve JAP fraksiyonlarinda belirlenen ergin miRNA’lar ile ayn1 boyutta olan ancak
tek niikleotit fark gdsteren klonlar ergin miRNA’lara BLAST yapilarak niikleotit farkliliklarinin pozisyonu, tiirii
ve klonlanma siklig1 belirlenmigtir. PSNT; miRNA {izerinde niikleotit farkinin gézlendigi pozisyon ve degisiklin
tiirii; FREQ); ilgili sekansin klonlanma sayisi; MM, ilgili miRNA’da pozisyon ve tiir bakmaksizin goriilen tek
niikleotit degisimlerinin toplami; %MM, ilgili pozisyon ve tiirde goriilen degisikligin toplam degisiklikler
icerisindkei orani. JNN, kamptotesin ile muamele edilmemis negatif hiicreler; JAN, kamptotesin ile muamele
edilen non-apoptotik hiicreler; JAP, apoptotik hiicreler.

goriilen toplam 2093 degisiklligin %30’unu temsil eden ve 23. pozisyonda goriillen A>T
degisikligini deneysel olarak belirlemek istedik. Editing olmayan miRNA sayilarida hesaba
katildiginda bu klonun goriilme sikligi %6,25 (1/16)’e diismektedir. Sekil 10°da gorildiigii
gibi, sekans analizine gonderilen 14 klondan higbirinde niikleotit degisimine rastlayamadik
(Komplementer sekans okundugundan A yerine T niikleotidi, poly(A) kuyrugunun bir pargast
olarak goriilmektedir).

Ergin miRNA sekanslarinda goriilen niikleotit degisikliklerini hesaplamada en temel
sorun, ergin miRNA ile ayni boyuta sahip ancak bir niikleotit farklilik gosteren dizilerin
genomda birden fazla yere eslesmeleridir. Dolayisiyla, bu tiir klonlar miRNA niikleotit
degisim {riinleri olabilecekleri gibi, genomun farkli lokuslarindan gelen kii¢ilk RNA veya
mRNA kirintilar1 olabilirler. Tek bir niikleotit farklilig1 ile genomda birden fazla yere eslesen
sekanslarin nereden geldigini hesaplamak icin Nexalign genomik blastlama programi
kendimize uyarlanmistir (WIYAJA ve ark., 2009). Oncelikli olarak niikleotit degisimi
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Sekil 13. Apoptotik Jurkat fraksiyonunda (JAP) edit edilmis hsa-miR-142-3p miRNA’simin analizi. § puM
kamptotesin ile 4 saat muamele edilen Jurkat hiicreleri manyetik partikiiller ile apoptotik (Annexin V pozitif) ve
non-apoptotik (Annexin V negatif) fraksiyonlara ayristirilmistir. Apoptotik fraksiyonlardan 200 niikletotitten
kiiciik RNA’lar izole edilerek RT miRNA c¢DNA kiti ile cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. RT miRNA qPCR assay
(Forward primer, EC4 hsamir 1423p: 5’-GGGATTCCCGAGTGTAGTGTTTCCTACTT-3’ ve reverse primer
EC4 3linkPri : 5’-GGGATTCCCGAGTAGGTTTTTTTTTTTTTTTT-3") ile cogaltilan PCR firiinleri
pGEM T easy vektoriine klonlanarak sekans analizine tabii tutulmustur. Edit olmamis hsa-miR-142-3p
miRNA’sinin  sekanst 5> TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA’dir. 23. pozisyonda A->T degisiminin
belirlenmesi planlanmistir. Forward primerde olgun miRNA ile eslesen kismin alt1 ¢izilmistir. Komplementer
sekansi1 goriilen sekans dizisinde 23. pozisyon ok isareti ile belirtilmistir.

SEQUENCE E PS|ERROR| JNN | JAN |JAP MIRNAME
CAAAGTTCTTACAGTGCAGGTAG |6 M6TG |1206 |72 113 |hsa-mir-17
TAAAGTTCTTATAGTGCAGGTAG |6 M6TG |[1124 |17 83 |hsa-mir-20a

CAAAGTGCTTACAGGGCAGGTAG |14 M14GT (1089|240 73 |hsa-mir-17
TAAAGTGCTTATAGGGCAGGTAG |14 M14GT | 1088 |58 72 |hsa-mir-20a

TAAAGGGCTTATAGTGCAGGTAG |5 M5GT |1064|168 76 |hsa-mir-20a
TAAAGTGCTTATATTGCAGGTAG |13 M13TG (1063 |5 74 |hsa-mir-20a
CAAAGTGCTTACATTGCAGGTAG |13 M13TG | 997 |61 77 |hsa-mir-17
CAAAGGGCTTACAGTGCAGGTAG |5 M5GT |928 |678 63 |hsa-mir-17

CAAAGTGCTTACAGTTCAGGTAG |15 M15TG [ 559 |72 54 |hsa-mir-17
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGGAG |20 M20GT | 465 |441 |31 |hsa-mir-17
TAAAGTGCTTATAGTTCAGGTAG |15 M15TG | 455 |11 41 |hsa-mir-20a
TAAAGTGCTTATAGTGCAGGGAG |20 M20GT | 442 |94 36 |hsa-mir-20a
CAAAGTGCTGACAGTGCAGGTAG |9 MOGT |389 |82 20 |hsa-mir-17
CAAAGTGCTTACAGCGCAGGTAG |14 M14CT 328 |114 |23 |hsa-mir-17
TAAAGTGCTTATAGCGCAGGTAG |14 M14CT 313 |21 17 |hsa-mir-20a
CAAAGTGCGTACAGTGCAGGTAG |8 M8GT |254 |30 20 |hsa-mir-17
TAAATTGCTTATAGTGCAGGTAG |4 M4TG |[251 |12 34 |hsa-mir-20a
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGCAG |20 M20CT (242 |222 9 hsa-mir-17
CAAAGTGCTTACAGAGCAGGTAG |14 M14AT |236 |70 12 |hsa-mir-17
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TAAAGTGCTTATAGTGCAGGCAG 0 M20CT | 209 |55 12 |hsa-mir-20a
CAAAGTTCTCATAGTGCAGGTAG M6TG |204 |12 24 |hsa-mir-20b
TAAAGTGCTTATAATGCAGGTAG |13 M13AG 201 |13 17 |hsa-mir-20a
TAAAGTGCTTATAGAGCAGGTAG |14 MI14AT 190 |17 17 |hsa-mir-20a

CAAAGCGCTTACAGTGCAGGTAG |5 M5CT |235 [119 |20 |hsa-mir-17
CAAATTGCTTACAGTGCAGGTAG |4 M4TG |230 |9 25 |hsa-mir-17
TAAAGCGCTTATAGTGCAGGTAG |5 M5CT |210 |26 19 |hsa-mir-20a
TAAAGTGCTGATAGTGCAGGTAG |9 MOGT |210 |6 17 |hsa-mir-20a
2
6

CAAAGTACTTACAGTGCAGGTAG |6 M6AG | 170 |47 14 |hsa-mir-17

CAAAGTGCTCATAGGGCAGGTAG |14 M14GT |166 |36 19 |hsa-mir-20Db
CAAAGGGCTCATAGTGCAGGTAG |5 M5GT |154 |[127 17 |hsa-mir-20Db
TAAAGAGCTTATAGTGCAGGTAG |5 MS5AT |146 |21 16 |hsa-mir-20a
TAAAGTACTTATAGTGCAGGTAG |6 M6AG |145 |13 8 hsa-mir-20a
TTTGGCAATTGTAGAACTCACACT | 9 MOTG |142 |9 86 |hsa-mir-182

TAAAGTGCTTATAGTGCATGTAG |18 M18TG 140 |34 16 |hsa-mir-20a
CAAAGTGCTTACAGTGCAGTTAG |19 M19TG |139 |38 12 |hsa-mir-17
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGAAG |20 M20AT |131 |126 14 |hsa-mir-17

CAAAGAGCTTACAGTGCAGGTAG |5 M5AT |128 |84 12 |hsa-mir-17
TAAAGTGCTTATAGTGCAGGAAG |20 M20AT |127 |32 11 |hsa-mir-20a
CAAAGTCCTTACAGTGCAGGTAG |6 M6CG | 127 |23 10 |hsa-mir-17
TAAAGTGCTTATAGTGCAGTTAG |19 MI19TG 122 |14 12 |hsa-mir-20a
TAAAGTGCTTAGAGTGCAGGTAG |11 M11GT |121 |O 6 hsa-mir-20a
TAAAGTGCGTATAGTGCAGGTAG |8 M8GT |119 |6 13 |hsa-mir-20a
CAAAGTGATTACAGTGCAGGTAG |7 M7AC |[118 |107 11 |hsa-mir-17
TAAAGTCCTTATAGTGCAGGTAG |6 M6CG | 117 |1 6 hsa-mir-20a
CAAAGTGCTCATATTGCAGGTAG |13 M13TG|113 |13 20 |hsa-mir-20Db
CAGTGCAATGATGAAAGTGCAT 17 M17TG (109 |2 2 hsa-mir-130Db
CAGTGCAATTATGAAAGGGCAT 9 MIOTG |106 |2 4 hsa-mir-130b
CAAAGTGCCTACAGTGCAGGTAG |8 M8CT |104 |28 6 hsa-mir-17

Tablo 8. Ergin miRNA sekansiyla bir niikleotit fark gosteren ve genomda tek yere eslesen sekanslarin
klonlanma sikhiklari. Derin sekanslama sonucu JNN, JAN ve JAP fraksiyonlarinda belirlenen ergin miRNA’lar
ile ayn1 boyutta olan ancak tek niikleotit fark gosteren klonlar ergin miRNA’lara BLAST yapilarak niikleotit
farkliliklarinin pozisyonu, tiirii ve klonlanma siklig1 belirlenmistir. Daha sonra bu klonlar insan genomuna
BLAST yapilarak, genomda tek yere eslesenler filtrelenmistir. E PS; niikleotit degisikliginin pozisyonu;
ERROR; niikleotit degisikliginin tiirii (6rnegin M8CT, 8. pozisyonda normalde T olan editing sonras1 C). JNN,
kamptotesin ile muamele edilmemis negatif hiicreler; JAN, kamptotesin ile muamele edilen non-apoptotik
hiicreler; JAP, apoptotik hiicreler.

gosteren adaylar1 tiim genome blastlanarak ka¢ yere eslestikleri belirlenmistir. Klonlanma
sikligit 100°den fazla olan ancak genomda sadece tek yere eslesen adaylar Tablo 8’de
sunulmustur. Biyoinformatik analizler genomda sadece tek lokustan geldikler i¢in, miR-17,
20a, 20b, 182 ve 130b’in degisik pozisyonlarinda niikleotit degisimleri belirgin bir sekilde
ortaya ¢ikmaktadir.
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JAN/JNN

MikroRNA
Adi qPCR | Array | Derin Sekans
miR-142-5p 0,17 NA 0,01
miR-186 0,26 NA 0,02
miR-30c 0,19 NA 0,02
miR-766 0,28 ND 0,00
miR-24 0,21 ND 0,08
miR-7 0,14 0,81 221,45
miR-1268 0,32 0,72 33,63
miR-106b* 0,20 ND 30,27
miR-221 0,21 1,44 14,97
miR-17 0,21 0,97 0,36
miR-17* 0,19 ND 450,84
miR-92a-1* 0,24 NA 0,54
miR-26a 0,21 0,96 1,26
miR-18a 0,21 0,72 0,79
miR-720 0,30 1,10 3,89
miR-128 0,27 5,09 88,98
miR-425 0,25 1,74 0,21
JAP/JNN
miR-142-5p 0,27 NA 0,08
miR-186 0,33 NA 0,17
miR-30c 0,25 NA 0,16
miR-766 0,43 NA 0,61
miR-24 0,26 ND 0,73
miR-7 0,22 | 0,13 1,01
miR-1268 045 | 1,54 0,72
miR-106b* 0,20 ND 0,72
miR-221 0,23 | 0,68 1,18
miR-17 0,27 | 0,31 0,08
miR-17* 0,19 ND 3,32
miR-92a-1* 0,21 NA 0,01
miR-26a 0,21 0,29 0,12
miR-18a 0,25 0,13 0,09
miR-720 1,52 0,26 0,05
miR-128 0,22 0,90 0,06
miR-425 0,18 0,36 4,44
JAP/JAN
miR-142-5p 1,58 NA 9,66
miR-186 1,27 NA 8,68
miR-30c 1,31 NA 7,23
miR-766 1,52 ND 130,37
miR-24 1,25 ND 8,55
miR-7 1,57 | 0,18 0,00
miR-1268 1,40 | 2,07 0,02
miR-106b* 1,03 ND 0,02
miR-221 1,08 | 0,38 0,08
miR-17 1,31 0,33 0,24
miR-17* 0,96 ND 0,01
miR-92a-1* 0,86 NA 0,02
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miR-26a 1,01 0,29 0,09
miR-18a 1,20 0,19 0,12
miR-720 5,09 0,15 0,01
miR-128 0,80 0,17 0,00
miR-425 0,71 0,17 21,56

Tablo 9. Kamptotesinle muamele edilen Jurkat hiicrelerinde miRNA ifadesi. Kamptotesinle muamele
edilmemis (JNN), edilmis non-apoptotik (JAN) ve apoptotik (JAP) hiicrelerden kiiciik RNA izolasyoni sonrast
c¢DNA hazirlanmistir. PolydT ve miRNA primeriyle qPCR analizi yapilmistir. U6 kiigiilk RNA’s1 normalizasyon
i¢in kullanilmigtir. ND, ¢ok az klonlar

Jurkat 8s Kamptotesin 0 CPT()
m CPT(+)
35 +
> i
e 30
X 25 -
S 20 -
<
E 15 N
8 10 -
o
= 9
0
Negatif miR-17* miR-18a miR-128 mlR-17*
18a,-128

Sekil 14. miR-17*, 18a ve 128 ile transfekte edilen Jurkat hiicrelerinde kamptotesine cevaben olusan
apoptoz oranlari. 6 kuyucuklu plakalarda Transfectamin TM (Invitrogen) ile miRNA aktarimi yapildiktan sonra
Jurkat hiicreleri 48 saat inkiibasyona birakilmistir. 48 saat inkiibasyon sonrast hiicreler yikandiktan sonra 5 yM
kamptotesin ile 8 saat muamele edilmis ve Annexin-PE immunoboyamasi yapilmistir. Negatif, sadece hiicre;

TR, sadece transfeksiyon ajani alan hiicreler. Student’s T Test TR ile karsilagtirilarak yapilmigtir (* P=0,08; **
P=0,09).

Jurkat 24s GroEL

= 10 -
>
s 81
g 6-
3 4
§ 2-
g 0
Negatif miR-17*  miR-18a miR-128 miR-17%, -
18a,-128

Sekil 15. miR-17%, 18a ve 128 ile transfekte edilen Jurkat hiicrelerinde GroEL proteinine cevaben olusan
apoptoz oranlari. 6 kuyucuklu plakalarda Transfectamin TM (Invitrogen) ile miRNA aktarimi yapildiktan sonra
Jurkat hiicreleri 48 saat inkiibasyona birakilmistir. 48 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler yikandiktan sonra Negatif
ve TR hiicreler dahil hepsi 20 pug/mL Actinobacillus actinomycetemcomitans GroEL antijeni ile muamele

edilmis ve Annexin-PE immunoboyamasi yapilmistir. Negatif, sadece hiicre; TR, sadece transfeksiyon ajani alan
hiicreler.
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4.7 Mikroarray ve Derin Sekanlama Sonuclarinin qPCR ile Dogrulanmasi

Derin sekanslamada klonlama siklig1 % 0,02°den az ve mikroarray analizinde floresan
miktar1 500 altinda olan miRNA’lar elimine edildiginde her iki metotla belirlenen miRNA’lar
daha uyumlu oldugundan, bu kriterler baz alinarak toplam 17 miRNA belirlenmis ve daha
once ifade edildigi gibi qPCR analizine tabi tutulmustur (Tablo 9). Kismen uyum saglanan bu
analiz sonucunda anti-apoptotik miRNA’lar olarak belirlenen hsa-miR-17*, -18a ve -128’in
asir1 ifadesine karar verilmistir.

4.8 miRNA Asir1 ifadesinin Kamptotesinle Indiiklenen Apoptoza Etkisi

Belirlenen miRNA’larin tek bagina apoptozu diizenlemekte yeterli olup olmadigini test
etmek i¢in hsa-miR-17*, -18a ve -128 (Ambion) oncelikle Jurkat hiicrelerine aktarilmstir.
Transfeksiyon yapilmayan ve sadece transfeksiyon ajani (TR) aktarilan hiicreler karsilastirma
amacli negatif olarak kullanilmistir. 48 saat transfeksiyon sonrasi 8 saatlik kamptotesin
muamelesi yapildiginda, kamptotesin yaklasik %20-25 apoptoza neden olmustur (Sekil 14,
CPT(-) ve CPT(4) karsilastirmasi). Bireysel miRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki
kamptotesin oran1 negatif hiicrelerdeki kamptotesinle indiiklenen apoptoz oraniyla
karsilastirildiginda (Sekil 14, Negatif ve TR) hsa-miR-17* ve 18a’nin ¢ok azda olsa anlamli
bir anti-apoptotik etki gosterdigi tespit edilmistir. Adi gegen iic miRNA’nin antijenlerle
indiiklenen apoptozda rol oynaylp oynamadiklarimi arastirmak icin benzer bir deney
Actinobacillus actinomycetemcomitans GroEL antijeni ile tekrarlanmistir. Ancak GroEL
proteinince indiiklenen apoptoz oranlarinda ¢ok biiyiik farklar gézlenmemistir (Sekil 15).

Jurkat hiicrelerinde transfeksiyon oranlarinin diisiik oldugu rapor edildiginden, bu
hiicrelere ayn1 zamanda GFP geni aktarilarak transfeksiyon verimliligi 6l¢iilmistiir. Kualitatif
analizler Jurkat hiicrelerinde transfeksiyon oraninin %5-10 arasinda degistigini gdstermistir.
Diger T lenfosit hiicre kaynaklarini transfekte etmekte zor oldugundan, transfeksiyonu kolay
HeLa hiicreleri alternatif hiicreler olarak kullanilmistir. Ad1 gecen miRNA’lar HeLa

O Annexin

HelLa 72s Transfeksiyon
| 7AAD

80 ~
70
60 -
50 +
40 -
30 +
20 ~
10 ~

Oliim Orani (%)

Negatif TR miR-17* miR-18a miR-128 miR-17%,
18a, 128

Sekil 16. miR-17%, 18a ve 128 ile transfekte edilen HeLa hiicrelerinde apoptoz oranlari. 6 kuyucuklu
plakalarda Transfectamin TM (Invitrogen) ile miRNA aktarimi yapildiktan sonra HeLa hiicreleri 72 saat
inkiibasyona birakilmigtir. 72 saat inkiibasyon sonrasi Annexin-PE ve 7AAD immunoboyamasi yapilmistir.
Negatif, sadece hiicre; TR, sadece transfeksiyon ajani alan hiicreler.
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hiicrelerine aktarildiktan 72 saat sonra apoptoz oranlar1 6l¢iildiigiinde, miR-17%* ile transfekte
edilen hiicrelerdeki apoptoz oraninda sadece transfeksiyon ajani aktarilan hiicrelere gore
anlamli bir artig gézlenmistir (Sekil 16, %11,37’ye kars1 %48,6, P <0,0001).

4.9 Biyoinformatik Analizlerle Aday miRNA Hedeflerinin Belirlenmesi

miRNA’larin boyutlarinin kisa olmasi nedeniyle, potansiyel olarak ylizlerce hedef
mRNA’ya baglanabilme potansiyeline sahiptirler. Elde edilen ifade profillerini dogrulamanin
indirekt yollarindan bir tanesi de ifadelerinde farklilik tespit edilen miRNA’larin potansiyel
hedef genlerini belirlemektir. Bu amagla farkli ifade edilen miR-7, 17, 18a, 128, 186 ve 425
TargetScan programinda analiz edilmistir (LEWIS ve ark., 2005). miR-128 i¢in elde edilen
sonuglar Tablo 10°da sunulmugstur. Bu analize gore PDE3A ve BAG2 apoptozla baglantisi
gosterilen genler olup miR-128’in potansiyel hedefleri arasindadir. Benzer sekilde ATM ve
MAP3KI1 genleri miR-18a’nin potansiyel genleri arasindadir. RAF1 ve SH3GLBI1 ise miR-
7’nin potansiyel hedeflerinden apoptozla baglantisi olan genlerdir.

4.10 Diger Kiiciik RNA Profillerinin Belirlenmesi

Protein sentezlenmesinde anahtar goreve sahip olan tRNA’lar molekiiler detaylari
bilinmeyen mekanizmalarda kesilmekte ve kiiciik RNA iiretiminde kullanilmaktadir (LEE ve
ark., 2009). Sitokrom c ile etkilestikleri gosterilen ergin tRNA’lar riboniikleaz enzimleriyle
parcalandiklarinda apoptoz indiiklendiginden (MEI ve ark., 2010), tRNA’lardan iiretilen bu
fragmanlarin apoptozu diizenlemekte rol oynayip oynamadiklari arastirilmistir. Sayet tRNA
fragmanlar1 apoptozda rol oynuyorlarsa, kamptotesin muamelesi sonrasi apoptoza ugrayan
(JAP) ve ugramayan (JAN) hiicrelerde farkli ifade edilmelidirler. Oncelikli olarak tRNA
fragmanlarinin tRNA’nin neresinden kokenlendigini belirlemek icin, fragmanlar kodken
aldiklar1 tRNA {iizerindeki niikleotit pozisyonuna gore tek bir tRNA iizerinde grafiklenmistir
Sekil 17°de gorildiigii gibi, fragmanlarin baskin bir sekilde tRNA’larin 5’ ucundan
kokenlendigini belirlemis bulunmaktayiz. Fragmanlarin 3’ kesim noktasini belirlemek i¢in
koken aldiklar1 tRNA ile eslestirilerek 5° uca mesafesi belirlenmistir. Bu analize gore
tRNA’lar agirliklt olarak 23. niikleotitten sonra kesilmektedirler (Sekil 18).

tRNA’lar yapisal niikleik asitler olup protein sentezi igin temel isleve sahip
olduklarindan tiim tRNA’larin pargalanarak fragman iiretiminde kullanilmasi hiicre icin
oliimciil olacaktir. Dolayisiyla sayet iretilen fragmanlar 6liim siirecinin bir pargast olarak
iiretiliyorsa, baskin bir sekilde kamptotesin ile muamele edilen ve apoptozun indiiklendigi
JAP hiicrelerinde bulunmalidirlar. Bu noktayr acikliga kavusturmak icin kamptotesin
muamelesi sonrasi elde edilen ii¢ hiicre grubunda ki tRNA fragman tiirleri ve her bir
fragmanin klonlanma siklig1 hesaplanmistir (Tablo 11). Elde edilen veriler 2 6nemli bulguya
isaret etmektedir. Birinci 6nemli bulgu fragmanlar tiim tRNA’lardan degil secici bir sekilde
bazi  tRNA’lardan iiretilmektedir. Ornegin  Ser chr2 minus 130749494 130749563
tRNA’sindan her {i¢ hiicre popiilasyonunda fragman iiretilmezken, JNN, JAN ve JAP
hiicrelerinde Ser chr6 minus 26420803 26420884 tRNA’sindan iiretilen fragmanlar toplam
kiicik RNA’larin %0,03915, %0,12198 ve %0,08447’sini olusturmaktadir. ikinci &nemli
nokta ise fragmanlar sadece apoptotik hiicrelerde (JAP) degil, tRNA fragmaninin tiiriine gore
kamptotesinle muamele edilmeyen kontrol hiicrelerde (JNN) ve kamptotesinle muamele
edilen ancak apoptoza ugramayan hiicrelerde de (JAN) iiretilmesidir.
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Hedef

mRNA mRNA Acik Adi miRNA MFE
Clorf144 chromosome 1 open reading frame 144 hsa-miR-128 | -0.95
PRKY protein kinase, Y-linked hsa-miR-128 | -0.95
FAMI26A family with sequence similarity 126, member A hsa-miR-128 | -0.90
RPS6KAS ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 5 hsa-miR-128 | -0.87
PRKX protein kinase, X-linked hsa-miR-128 | -0.86
LOC402665 | hCG1651476 hsa-miR-128 | -0.78
RCOR3 REST corepressor 3 hsa-miR-128 | -0.75
TMTC2 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 2 hsa-miR-128 | -0.75
GPAM glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial hsa-miR-128 | -0.73
IRF4 interferon regulatory factor 4 hsa-miR-128 | -0.72
SRGAP2 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2 hsa-miR-128 | -0.71
SEC22A SEC22 vesicle trafficking protein homolog A (S. cerevisiae) |hsa-miR-128 | -0.70
PAIP2 poly(A) binding protein interacting protein 2 hsa-miR-128 | -0.70
PDE3A phosphodiesterase 3A, cGMP-inhibited hsa-miR-128 | -0.68
AFF4 AF4/FMR2 family, member 4 hsa-miR-128 | -0.68
CCDC4 coiled-coil domain containing 4 hsa-miR-128 | -0.67
SS18 synovial sarcoma translocation, chromosome 18 hsa-miR-128 | -0.67
SFXN2 sideroflexin 2 hsa-miR-128 | -0.66
FAM105B family with sequence similarity 105, member B hsa-miR-128 | -0.65
BAG2 BCL2-associated athanogene 2 hsa-miR-128 | -0.64

Tablo 10. TargetScan programiyla miR-128’in hedef genlerinin belirlenmesi. mirBASE’den elde edilen
mlR-128 sekans1 TargetScan programinda yiiriitiildiikten sonra potansiyel genler en diisiik serbest enerjiye
(MFE, minimum free energy) gore siralanmistir.
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tRNA Fragmanlan
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Niikleotit Pozisyonu

Sekil 17. tRNA fragmanlarimin koken aldigi sekanslar. Derin sekanslama analizi sonrasi JNN, JAN ve JAP
hiicrelerinde belirlenen tiim tRNA fragmanlar1 kdken aldiklar1 tRNA ile eslestirildikten sonra ilgili tRNA
izerindeki pozisyonlar belirlenmistir. Tiim fragmanlar tek bir tRNA iizerinde grafige doniistiriilmistiir. X
koordinatinda 1, tRNA’nin 5’ ucunu gostermektedir.

tRNA 3' kesilme Noktasi
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Niikleotit Pozisyonu

Sekil 18. tRNA fragmanlarimin 3> kesim noktasi. Derin sekanslama analizi sonras1 JNN, JAN ve JAP
hiicrelerinde belirlenen tiim tRNA fragmanlar1 kdken aldiklari tRNA ile eslestirildikten sonra ilgili tRNA
iizerindeki pozisyonlar belirlenmistir. illigi fragmanlarin 5> ugtan olan uzunlugu belirlendikten sonra herbir
niikleotit pozisyonunda sonlanan fragmanlarin sayis1 hesaplanmustir.
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TARTISMA/SONUC

Mevcut proje kapsaminda kamptotesin ilac1 genel apoptoz indiikleyici olarak
kullanilmis ve T lenfositlerinde apoptozu diizenleyen yeni miRNA’larin tanimlanmistir.
Dogal olarak oOncelikle model olarak kullanilan Jurkat hiicrelerinin kamptotesin ile
muamele edilecegi optimum doz ve zaman belirlenmistir. Erken apoptotik evrenin
hedeflendigi bu yaklasimda bir kanser hatt1 olan Jurkat hiicrelerinden bazilarinin ilacin
dozu 100 kat arttirildigi halde apoptoza ugramadiklar1 goézlemlenmistir (Sekil 5A).
Apoptoza ugramayan hiicreler ayristiritlip kamptotesinle tekrar muamele edildiginde hala
apoptoza ugramadiklar tespit edilmistir (Sekil 6A ve B). Bu hiicrelerin apoptoza ugrayan
hiicrelerden farkli miRNA ifade profiline sahip olabilecekleri varsayilarak, her iki hiicre
grubu birbirinden ayrildiktan sonra elde edilen miRNA profilleri kamptotesinle muamele
edilmeyen kontrol hiicrelerin miRNA profiliyle karsilastirilmigtir.

Kamptotesine cevaben farkli ifade edilen miRNA’lar1 tanimlamak i¢in mikroarray,
derin sekanslama ve qPCR teknikleri kullanilmistir. Floresan yogunluguna bakilmaksizin
mikroarray sonuglar1 degerlendirildiginde toplam 261 miRNA’nin farkli ifade edildigi
gorilmistlir (Tablo 2). Literatiirle uyumlu olarak anti-apoptotik miR-17-92 ailesi (miR-
18a, -19b ve -92) ve miR-106b apoptotik hiicrelerde baskilanmaktadir (Tablo 3,
SUBRAMANIAN ve STEER, 2010). Diger yandan apoptotik miR-29 agir1 ifade
edilmektedir. Ancak kanser hiicrelerinde asir1 ifade edildigi rapor edilen apoptotik let-7
ailesi miRNA’larin beklenenin aksine apoptotik hiicrelerde baskilandigi goriilmektedir.
Let-7 ailesi miRNA’lar arasinda tek niikleotit farkliliklar goriildiigiinden mikroarray
analizinde giivenilir bir sekilde tespit edilemiyor olabilirler. Alternatif olarak, T hiicre
apoptozunda let-7 tiyeleri anti-apoptotik bir rol oynuyor olabilirler. Mikroarray analiziyle
bilinen bu miRNA’lar yaninda T lenfosit apoptozunu diizenleyen bir dizi yeni miRNA
tanimlanmistir (Tablo 2).

Mikroarray analizi genomik seviyede genel bir tarama yontemi olup sonuglarin
alternatif metotlarla dogrulanmasi gerekmektedir. Proje ilk sunuldugunda qPCR igin
gerekli primerler ticari olarak satilmadigindan, miRNA ifadelerinde olusan farkliliklarin
RNAse Protection Assay (RPA) yontemiyle dogrulanacagi onerilmistir. RPA yontemi ile
miRNA tespiti miRNA’nin ifade miktarina gore en az 2-5 pg toplam RNA
gerektirmektedir. Dolayisiyla 20 miRNA’nin dogrulanmasi i¢in gerekli toplam RNA 3
deneysel replika géz oniinde tutuldugunda en az 100-150 pg toplam RNA’y1 bulmaktadir.
Gerekli RNA hazirlandiktan sonra qPCR 1 giin igerisinde yapilirken, RPA i¢in gerekli
riboprob DNA’sinin hazirlanmast (7-10 giin), in vitro transkripsiyon ile antisense RNA
riboprobunun hazirlanmasi1 (3-4 giin) ve RPA deneyinin yapilmast (4 giin) ¢ok uzun
stirmektedir. miRNA kantitasyonu i¢cin qPCR yontemlerinin gelistirilmis olmas1 nedeniyle,
zaman ve emek tasarrufu goz oniline alinarak qPCR metodu tercih edilmistir. Mikroarray
sonuclar1 dikkate alinarak 8 adet miRNA’nin qPCR ile dogrulamasi yapilmistir (Tablo 4,
miR-7, 25, 93, 196b, 363, 370, 582-5p ve 611).

Tablo 4’te sunulan 8 miRNA aday1 dikkate alindiginda, bazi miRNA’lardan alinan
floresan yogunlugunun az olmast ve bazit miRNA’larin qPCR ile dogrulanamamasi
nedeniyle, proje teklif edildikten sonra gelistirilen derin sekanslama yontemi (METZKER,
2010) kullanilarak miRNA ifade profili tekrar elde edilmistir (Tablo 6). Derins sekanslama
iki kisa sekans arasinda tek bir niikleotit fark olsa dahi bu iki sekansi birbirinden ayirt
edebildiginden, sekans hatasi olmadig: siirece daha giivenilir sonuglar vermektedir. Bu
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nedenle kamptotesine cevaben farkli ifade edilen miRNA’lar1 belirlerken derin sekanslama
ve mikroarray sonuclari karsilastirmali analiz edilmistir. Tablo 6’da sunulan sonuglar
incelendiginde, belirgin olarak 5 degisik miRNA grubunun ortaya ¢iktig1 goriilmektedir 1.
grupta yer alan 36 miRNA’nin ifade miktar1 JAN fraksiyonunda en fazla, JAP
fraksiyonunda en azdir. Yani, apoptozun indiiklenmesi i¢in bu miRNA’larin baskilanmasi
gerekmektedir. Ya JAN fraksiyonundaki hiicreler bu miRNA’larin ifadesini arttirarak
apoptoza diren¢ kazanmaktadirlar yada dogal olarak bu miRNA’lar1 asir1 ifade
ettiklerinden 6lmiiyor olabilirler. 2. grupta yer alan 16 miRNA’nin ifade miktar1 NN ve
JAP fraksiyonunda esittir. Dolayisiyla bu miRNA’larin miktar1 kamptotesinle Olen
hiicrelerde bir degisiklik gostermemektedir. JAN fraksiyonunda bulunan hiicreler dogal
olarak bu miRNA’lan farkli ifade ediyor olabilirler. Bizde bu veriyi, bu miRNA’larin
yvasam miRNA lar: olabilecegi seklinde degerlendirmekteyiz. 3. grupta yer alan miRNA’lar
JNN ve JAN grubunda esit miktarda ifade edilip apoptoza ugrayan JAP hiicrelerinde farkli
ifade edilmektedir. Dolayisiyla, bu gruptaki miRNA’lar kamptotesin ile indiiklenen
apoptozda rol oynayan miRNA’lar1 icermektedir. 4. gruptaki miRNA’lar en fazla JNN en
az JAN grubunda ifade edilmektedir. Bu miRNA’lar muhtemelen apoptozla ilintili
olmayabilir. Ciinkii hem JAN hemde JAP grubunda baskilanmaktadirlar. Ilag
metabolizmas1 veya farkli hiicresel cevapta rol oynuyor olabilirler. 5. grupta bulunan
miRNA’lar JAP ve JAP fraksiyonunda esit miktarda ifade edilmektedir. Dolayisiyla
kamptotesin ile indiiklenen apoptozla baglantilar1 yoktur. Muhtemelen ilag
metabolizmasinda veya ilaca cevaben olusan strese yanitta rol oynuyor olabilirler.

Mikroarray ve derin sekanslama sonuglari yan yana karsilastirilarak, toplam 17
aday qPCR yontemiyle tekrar analiz edilmistir (Tablo 9). Bu sonuglara gore her {i¢ metot
arasinda hala tam bir uyumun olmadigi goriilmektedir. Mikroarray ve derin sekans
verilerini detayli inceledigimizde, derin sekanslamada klonlama siklig1 %0,01’den kiiciik
olan miRNA’lar, muhtemelen yiiksek arka plan (background) nedeniyle mikroarray
analizinde yaniltict degerler verebilmektedir. Ayni sekilde, mikroarray analizinde floresan
yogunlugu 500°den kiiciik miRNA’larda derin sekanslama (ve qPCR) sonuglar ile
uyumsuz goriinmektedirler. Ancak, derin sekanslamada klonlanma sikligi %0.01’in,
mikroarray analizinde floresan yogunlugu 500’iin iizerinde olan miRNA’larin bazilarinda
da uyumsuzluk gozlemlemis bulunmaktayiz (6rnegin, miR-181a, miR-let-7g, miR-7). Bu
uyumsuzlugun bircok sebebi olabilir. Ornegin, bu miRNA’lar mikroarray analizinde diger
miRNA sekanslar1 ile hibridize oluyor olabilir (cross-hybridization). Ayrica, bazi
miRNA’larin  niikleotit degisimi (editing) islemine tabii oldugu bilinmektedir
(KAWAHARA ve ark., 2007a; KAWAHARA ve ark., 2008). Niikleotit degisimlerinin
olustugu pozisyonlar 5’ ve 3’ iissii uglara yakin oldugunda mikroarray ve qPCR ile ayirt
edilmezken, derin sekanslamada tam eslesme yapan sekanslar degerlendirmeye
alindigindan, niikleotit degisimleride uyumsuzluga katkida bulunuyor olabilir.

Tablo 9°da karsilastirmali olarak sunulan sonucglar dikkate alinarak 3 adet miRNA
(miR-17*, miR-18a ve miR-128) aday1 asir1 ifade icin seg¢ilmistir. miR-18a, akut T
lemfoblastik 16semide NK-benzeri "homeodomain” proteinleri tarafindan aktive edilmekte
ve E2F1 proteininin miktarini azaltarak apoptozu baskilamaktadir (NAGEL ve ark., 2009).
Bu miRNA miR-17-92 ailesinin bir iiyesi olup bu aile iiyelerinin asir1 ifadesinin apoptozu
baskilayarak c¢esitli kanser olusumlarinda rol oynadiklar1 bilinmektedir (SUBRAMANIAN
ve STEER, 2010). Bu nedenle, miR-18a pozitif kontrol olarak secilmistir. Bu ¢alismayla
tanimlanan miR-128 yeni aday olarak belirlenmistir. miR-17*, miR-17’nin ters sekansi
olup olen hiicrelerde Olmeyenlere gore 100 kat azalmaktadir. Sayet bu adaylarin
miktarindaki azalma apoptozu indiikliiyorsa, asir1 ifade edildiklerinde kamptotesinle
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muamele edilen hiicrelerde apoptoza kismi diren¢ olusmalidir.

Aday miRNA’lar oncelikle transfeksiyonu zor olan Jurkat hiicrelerinde asir1 ifade
edilmistir. Bu miRNA’lar transfeksiyon verimliligi en fazla %25-35 arasinda degisen
Jurkat hiicrelerinde (bizim verilerimize gore %35-10) asir1 ifade edildiginde kontrol ve
kamptotesinle muamele edilen hiicreler arasinda azda olsa bir fark goriilmiistiir. Ornegin,
sadece transfeksiyon ajani aktarilan hiicrelerde %25 (SD, 6,1) apoptoz goriiliirken, miR-
17* ve 18a aktarilan hiicrelerde bu oran sirasiyla %17,6 ve 19,2’ye diismiistiir (Sekil 14).
Ayni miRNA’lar bu kez transfeksiyonu daha kolay HelLa hiicrelerinde asir1 ifade
edilmistir. Ilging bir sekilde 72 saat inkiibasyon sonrast miR-17* HeLa hiicrelerinde
apoptoza neden olmustur (Sekil 16). Aymi miRNA farkli hiicre hatlarinda ters etki
yapabilmektedir. Ornegin, miR-191 HeLa hiicrelerinde hiicre biiyiimesini indiiklerken
AS549 akciger karsinoma hiicrelerinde hiicre biliyiimesini baskilamaktadir (CHENG ve ark.,
2005). Periferal kan tek cekirdekli hiicrelerden elde edilen CD4+ hiicreler sadece kalici
transfeksiyon yontemiyle transfekte edildiklerinden bu hiicrelerde transfeksiyon
denenmemistir. GFP ile transfekte ettigimiz deneyler sonucu CD4+ hiicrelerde
tranfeksiyon oraninin yaklasik % 5 gibi ¢ok diisiik miktarda oldugunu tahmin etmekteyiz.
Proje teklif edildiginde farkli ifade edilen miRNA’larin asir1 ifade edilmesinin yaninda
susturularak fonksiyonel testlerin yapilacagi onerilmistir. Ancak genel itibariryla miRNA
baskilanmasinin apoptoza yol agmasi ve baskilamanin kamptotesinden bagimsiz miRNA
asir1 ifadesinden mi yoksa teknik bir hatadan m1 kaynaklandigimi ayirt etmek ¢ok zor
oldugundan, miRNA asir1 ifadesinin fonksiyonel testler i¢in yeterli oldugu
degerlendirilmistir.

MiRNA’lar sadece ilaglarla indiiklenen apoptozu degil bakteriyel antijenlerle
indiiklenen apoptozu da diizenlemektedir (BALTIMORE ve ark., 2008). Ornegin, miR-
132, miR-146 ve oOzellikle miR-155 endotoksinlere cevaben Toll-benzeri sinyal ileti
yolagin1 diizenlemektedirler (TAGANOYV ve ark., 2006). Aday miRNA’larin kamptotesin
gibi genel apoptoz indiikleyici ilaglar yaninda antijen ile indiiklenen apoptozda rol oynanip
oymadiklar1 test edilmistir. Bu amagcla ilgili miRNA’lar Jurkat hiicrelerinde asir1 ifade
edilerek GroEL (A. Nalbant ve ark., yaymlanmamis veri) ile indiiklenen apoptoz
oranlarinda degisimler ol¢lilmiistiir (Sekil 15). Su andaki verilerimiz bu miRNA’rin GroEL
ile tetiklenen apoptozda bir fark yaratmadigini gostermektedir.

miRNA profilini elde etmek i¢in mikroarray yaninda derin sekanslama teknolojisini
kullanmamiz proje sunulurken Ongoriilmeyen cok enteresan verilerin elde edilmesine
olanak tanimistir. Bu verilerden bir tanesi daha 6nce mRNA’larda rapor edilen ancak
miRNA’larda da meydana geldigi belirtilen niikleotit degisimleridir (KAWAHARA ve
ark., 2007a ; OKAMURA ve ark., 2005). JNN, JAN ve JAP hiicreleri karsilagtirildiginda
miRNA’larin 6zellikle 6. pozisyonunda anlamli bir sekilde farkli niikleotit degisimleri
oldugu goriilmektedir (Sekil 12). miRNA’larin hedeflerini tanimalar1 i¢in 5° iisii ucta
bulunun 2-8 niikleotitlik ¢ekirdek eslesme onemli oldugundan, 6. pozisyonda meydana
gelen niikleotit degisimleri ilgili miRNA’larin hedef mRNA’larin1 degistirerek apoptozu
diizenleyebilirler (KAWAHARA ve ark, 2007b). Derin sekanslama verisi
degerlendirildiginde onlarca miRNA’nin degisik pozisyonlarda niikleotit degisimine
ugradigi ve bu degisimin her ii¢ hiicre popiilasyonu arasinda farklilik gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 7). Ilk analizler baz alinarak miR-142-3p’de bulunan niikleotit
degisimi incelenmistir. Goriilme siklig1 %6,25 (1/16) olan bu degisimi tespit etmek icin 14
klon Sanger sekans analizine tabi tutulmus ancak higbir degisim goriilmemistir. Yeni
yayimlanan bir caligmaya gore bir miRNA’nin niikleotit degisimine ugradigi sonucuna
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varmak i¢in, tek niikleotitlik fark gosteren sekansin genomun bagka yerinden gelmediginin
gosterilmesi gerekmektedir (de HOON ve ark., 2010). “cross-mapping” analiz ad1 verilen
bu programla aday miRNA’lar tekrar analiz edildiginde miR-142-3p’nin minimum kriter
olarak belirlenen %10 kriterini gegmedigi tespit edilmistir. Ancak 6zellikle miR-17, 20a ve
20b sekanslarindan tek niikleotit farkla ayrilan, ilgili yabani tip miRNA’nin %10’undan
fazlasini olusturan ve genomda tek yere eslesen adaylar oldugu bulunmustur (Tablo 8). Bu
degisimlerin apoptozla baglantisini daha fazla arastirllmamastir.

Derin sekanslama analizi miRNA’larin yaninda diger kiicik RNA’lar1 analiz
etmemize de imkan vermistir. Bu grup kiiclik RNA’lar arasinda en iyi tanimlananlar
siRNA (FIRE ve ark., 1998) ve piRNA’lardir (ARAVIN ve ark., 2001). Daha ¢ok iireme
hiicrelerinde ifade edilen piRNA’lar ile apoptoz arasinda bir baglanti kurulamamistir.
Transpozonlar, mRNA kirintilar1 ve transkripsiyon baslangici esnasinda antisense
transkriptlerden tiretilen endo-siRNA’larin tam bir listesi olmadig1 i¢in bu gruba da 6ncelik
verilmemistir. Belkide bu grup kiiciik RNA’lar igerisinde apoptoz ile ilintisi olabilecek en
ilging RNA’lar tRNA’lardan {iretilen fragmanlardir (LEE ve ark., 2009). Heniiz
biyogenezleri ve gen regiilasyonundaki rolleri tam olarak bilinmemekte birlikte,
tRNA’lardan da kiiciik fragmanlar {iretilmektedir. Ilging bir sekilde tRNA’larin
fragmantasyonu indiiklendiginde apoptoz tetiklenmektedir (MEI ve ark., 2010). Bu
calismada tRNA’larin sitokrom c’ye baglandigt ve ergin tRNA’lar enzimlerle
parcalandiklarinda apoptozun tetiklendigi gosterilmistir. Ancak apoptozun nedeninin tRNA
parcalanmas1 m1 yoksa tRNA’lardan iiretilen kiiciik fragmanlarin diger fonksiyonlari mi
olup olmadigi bilinmemektedir. Ayrica, tRNA parcalanmasi1 arasinda bir secicilik olup
olmadig1 arastirilmamistir. Bu konulara 1s1ik tutmak adina, deneysel dizayn sonrasi elde
edilen JNN, JAN ve JAP hiicrelerinde bulunan tRNA fragman tiirii ve her bir fragmanin
klonlanma siklig1 hesaplanmistir. Ilging bir sekilde tRNA’lardan iiretilen fragmanlar daha
ziyade tRNA’larin 5° {issii ucundan iiretilmektedir (Sekil 17). Apoptoza ugrayan ve
ugramayan hiicreler karsilastirildiginda, fragman {iretilen tiirii ve miktar1 arasinda biiyiik
farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 11). Bu fragmanlarin apoptozla direkt baglantisini
kurabilmek igin ilgili fragmanlarin hiicrelerde asir1 ifade edilerek apoptoz oranlarinin
Olclilmesi gerekmektedir.

Ozetle, mevcut proje kapsaminda Jurkat hiicreleri genel kapsamli apoptoz
tetikleyici kamptotesin ile muamele edilerek apoptozda rol oynayan yeni miRNA’lar
belirlenmigstir. Kamptotesinle muamele sonrasi ilaca duyarli ve direngli hiicreler
birbirinden ayirt edildiginden, kamptotesin ilacina direngte rol oynayan “yasam miRNA”
lar1 da tanimlanmistir. Mikroarray ve derin sekanslama teknikleri kullanilarak yapilan
genomik profilleme yontemiyle apoptozda rol oynayan miRNA’lar yaninda miRNA
niikleotit degisimleri ve tRNA fragmanlarimin apoptozdaki potansiyel rolleri iizerine
onemli biyoinformatiksel veriler elde edilmistir.

Ileriye Doniik Yapilmasi Gereken Cahismalar

Mevcut proje kapsaminda Jurkat T hiicreleri model olarak kullanilarak genomik
seviyede apoptozu diizenleyen miRNA taramasi yapilmistir. Sonuglarimiz daha once
literatiirde yayinlanan apoptotik miRNA’lar yaninda bir dizi yeni apoptotik ve anti-
apoptotik miRNA olduguna isaret etmektedir. Jurkat ve HeLa hiicrelerinde goriilen
farkliliklarin anlagilmasi i¢in daha detayli analizler yapilmali ve her iki hiicre grubunda
bulunan muhtemelen farkli hedef mRNA’lar belirlenmelidir. Kullandigimiz hiicre hatt1 bir
kanser hiicre hatt1 olmasina ragman, sonuglarin klinik uygulamaya agilabilmesi i¢in yeni
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calismalar yapilmasi gerekmektedir. Ornegin, farkli ifade edilen miRNA’larin akut T
lenfosit 10semi tan1 ve tedavi takibinde kullanilabilmesi i¢in ilgili hasta ve kontrol
gruplariyla c¢alismalar yapilarak bu miRNA’lerin ifadeleri belirlenmelidir. Béylece bu
miRNA’larin markor olarak kullanilip kullanilmayacagi degerlendirilmelidir.

Mevcut projenin ilging ¢iktilarindan birisi miRNA’larda gdzlemlenen niikleotit
degisim olaylaridir. Proje kapsaminda olmamasi nedeniyle detayli incelenmediginden,
belirlenen niikleotit degisim olaylarinin apoptoz ile direkt baglantisini kurabilmek igin,
Jurkat hiicrelerinin heterojen bir genotipe sahip olmasi nedeniyle, (1) ilgili miRNA’larda
SNP olmadiginin ve (2) bu degisimlerin transkripsiyon sonrast olustugunun gosterilmesi
gerekmektedir. Daha sonra yabani tip ve niikleotit degisimine ugrayan miRNA’lar
hiicrelerde asir1 ifade edilerek apoptoz iizerine etkileri belirlenmelidir. Benzer bir sekilde,
apoptoza ugrayan ve ugramayan hiicrelerde ifadelerinde farklilik tespit edilen ve
tRNA’lardan kokenlenen tRNA fragmanlarinin daha kapsamli arastirilmasi ve apoptozla
ilgilerinin daha direkt yontemlerle ortaya konmasi gerekmektedir.
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