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OZET

Alisan, AB., Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) ile Lisanslanmms Mezenkimal
Kok Hiicrelerde Anti-fibrotik miRNA ifade Diizeyleri, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2024. Mezenkimal kok hiicreler (MKH) yara iyilesmesinde ve fibrozis olusumunda
kritik rol oynamaktadir. Salgiladiklari sitokin, kemokin ve biliylime faktorleri; fibrozis
fizyopatogenezinde ve olusan doku hasarinin saglikli iyilesmesinde dogrudan
etkilidirler. MKH’ler tarafindan salgilanan biiyiime faktorlerinden bir tanesi olan
Hepatosit Biiylime Faktorii (HGF) tizerinde yapilan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda;
HGF ile uyarilan MKH’lerin ¢esitli stres kosullarina kars1 direnglerinin ve rejeneratif
kapasitelerinin arttig1 gosterilmistir. Fibrozis ilerleyisinde gerekli olan mekanizmalari,
hedefledikleri gen transkriptlerini yikarak inhibe eden anti-fibrotik miRNA’lar da
MKH’lerin bulunduklar1 ortama salgiladig1 elemanlardan biridir. Bu ¢alismada insan
kemik iligi kaynakli MKH’leri (KI-MKH) HGF ile lisansladiktan sonra hiicrelerde
ifadelenmesi degisen anti-fibrotik miRNA’lar kantifiye edildi ve HGF lisanslamasi ile
ifadelenmesi iki kat tizerinde degisen tic MIRNA tespit edildi. Bunlardan miR-32-5p
(fibrotik) ve miR-377-3p (anti-fibrotik) ifadesi arttigi, miR-10a-5p (fibrotik)
ifadesinin azaldigr goriildi. Bu miRNA’larin  hedeflerinin  veritabanlarinda
arastirtlmas1  sonucunda tG¢ miRNA’nin ortak hedefleri, fibrozis ana
mekanizmalarindan olan TGF-f, WNT ve Hippo yolaklarina odakli
degerlendirildiginde HGF lisanslamasinin  MKH’lere anti-fibrotik  6zellik
kazandirdigina isaret etmistir. Ayrica HGF'nin canlilig1 etkilemedigi, yara iyilesmesini
hizlandirdig1 ve popiilasyon ikiye katlanmasini kisitladigi gosterildi. MKH’leri TGF-
B ile indiiksiyonu ile myofibroblast yoniinde farklilasmaya yonlendirdigimiz fibrozis
modeli tizerinde transwell sistemi ile HGF-MKH’leri kokiiltiir ederek lisanslamanin
etkilerini inceledigimizde HGF lisanslamasinin fibrozisi ¢oziicii  etkisini
saptayamadik. Bulgularimizin biyolojik anlamliligin1 ortaya koymak i¢in, sonuglarin

daha detayli karakterizasyonlar ile degerlendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, fibrozis, HGF, anti-fibrotik miRNA’lar

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: THD-2022-20332



viii

ABSTRACT

Alisan, AB., Expression Levels Of Anti-Fibrotic miRNA's in Hepatocyte Growth
Factor (HGF) Primed Mesenchymal Stem Cells, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences Stem Cell Program Master’s Thesis, Ankara, 2024.
Mesenchymal stem cells (MSCs) play a critical role in wound healing and fibrosis
formation. The cytokines, chemokines and growth factors they secrete are directly
involved in the physiopathogenesis of fibrosis and the actual healing of tissue damage.
In vivo and in vitro studies on Hepatocyte Growth Factor (HGF), one of the growth
factors secreted by MSCs, have shown that MSCs stimulated with HGF are more
resistant to hypoxia and apoptosis, their proliferation and migration potential is
increased, and their tissue repair capacity is enhanced by its immunoregulatory effect.
Antifibrotic miRNAs are also secreted into the environment and they inhibit the
mechanisms necessary for the progression of fibrosis by degrading the gene transcripts
they target. In this study, we quantified the antifibrotic miRNAs whose expression
changed in cells after priming human bone marrow-derived MSCs (BM-MSC) with
HGF, and three miRNAs whose expression level changed more than two-fold with
HGF priming were identified. Among these, miR-32-5p (fibrotic) and miR-377-3p
(anti-fibrotic) expression have been increased and miR-10a-5p (fibrotic) expression
has been decreased. As a result of searching the targets of these miRNAs in databases,
when the common targets of the three miRNAs were evaluated focused on TGF-f,
WNT and Hippo pathways, which are among the main mechanisms of fibrosis,
indicated that HGF priming provided antifibrotic properties to the MSCs. It was also
shown that HGF does not affect viability, accelerates wound healing and restricts
population doubling. When we examined the effects of licensing by coculturing HGF-
MSCs with a transwell system on the fibrosis model in which we induced
myofibroblast differentiation by TGF-B induction, we could not detect a fibrosis-
resolving effect. In order to demonstrate the biological significance of our findings,

the results need to be evaluated with more detailed characterizations.

Keywords: mesenchymal stem cell, fibrosis, HGF, anti-fibrotic miRNA’s
This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects

Coordination Unit. Project number: THD-2022-20332.
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Is Akis Semasi

Myofibroblast farklilasmasi ve fibrozis olusumundaki etkenler.
Gorsel Gibb ve ark. (2020)’den uyarlanmistir.

Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel’de
mevcut olan 84 adet miRNA, negatif kontroller ve referans genler.

Literatiir taramasindan elde edilen fibrozis iliskili miRNA listesi ile,
insan kemik iligi MKH’lerinde ifade olan miRNA’larin kesisim
kiimesi.

Insan kemik iligi kaynakli MKH’lerde ifade olan miRNA’lar ile
Human Fibrosis Focus panelindeki miRNA’larin kesisim kiimesi.

Insan kemik iligi MSC'lerinden izole edilmis olan RNA’dan 20 ng,
40ng ve 80ng’larda sentezlenen cDNA'lerin, 1/40, 1/60 ve 1/80
oraninda yapilan diliisyonlariyla yapilan gergek zamanli PCR
reaksiyonunun erime sicakliklar grafigi.

Insan kemik iligi MSC'lerinden izole edilmis olan RNA’dan 80 ng,
160ng ve 320ng’larda sentezlenen cDNA'lerin, 1/60 ve 1/80
oraninda yapilan diliisyonlariyla yapilan gergek zamanli PCR
reaksiyonunun erime sicakliklar grafigi.

Geneglobe analiz sayfasinda Human Fibrosis Focus, miRCURY
LNA miRNA PCR Panel i¢in gergeklestirilen analizlerde kullanilan
referanslar SNORD44, SNORD38B ve SNORD49A olarak se¢ildi.

Yiiksek miktarda total RNA ile yapilan cDNA’lerin, qPCR’da
miRNA ifadeleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi igin 6n galisma.

Ikinci ¢alismada kullanilan referans genler, internal amplifikasyon
kontrolii, Ct cut-off degeri ve analiz yontemi i¢in kullanilacak olan
referans genler.

4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 dilie cDNA ile
gerceklestirilen miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile
gerceklestirilen RT-qPCR sonucunda miRNA ifade degisimlerinin
dagilim grafigi.

4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 dilie cDNA ile
gerceklestirilen miRCURY LNA miRNA PCR Paneldeifadeleri
degisen miRNA’larin Targetscan, miRDB ve miRTarBase
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veritabanlarindaki hedeflerinin Venny semalar1. a) hsa-miR-32-5p
i¢in 40 ortak hedef, b) hsa-miR-10a-5p i¢in 24 ortak hedef ve c) hsa-
mMiR-377-3p i¢in 27 ortak hedef saptandi.

ENCORI/STARBASE veritabanindan ulasilan, hsa-miR-32-5p igin
1652, hsa-miR-10a-5p igin 1272 ve hsa-miR-377-3p i¢in 1687 hedef
genin kesigim semasi.

hsa-miR-32-5p, hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-377-3p’nin hedef
genleri ile TGF-B (a), WNT (b) ve Hippo (c) yolaklarinda rol
oynayan genlerin kesigsim kiimeleri.

WNT Yolag: tizerinde i miRNA tarafindan da hedeflenen genlerin
sematik gdsterimi. Kirmizi isaret bulunan genler {ic miRNA
tarafindan da hedeflenmektedir.

WST-1 soliisyonu ile inkiibasyon inkiibasyonun ardindan
mikroplaka okuyucuda Olglilen absorbans degerlerinin  HGF
uygulanmis olan MKH’lerde kontrol grubuna gore yiizde degisimi.

Iki farkli yogunlukta ekilen ve HGF uygulamasmna maruz
kalan/kalmayan MKH’lerin hiicre sayilar1 ve toplandig1 pasajdaki
poplilasyon ikiye katlanma siireleri verilmistir.

MKH ve HGF-MKH grubunun 0, 8, 16 ve 24. saatte yaray1 kapatma
durumlarinin 151k mikroskobu fotograflari.

HGEF ile indiiklenmis MKH’lerin normal MKH’lere gore 0,8,16 ve
24. saatteki yara alanlarinin karsilagtirmal grafigi.

TGF-B1 ile farkli saatler boyunca uyarilmis Ki-MKH’lerde ACTAZ2,
COLI1ALI ve FN genleri i¢in -ACt degerleri.

10 ng/mL TGF-B1 uyariminin 24. saatinde (a) ve 48. saatinde (b)
baslatilan ko-kiiltiir deneylerinde ACTA2, COL1A1 ve FN ifade
diizeyleri. Biitiin ko-kiiltlirler 24 saat boyunca siirdiiriildii.
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TABLOLAR

mIRNA ifadelerinin RT-qPCR’da saptanmasinda kullanilacak
optimum RNA ve cDNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi-1

mIRNA ifadelerinin RT-qPCR’da saptanmasinda kullanilacak
optimum RNA ve cDNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi-2.

Panel analizi i¢in kullanilan referans miRNA’lar ve Ct degerleri.

800 ng total RNA ile cDNA’in 1/60 diliisyonunun kullanildig
Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile
yapilan RT-qPCR sonucunda ifade kat degisimi 2’nin iizerinde
olan miRNAlar.

4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 diliie cDNA ile
gerceklestirilen miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile
gerceklestirilen miRNA profillemesinde referans olarak secilen
genlerin Ct ortalamalari.

4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 dilie cDNA ile
gergeklestirilen miRCURY LNA miRNA PCR Panelde
ifadelenmesi 2’nin {izerinde degisen miRNA’lar.

Calisma 1’de HGF-MKH’lerde MKH’lere gore kat regiilasyonu
degisimi goriiliip, Calisma 2’de bu degisimlerin azaldigi ya da
kayboldugu miRNA’larin kat regiilasyon degerlerinin listesi.

DAVID fonksiyonel zenginlestirme aracina gore hsa-miR-32-5p,
hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-377-3p’nin farkli veritabanlarindan
elde edilen ortak hedeflerinin rol aldiklar1 yolaklar.

U¢ miRNA’nin da hedefliyor oldugu 122 genin fonksiyonel
zenginlestirme analizi sonucunda ¢ikan yolaklar.

TGF-B1 uyarimi yapilan Ki-MKH’lerde ifadelenmesi incelenen
fibrozis ile iliskili genlerin Ct degerleri.
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1. GIRIS

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) yara iyilesmesi ve fibrozis iizerindeki
etkilerini anlamak icin yapilan c¢aligmalar, bu hiicrelerin potansiyelini ve 6nemini
vurgulamaktadir. Ozellikle, MKH'lerin gevresel kosullara uyum saglama yetenekleri
ve doku onarim siireglerine katkilari, rejeneratif tip alaninda 6nemli bir arastirma alani
olmustur. MKH’lerin ¢esitli stres kosullarina dayanikliliklarin1 veya rejeneratif
potansiyellerini artirmaya yonelik olarak sitokin ve biiyiime faktorleri ile belirli doz
ve slirelerde indiiklenmeleri ile ilgili ¢alismalar son yillarda 6ne ¢ikan Onemli
arastirma alamidir ve bu siireg lisanslama (priming/preconditioning) olarak

tanimlanmaktadir.

MKH'lerin tedavi potansiyelini artiracak etkin lisanslama yaklagimlar igin,
hiicrelerin molekiiler mekanizmalarinin derinlemesine anlasilmasi gerekmektedir. Bu
nedenle, bu ¢aligmada MKH'lerin HGF ile uyarilmasi sonucunda ortaya ¢ikan miRNA
profili ve bu miRNA'larin hedefledigi genlerin belirlenmesi, MKH tedavilerinin
etkinligini artirmaya yonelik stratejilerin gelistirilmesine 151k tutabilir. Diger yandan,
fibrozis gibi kompleks bir patolojide tedaviye yonelik yaklasimlarin gelistirilmesi,
hastaligin temel mekanizmalarinin daha 1iyi1 anlagilmasimi gerektirir. Hastalik
mekanizmalarindan yola ¢ikarak gelistirilen indiiksiyon stratejileri ile MKH'lerin
antifibrotik etkileri, bu hiicrelerin fibrozis 6nleme ve tedavisinde potansiyellerinin
artirtlabilecegine yonelik ¢alismalar dikkat ¢ekicidir. Bunlar arasinda bulunan HGF ile
indiikleme yaklagiminin, MKH’lerin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ve apoptoza
direnglerini artirdig1, immiin diizenleyici aktivitesi ve doku tamir kapasitesi ylikselttigi

ve migrasyon ve proliferasyon potansiyelleri artirdigi raporlanmaistir.
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Sekil 1.1. Is Akis Semast

Bu tez calismasinda ticari olarak satin almmis olan anonimlestirilmis Ki-
MKH’ler, HGF ile indiiklendikten sonra total RNA izolasyonu ve cDNA
(komplementer DNA) sentezi yapilmistir. MKH’lerdeki antifibrotik miRNA’larin
ifadelenme diizey degisimleri ticari insan fibrozis odakli panel kullanilarak gercek
zamanli PCR ile belirlenmistir. Ifadesi degisen (artan/azalan) miRNA’lar i¢in hedef
tahmini yapilarak bu hedef genlerin rol aldig1 biyolojik siiregler arasindan fibrozis ile
iliskili olanlar dikkate alinmistir. Metabolik aktivite tayini, popiilasyon ikiye katlanma
orani Ve zamani, yara iyilesmesi testleri ve TGF-f ile uyarilmig MKH’ler tizerinde
yapilan kokiiltiir deneyleri ile HGF lisanslamasinin MKH’lerin davraniglar izerindeki

etkileri incelenmistir.

Bu ¢alismada elde edilen veriler, MKH'lerin HGF indiiksiyonu ile salgiladigi
fibrotik ve anti-fibrotik miRNA'lart degistirebilecegi hipotezine dayanarak hiicresel
yolaklar iizerindeki hedef molekiilleri tizerinden anti-fibrotik etkilerinin molekiiler
diizeydeki temelini aydinlatmaktadir. Bu baglamda, MKH'lerin tedavi stratejilerinde

nasil kullanilabilecegine dair daha fazla anlayis gelistirmek, fibrozis gibi 6nemli bir



saglik sorununun ydnetiminde yeni ve etkili yaklasimlarin gelistirilmesine olanak

saglayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik iligi, gobek kordonu ve yag dokusu
gibi bircok dokudan elde edilebilen, kiiltiir ortaminda fibroblast benzeri sekle sahip,
kendini yenileme ve c¢esitli hiicrelere farklilasabilme potansiyelleri olan eriskin
multipotent kok hiicrelerdir (1). MKH’ler; fibroblast benzeri igsi sekilleri, kiiltiir
kabinda yiizeye yapisabilme 6zellikleri, in-vitro ortamda fibroblast kolonileri (CFU-
F) olusturabilmeleri, ifade ettikleri yiizey proteinleri ve osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik hiicrelere farklilasabilme 6zellikleri ile karakterize edilmektedir (2-7).
Tamamen MKH’lere 6zgii bir ylizey belirteci olmamasi sebebiyle stromal belirtegler
olan CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 ve CD271 yiizey belirtegleri i¢in
pozitif, hematopoetik ve endotelyal belirtegler olan CD11b, CD14, CD31, CD34,
CD45 ve HLA-DR belirtegleri i¢in negatif olmalari ile ayirt edilebilmektedir(1, 2).

2.2. Fibrozis

Fibrozis, dokularda yara iyilesmesi siirecinde fibroblast proliferasyonunun ve
myofibroblast farklilagmasinin artisi ile; asir1 miktarda ekstraseliiler matriks tiretimi
ve birikimi sonucunda sertlesmis ve islevini kaybetmis dokularin (skarlagmis
dokularin) meydana gelmesidir (8, 9). Myofibroblastlar, ACTA2 geni ile kodlanan
diizkas alfa aktin proteini (alfa-SMA) agisindan zengin hiicrelerdir. Kolajen ve
fibronektin gibi ekstraseliiler matriks proteinlerinin birikiminden ve depolanmasindan
sorumludurlar (8, 9). Fibrotik dokularda hiicreler aras1 sivi elemanlarinin miktarlarinda
artis, alfa-SMA ve VIM (Vimentin) gibi myofibroblast belirteci proteinlerin ve
transkriptlerin miktarinda artis ve epitelyal hiicrelerin daha adheran mezenkimal

hiicrelere doniisiimii (EMT) de gerceklesir (10).

Fibrozis gesitli sitokin, kemokin ve enflamasyon faktorlerinin kombine etkisi
ile meydana gelir ve pulmoner fibrozis, karaciger kanseri, renal fibrozise bagli bobrek
yetmezligi, kardiyak fibrozis, siroz gibi ¢ok ¢esitli hastali§a, organ yetmezligine ve

onemli oranda 6liime yol agmaktadir (8, 9, 11-13). Bu hastaliklardan bazilarinin sebebi



bilinmemekte (idiyopatik) olup birgogu ¢esitli anomalilere, yasam tarzlarina,
komplikasyonlara ya da genetik yatkinliklara bagl ortaya ¢ikan, nispeten daha iyi

tanimlanmis etiyolojilere sahip hastaliklardir (8).

MKH’lerin fibrozis fizyopatogenezinde Onemli rolleri vardir. Cevreye
saldiklar1 bir¢ok faktorden bazilar1 fibroblastlar1 aktiflestirerek, fibril aglar1 daha
kuvvetli ve daha adheran olan myofibroblastlara farklilasmalarini tetikler (10). Bu
durum iskemiye, fibrozise ve organ yetmezligine sebep olabilmektedir. MKH’lerin
bulunduklar1 ortama salgiladiklar1 biiyiime faktorlerinden birisi olarak, fibrozis
olusumunun ana tetikleyicisi olan transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-p);
birgok in-vitro ve in-vivo ¢aligmada gosterildigi tizere epitelyal-mezenkimal doniisiim
(EMT) ve endotelyal-mezenkimal dontisiimii (EndMT) indiikleyerek myofibroblast
farklilagsmasini ve sag kalimini desteklemektedir (10, 14-18).
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b A
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5&’ v
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Sekil 2.1. Myofibroblast farklilasmasi ve fibrozis olusumundaki etkenler. Gorsel Gibb ve ark.

(2020)’den uyarlanmustir.

Aktiflesen fibroblastlarin ve MKH’lerin myofibroblastlara farklilasmasi ile

olusan fibrozisin gelisimini yavaslatmak ya da geriye ¢evirmek i¢in, myofibroblast



farkilagsmasini tetikleyen faktorlerin ortadan kaldirilmasina yonelik stratejiler

gelistirilmektedir (10).
2.3. MKH’lerin Tedavi Amac¢h Kullanim Alanlari

1970’lerde Friedenstein tarafindan kemik iligi MKH’lerin kesfedilmesinin
ardindan, gébek kordonu, plasenta, amniyotik sivi, dis kokleri ve yag dokusu gibi
cesitli dokulardan elde edilen MKH’lerin etkileri preklinik ve klinik ¢aligmalarla
arastirilmaktadir(19). Doku homeostazini ve yenilenmesini korumanin yani sira
immiin modiilasyon etkileri, MKH’leri klinik ¢aligmalara uygun kilmaktadir(20, 21).
MKH’ler kolay erigilebilen, laboratuvar ortaminda iistiin bir genomik stabilite ile
kiiltiiri yapilabilen multipotent kok hiicreler olup klinikte kullanilabilmesi i¢in belirli
etik diizenlemelere tabidir (20). MKH’lerin sekretomlarinda igerdikleri biiyiime
faktorleri, sitokinler, kemokinler ve cesitli protein veya miRNA’lar1 tasiyan
mikrovezikiiller/eksozomlar gibi bir¢cok biyoaktif molekiil de hiicresel tedavi ve doku
tamiri gibi klinik ¢alismalar i¢in dikkatleri MKH’lere ¢cekmektedir (22).

MKH’ler, graft-versus-host hastaligi (GVHD) (23), amyotrofik lateral skleroz
(ALS) (24), myokardiyal enfarktiis (25), idiopatik pulmoner fibrozis (26), COVID19
(27), Akut solunum yetmezligi (ARDS) (28) gibi hastalik siireclerinde tedavi amagh
kullanilmistir (21). Cesitli dejeneratif ve otoimmiin hastaliklar da dahil olmak {izere
2021 yili itibariyle 300’4 askin tamamlanmis klinik ¢alisma mevcuttur ve bu
calismalarin %35’i Ki-MKH’lerin kullamildig1 calismalar olup, bunu %23 gobek
kordonu kaynakli, %19 yag dokusu kaynakli ve %23 diger (kas, dis vb.) dokulardan
elde edilmis MKH’lerin kullanildigi ¢alismalar takip etmektedir (21).

Klinik ¢aligmalarda hastaya verilen MKH’lerin biiyiik bir kisminin akcigerde
tutunmasi sebebiyle engrafman oraninin diisiik olmasi, hiicrelerin apoptoza yonelmesi
ve hasarli bolgeye ulasan hiicre sayisinin diisiik olmasi, MKH’lerin klinikte
kullanimlarini siirlayan baslica etkenlerdendir (29). Bu sebeple MKH’lerin reaktif
oksijen tiirlerine (ROS), hipoksiye, apoptoza dayanikliliginin, antifibrotik etkilerinin,
immiin diizenleyici etkisinin ve doku tamir kapasitesinin artirilmasi i¢in ‘lisanslama’
ya da ‘On-kosullama’ adi1 verilen ¢esitli priming/preconditioning stratejileri tizerine
calismalar yiriitiilmektedir. Bu caligsmalara 6rnek olarak LPS indiiklenmis akciger

hasarinda, in-vitro ortamda diisik doz TGF-B1 ile muamele edilen MKH’lerin



kollajen 1, 4 ve fibronektin gibi hiicrelerarasi sivi proteinlerinin ifadelerinin arttig1 ve
bu hiicreler tedavi olarak verildiginde sag kalimlarmin hi¢cbir muamele yapilmayan
MKH’lere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (30). Akut bacak iskemisinde kan
pulcugu kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ile uyarilan MKH’lerden elde edilen
ekstraseliiler vezikiiller, immiin diizenleyici ve anti-inflamatuar faktorlerin salinimini
ve periferik kandaki tek c¢ekirdekli hiicrelerin endotele tutunmasini artirmakta ve kas
dokusunu akut iskemiden korumaktadir (31). MKH’lerin rejeneratif potansiyellerini,
immiin-modiilasyon etkilerini, hayatta kalma kapasitelerini artirmak ve
hastaliga/dokuya 6zel tedavilerin daha verimli olmalarin1 saglamak amaciyla cesitli

faktorler ile MKH’lerin 6n-kosullanma stratejilerinin 6nemi giin gectikge artmaktadir

(29).
2.4. TFibrozis Tedavisinde On Kosullannns MKH’ler ve miRNA’lar

TGF-B ve myofibroblastlarin sebep oldugu fibrotik siireci yavaglatmak veya
tersine ¢evirmek i¢in gelistirilen stratejiler genellikle TGF-B yolaginin inhibe edilmesi
ve myofibroblastlarin dediferansiyasyonuna dayanmaktadir. Farelerde bleomisin ile
indiiklenmis akciger fibrozisinde ve idiopatik pulmoner fibrozisli (IPF) insan
akcigerinden elde edilmis dokularda; PPARy’'min TGF-B’ya antagonist galisarak
fibrozisi tersine ¢evirdigi ve aktif myofibroblastlarin muhtemel dediferansiyasyonu ile
lipofibroblastlara doniistiigii gosterilmistir (32). Farelerde olusturulan cilt fibrozis
modelinde ise kil folikiillerinin bulundugu bolgelerde BMP sinyalinin giiclendigi ve
myofibroblastlarin dediferansiye olarak adiposit-benzeri hiicrelere doniistigi

gozlemlenmistir (33).

MKH’ler tarafindan bulunduklari ortama salgilanan faktorlerden biri olan
hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ise epitel ve endotel hiicreler i¢in bir biiylime faktorii
olmakla birlikte, fibrozis olusumunu baskilamaktadir ve myofibroblastlarda apoptozu
tetiklemektedir (34). Fare modellerinde yapilan c¢aligmalarda HGF’nin akciger
fibrozisinin (35, 36) ve renal fibrozisin ilerleyisini hafiflettigi ve geri ¢evirdigi (37)
gosterilmistir. Hastalik modellerinde direkt olarak organizmaya verilen rekombinant
HGF ya da tasiyici vektorler ile saglanan HGF agir1 ifadesinin yani sira in-vitro
ortamda belirli doz ve silire ile HGF indiiksiyonunun ardindan yapilan

degerlendirmeler de mevcuttur. HGF ile lisanslanan MKH’lerin reaktif oksijen



tiirlerine (ROS) ve apoptoza direngleri artmakta, immiin diizenleyici aktivitesi ve doku

tamir kapasitesi ylikselmekte ve migrasyon ve proliferasyon potansiyelleri artmaktadir
(22, 38, 39).

Sicanlarda olusturulan in-vivo karaciger fibrozis modelinde tedavi i¢in HGF
ekspresyon vektorleri ile transfekte edilmis MKH’ler verildiginde hasarli alanda
transfekte edilmis olan MKH sayilarinin, vektorii tasimayan MKH’lere gore daha fazla
oldugu ve fibrozisi anlamli bir sekilde iyilestirdigi gosterilmistir (40). HGF
indiiksiyonu, H20> (hidrojen peroksit) hasarina maruz kalan MKH’lerin sagkalimini

artirmus, anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkiler gostererek hasar1 azaltmistir (41).

HGF lisanslamasinin MKH’ler iizerinde yol actigi anti-fibrotik etkilerin
miRNA ifadelerindeki degisim baglaminda molekiiler diizeyde aydinlatilmast, fibrozis
mekanizmasi iizerinde inhibe edici etkiler gosteren ve fibrozis tedavisinde son yillarda
yeni terapotik yaklagimlar olusturmak amaciyla kullanilan anti-fibrotik miRNA’larin
artmasina da sebep olacagi 6n goriilmektedir. miRNA’lar 18-25 niikleotidden
meydana gelen kiigiik niikleik asitlerdir (42). miRNA’larin sentezi genellikle; onlar
kodlayan genlerden olusan transkriptlerin mikro-isleyici bir kompleks yardimiyla pre-
miRNA’lara doéniistiiriilmesi ve c¢ekirdek disina tasmarak RNase III endoniikleaz
enzimi olan Dicer ile kesilerek olgun miRNA’ya doniistiigii kanonik yolak {izerinden
gerceklesmektedir (43, 44). Sitoplazmada hedefledikleri gen transkriptlerine
baglanarak onlar1 yikarlar ve hedef genin ifadelenmesini baskilarlar (42, 45). Bu
baskilama “seed region” olarak adlandirilan, olgun miRNA’nmn 5’ ucundaki 2-8.
niikleotidlerinin, hedef mRNA’nin 3’-UTR bdlgesine Watson-Crick baz eslenmesi ile
baglanmas1 durumunda gergeklesir (42). Cogunlukla hedef mRNA’nin 3°-UTR
bolgesine baglanan miRNA’larin 5°-UTR, kodlayan sekans ve gen promotorlar1 gibi
cesitli bolgelere baglandigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (46). miRNA’larin bazi
0zel kosullar altinda gen ifadelenmesini artirdigr da gosterilmistir (47). miRNA’lar
translasyon ve transkripsiyon dahil olmak {izere birgok hiicresel siiregte rol almaktadir
(48). Cesitli biyolojik siireglerde kritik Oneme sahip olan miRNA’larin
ifadelenmelerindeki aberan degisimler birgok hastalikla iliskilendirilmektedir (49-51).

MKH’lerin salgiladig1 birgok sitokin, kemokin ve biiyiime faktorii ile beraber
miRNA’lar da ekstraseliiler (hiicrelerarasi) ortamda bulunmaktadir (52). MKH’lerin



salgiladig1 ekstraseliiler vezikiiller icerisinde bulunan bazi miRNA’larin fibrotik
siireclerde etkili oldugu bilinmektedir (53). Ornegin miR-144-3p, miR-451, miR-200b
ve miR-328 kardiyak fibroziste rol alirken miR-34a, miR-17-5p, miR-122, miR-146a
ve MiR-350 karaciger fibrozisi siireglerinde rol almaktadirlar (53). Juema kiiglik
domuzlarinda olusturulan myokardiyal enfarktiis modeli ile yiiriitiilen bir ¢alismada
miR-144-3p’nin PTEN’in transkripsiyonu ve translasyonunu baskilayarak o-SMA,
Col1Al ve Col3Al ifadelerinin artigina sebep oldugu, miR-144-3p inhibitorii ile bu

etkinin tersine dondiigi gosterilmistir (54).

Antifibrotik miRNA’larin varlig1 fibrozisin olusmasina ve ilerlemesine engel
olmaktadir ve fibrotik dokularda antifibrotik miRNA’larin ifadesi biiylik oranda
diismektedir. Fibrotik miRNA’larin ise inhibitdrlerinin kullanildigi tedavi yaklasimlar

mevcuttur (55).

Bu tez calismasinda HGF uyariminin MKH’ler {izerindeki antifibrotik etkisini
miRNA gen degisimi diizeyinde tespit etmek ve HGF uyarimiyla KI-MKH’lerde
ifadesi degisen fibrozis-iliskili miRNA’larin in-silico hedefleri ile, HGF ile
MKH’lerin antifibrotik  etkilerini  gliglendirme mekanizmalarint  aragtirmak
amaclanmistir. Bulgular ve yapilan analizlerin sonuglari, gelecek calismalar icin bir
temel teskil etmektedir ve fibrozis tedavisi i¢in yeni yaklagimlar ortaya koymak iizere

ilerideki ¢alismalara 151k tutmaktadir.

Bu tez calismasinda ticari olarak satin almmis olan anonimlestirilmis Ki-
MKH’ler, HGF ile indiiklendikten sonra - total RNA izolasyonu ve cDNA
(komplementer DNA) sentezi sonrasi MKH’lerdeki antifibrotik miRNA’larin
ifadelenme diizey degisimleri ticari insan fibrozis odakli panel ile gergek zamanli PCR
ile belirlenmistir. Ifadesi degisen (artan/azalan) miRNA’lar i¢in hedef tahminlemesi
yapilarak bu hedef genlerin rol aldig1 biyolojik siireclerden fibrozis ile iliskili olanlar
dikkate alinmistir. Metabolik aktivite tayini, popiilasyon ikiye katlanma diizeyleri ve
yara iyilesmesi deneyleri gibi yontemler ile HGF lisanslamasiin MKH’lerin

davraniglari tizerindeki etki degisimleri incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Antifibrotik miRNA’larin Belirlenmesi

Oncelikle, antifibrotik miRNA’lar icin “’fibrosis”>, < miRNA”> ve
“antifibrotic’” anahtar kelimeleri ile literatiir taramasi yapilarak insan dokularinda
ifade olan fibrotik ve antifibrotik miRNA larin listesi olusturuldu. Literatiir taramasi
sonucunda olusturulmus olan fibrozis ile iliskili miRNA listesi, insanda karaciger
fibrozis, akciger fibrozis, kardiyak fibrozis ve renal fibroziste rol oynayan ve MKH’ler
dahil gesitli hiicrelerden sentezlenen 233 adet miRNA belirlendi.

Fibrozis ile iliskili miRNA listesi igerisinden insan kemik iligi kaynakli
MKH’lerde ifade olan miRNA’lar1 saptayabilmek igin, daha 6nce grubumuzca
yayinlanan (56) ve GEO veritabanina yiiklenen (GEO Numarasi: GSE 183227)
Affymetrix GeneChip 2.0 mikrodizin ile MKH’lerde ifade olan miRNA verilerimiz ile
bu literatiir taramasindan elde ettigimiz fibrozis ile iligskili miRNA listesinin kesigim

kiimesi, Venny diyagrami (57) kullanilarak olusturuldu (Sekil 4.1).

69 adet fibrozis ile iliskili miRNA’nin, insan KI-MKH’lerinde ifadesi oldugu
saptandi. Bu 69 miRNA’dan 47°si antifibrotik, 20’si fibrotik olmakla beraber, 2’si
hakkinda ise bilgi yoktu. Bu kesisim kiimesi sonucu ortaya cikan, insan Ki-
MKH’lerinden ifadelendigi bilinen 69 adet miRNA, elimizde mevcut olan 384
kuyucuklu panellerin ¢alisilmasina olanak saglayan Light Cycler® 480-11 (Roche)
cihaza uyumlu ticari Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel’in
miRNA listesi ile Venny (2) diyagrami kullanilarak karsilagtirildi (Sekil 4.2) ve 69
miRNA’nin tamammin Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR
Panel’inde bulundugu belirlendi. Bu sebeple, Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA
MiRNA PCR Katolog Panel’inin (YAHS-217Z,Qiagen) (Sekil 3.1) calismamizda

kullanilmasina karar verildi.

3.2. MKH Kiiltiiri ve HGF ile Lisanslanmasi

Ekibimizin daha oOnceki projelerinin destegi ile satin alinmis sivi azot

tankindaki dondurulmus olan ticari insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
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hiicreler (Pasaj 3 Ki-MKH) (Kat No: PT-2501, Lonza) kryostoktan cikarilarak Pasaj 3
Ki-MKH’ler buz iizerine alinarak laboratuvara tasindi ve hemen ardindan 37°C’de
hizl1 bir sekilde son buz pargasi kalana kadar ¢6ziindiiriilerek dondurma ortamindaki
DMSO %1’in altina diisecek sekilde kiiltiir besiyeri (MSCGM™ Mesencyhmal Stem
Cell Growth Medium BulletKit™, Kat No: PT-3001, Lonza) eklenerek dondurma
ortamindaki DMSO diliie edildi. Hiicrelerin CD105, CD166, CD29 ve CD44 yiizey
proteinleri agisindan pozitif, CD14, CD34 ve CD45 yiizey proteinleri agisindan ise
negatif olduklari, iiretici firma tarafindan akim sitometri ile gosterilmistir. Daha sonra
5000 hiicre /cm? olacak sekilde iki ayr1 hiicre kiiltiir kaplarma ekildi ve 37°C, 5% CO:
iceren humidifiye inkiibatdrlerde inkiibe edildi. Ilk besiyeri degisim giinii geldiginde
hiicrelerin i¢inde bulundugu kiiltiir ortami1, DMF10 bazal kiiltiir ortami [%10 oraninda
fetal buzagi serumu (Kat No:105000064, Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Kat No:
15140122, Gibco) ve %1 L-glutamin (Kat No: K0100-670, Cegrogen) iceren DMEM-
LG] ile degistirildi ve {ig-dort giinde bir besiyeri degisimleri yapilarak hiicreler
cogaltild.

Iki farkli zamanda ¢oziilen hiicre kiiltiirleri ile deneyler gerceklestirildi ve
kryostoktan agilan hiicreler kiiltiiriin 3 veya 4. giiniinde mikoplazma testi (MycoAlert
Mycoplasma Detection Kit-Kat. No: LT07-318, Lonza) yapildiktan sonra deneyler

i¢in kiiltiirlere devam edildi.

Mikoplazma testi i¢in hiicre kiiltiiriinden 2 mL alinarak 200 x g’de 5 dakika
boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi. Hiicreler dibe ¢oktiigiinde siipernatanin 75
ul’si steril polipropilen tiip icerisine alindi. Daha sonra 75 pl MycoAlert Reagent
eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildi ve Lonza Lucetta (TM) Luminometre
(Kat. No: 11640461, Lonza) cihazi ile okutma yapildi. Bu okutma sonucunda ¢ikan
“A” degeri not edildi. Ardindan 75 pl MycoAlert Substrat eklendikten sonra 10 dakika
oda sicakliginda beklenerek bir okutma daha yapildi. Bu okutma sonucu ¢ikan “B”
degeri de not edildi. Ornek icerisinde mikoplazma kontaminasyonu varsa ikinci
okutma (B) degeri, ortamda yiikselen ATP miktar ile yapilan 1s1madan dolayi ilk
okutma (A) degerine gore yiikselmektedir. B/A degeri < 0.9 ise “mikoplazma negatif”,
0.9 <B/A < 1.2 ise “siirda”, B/A > 1.2 ise 6rnek “mikoplazma kontamine” olarak

kabul edildi (58).
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Hiicreler %70-80 oraninda kiiltiir tabagin1 kapladiginda kiiltiir kaplarindan biri
HGEF lisanslama i¢in, digeri ise kontrol olarak kullanildi. HGF ile lisanslama igin;
hiicrelerin ortami, serumsuz ortam (%2 FBS iceren biiyiime ortami) ile degistirildi ve
gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra 10 ng/ml HGF (Kat No: 11343413, Immunotools)
eklenerek 6 saat inkiibe edildi (59). Hiicreler santrifiij edilip kiiltiir ortami1 uzaklastirildi
ve yikamalarin ardindan total RNA izolasyonu yapmak tizere Qiazol eklenerek -80
C’de muhafaza edildi.

3.3. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve RT-gPCR

Kiiltiir kabina ekilen hiicreler tripsin ile kaldirildi1 ve DPBS (Kat no: 14190144,
Gibco) yikamasinin ardindan 700 pL Qiazol (Qiagen, Almanya) igerisinde ¢oziilerek
1,5 mI’lik ependorf tiipe alind1 ve -80 °C’de saklandi. RNA izolasyonu i¢in miRNeasy
Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak, kitin protokoliine gore total RNA
izolasyonu yapildi. Qiazol igerisindeki hiicreler oncelikle fenol/guanidin tiyosiyanat
bazli soliisyon ile oda sicakliginda 5 dakika boyunca liziz edildi. Ardindan kloroform
eklenerek siddetli bir bi¢imde 15 saniye ¢alkalandi ve oda sicakliginda 2-3 dakika
bekletildikten sonra 15 dakika boyunca 4 °C’de, 12000 x g’de santrifiij edildi; {ist fazda
RNA, daha asagidaki fazlarda ise DNA ve proteinlerin mevcut oldugu ii¢ faz ayrimi
olusmasi saglandi. RNA’y1 igeren iist faz, ayri bir tiipe alinarak tizerine 1,5 kat kadar
%100 etanol eklendi. Tek seferde maksimum 700 ul 6rnek, kolon bulunan tiipe
aliarak 9000 x g’de 15 saniye boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi ve 6rnegin
tamami kolondan gegirilene kadar bu islem tekrarlandi. Olas1 genomik DNA (gDNA)
kontaminasyonunu temizlemek i¢in 6rnekler, RNase-free DNase Digestion (Qiagen,
Almanya) ile 30 dakika muamele edildi. Santrifiijden sonra kolon igerisindeki drnege
700 ul RWT tampon ¢ozeltisi (kit ile birlikte gelen) eklenerek 9000 x g’de 15 saniye
boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi. Kolon igerisindeki 6rnege 500 ul RPE
tampon ¢ozeltisi (kit ile birlikte gelen) eklenerek bir kez daha ayni santrifiij islemi
uygulandi. Bu islemlerin her birinin ardindan, santrifiijden ¢ikarilan kolondan asagi
siziilmiis olan kisim atildi. RPE ile yikamanin ardindan, kolon yeni bir tiip icerisine
aktarildi ve oda sicaklifinda 1 dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edildi.

Ardindan kolon, RNA’nin toplanacag: steril yeni bir tiipe alind1 ve 32 ul RNAse
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icermeyen dH20 eklendi ve 9000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij ile oda sicakliginda

eliisyon yapild1 ve 6rneklerin RNA konsantrasyonlar 6l¢iildii.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, ABD) spektrofotometrede Olgiim yapilarak ve kalitesi A260/280 ve
A260/230 degerleri belirlenerek saptandi. A260°ta olgiilen 1 absorbans degeri; 40
ug/ml RNA’ya tekabiil ettigi bilgisine dayanarak (60), Ol¢iilen absorbans degerleri
tizerinden konsantrasyonlart hesaplandi. RNA safligi A260/280 oram1 2’ye yakin
olmasina gore belirlendi. 2’nin altindaki degerler A280°de absorbans veren
proteinlerin ve DNA’nin kontaminasyonu olduguna isaret eder. A260/230 degeri ise
RNA’nin ekstraksiyonunda kullanilan bilesenler (230 nm dalga boyunda pik veren
guanidin izotiyosiyanat gibi) sebebi ile degisebilmektedir. RNA ekstraksiyon artigi
Kirlilik durumu RNA’nin A260/A230 degeri ile belirlendi (60).

3.3.1 Total RNA Miktar1 ve cDNA Diliisyonlar: I¢in Optimizasyon Calismalari

miRNA’dan ¢cDNA sentezi i¢in Kilitli Niikleik Asit (LNA: Locked Nucleic
Acid) igeren tersinir transkripsiyon (RT) kiti (Kat. No: 339340, Qiagen) kullanild:.
miRCURY LNA RT Kit’i; hem miRNA’nin poliadenilasyonunu saglayip cDNA’e
cevrilmesi, hem de kilitli niikleik asit iceren primerler sayesinde bu cDNA’nin 6zgiin

bir sekilde amplifiye edilmesini saglamaktadir.

On deneylerde diisiik miRNA’lar1 da saptanabilecek optimum cDNA’y1 elde
etmek i¢in totalde 20 ng, 40 ng, 80 ng,160 ng ve 320 ng RNA’dan cDNA sentezlendi.
9 ul niikleaz igermeyen dH»0 igerisine 4 pul 5x miRCURY SYBR Green RT Reaction
Buffer eklenip, sonra sirastyla 2 pl 10x miRCURY RT Enzyme Mix, 1 ul UniSp6
RNA spike-in ve son olarak 4 pul total RNA (5ng/ul, 10 ng/ul, 20ng/ul, 40ng/ul, 80
ng/ul konsantrasyonlarda hazirlanan) eklenerek total 20 pl’de RT-PCR reaksiyonu
asagidaki kosullar1 kullanarak Eppendorf AG 22331 Hamburg PCR cihazi ile
gergeklestirildi:

- Tersinir transkripsiyon asamas1 = 60 dakika, 42 °C
- Reaksiyonun inaktivasyon asamas1 > 5 dakika, 95 °C

- Saklama/Reaksiyon sonras1 bekleme asamas1 > Siiresiz, 4°C idi.
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RT-qPCR panelinde kullanilacak cDNA diliisyon optimizasyonu igin; 1/40,
1/60 ve 1/80 ¢cDNA diliisyonlar1 ve MKH’lerde yiiksek ifadesi oldugu bilinen hsa-
miR-137-3p (Kat No: YP00206062, Qiagen) ve diisiik ifadesi oldugu bilinen hsa-miR-
200a-3p (Kat No: YP00204707, Qiagen) primerleri kullanilarak optimum cDNA
konsantrasyonu gerg¢ek zamanli PCR cihazindan (Roche LightCycler 480 1) alinan Ct
degerlerine gore saptandi. Referans gen olarak hsa-miR-103a-3p (Kat. No:
YP00204063, Qiagen) ve deney kontrolii (spike-in) olarak ise Unisp6 (Kat. No:
YP00203954, Qiagen) kullanildi.

Gergek zamanlt PCR igin plakadaki kuyu basina 10 pl’lik reaksiyonlar
hazirlandi; sirasiyla kuyu basina 1 pl niikleaz icermeyen dH20, 5 ul 2x miRCURY
LNA SYBR Green Master Mix ve 1 pl primer igcerecek sekilde toplam kuyu sayisi i¢in
reaksiyon karisimi hazirlanip kuyulara dagitildi. Daha sonra her kuyuya 3’er pul 1/40,
1/60 ve 1/80 cDNA diliisyonlar1 eklendi. Ger¢ek zamanli PCR reaksiyonu, Roche
LightCycler 480 II cihazinda asagidaki kosullarda gerceklestirildi.

- Denatiirasyon agamas1 = 95 0C 2 dakika,

- Amplifikasyon asamas1 = 95 °C (denatiirasyon) 10 saniye; 56 °C (annealing) 1
dakika 45 dongii

- Melting Curve analizi = 60- 95 °C arasinda yapildi.

Optimizasyon c¢aligmalarinin sonuglar1 2”22 metodu (61) ile analiz edildi.

3.4. HGF ile Lisanslannns MKH’lerde Farkh ifade Olan Fibrozis ile Iliskili
miRNA ifadelenme Diizeylerinin RT-gPCR ile Belirlenmesi

3.4.1 Human Fibrosis Focus, mMiRCURY LNA miRNA PCR Panel - Calisma 1

84 adet miRNA igeren panelde (Sekil 3.1) mevcut olan 4’er kuyuya, MKH ve
HGF-MKH gruplarindan elde edilen cDNA’lerin ikiser kuyu olarak ¢alisildigit Human
Fibrosis Focus panellerinin ilki 800 ng total RNA’dan sentezlenen cDNA’in 1/60
dilisyonu ile gerceklestirildi.
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Sekil 3.1. Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel’de mevcut olan 84 adet
miRNA, negatif kontroller ve referans genler.

Sirasiyla: hsa-let-7d-5p, hsa-miR-1-3p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-107, hsa-
miR-10a-5p, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-126-3p,
hsa-miR-129-5p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-142-
3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-
148a-3p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-
miR-17-5p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-194-5p, hsa-miR-195-5p,
hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19a-3p, hsa-miR-
19b-3p, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a-3p, hsa-miR-204-5p,
hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-211-5p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-21-
5p, hsa-miR-216a-5p, hsa-miR-217-5p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-
25-3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-27b-3p, hsa-
miR-29a-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-29¢c-3p, hsa-miR-302b-3p, hsa-miR-30a-5p,
hsa-miR-31-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-325, hsa-miR-32-5p,
hsa-miR-328-3p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-372-
3p, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-382-5p, hsa-miR-
449a, hsa-miR-449b-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-5011-5p, hsa-miR-
503-5p, hsa-miR-5692a, hsa-miR-590-5p, hsa-miR-661, hsa-miR-663a, hsa-miR-744-
5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-874-3p, hsa-miR-92a-3p, cel-miR-39-3p, cel-miR-39-3p,
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SNORD44 (hsa), SNORD38B (hsa), SNORD49A (hsa), U6 snRNA (v2), UniSp2,
UniSp4, UniSp5, UniSp6, UniSp3 IPC, UniSp3 IPC.

Her grup i¢in toplamda 15 pl cDNA kullanilmis olup, diliisyon islemi asagidaki
sekilde agamali olarak yapildi;

e 15 ul cDNA + 60 pl niikleaz igermeyen dH2O = 75 ul, 1/5 diliisyonlu cDNA

e 75puL 1/5 cDNA + 225 pl niikleaz igermeyen dH20 = 300 ul, 1/20 diliisyonlu
cDNA

e 300 ul’lik 1/20 cDNA + 600 ul niikleaz igermeyen dH20 =900 ul, 1/60 cDNA

Panel igin kuyu basina 5 ul SYBR Green ve 1 ul niikleaz igermeyen dH2O ile
384 kuyu i¢in reaksiyon karigimi hazirlandi. Bu karigim her kuyuya 6 ul olacak sekilde
dagitildiktan sonra her kuyuya 4 pl 1/60 diliisyonlu cDNA eklendi. Gergek zamanl
kantitatif PCR reaksiyonunun kosullari, 6n deneylerde uygulanan kosullarda
gerceklestirildi. Her miRNA i¢in panelde 4 kuyu bulundugundan dolay1, 4 kuyunun
ikisinde MKH, diger ikisinde HGF-MKH ait cDNA’ler kalip olarak kullanildi. Panel
reaksiyon kosullar1 asagidaki gibidir.
- Denatiirasyon asamas1 = 95 °C 2 dakika,
- Amplifikasyon asamas1 = 95 °C (denatiirasyon) 10 saniye; 56 °C (annealing) 1

dakika 45 dongii

- Melting Curve analizi = 60- 95 °C arasinda yapildi.

Deney sonuglar1 “https://geneglobe.qgiagen.com/us/analyze”  sayfasindaki

analiz aracina YAHS-217Z Human Fibrosis Focus katalog numarasini secerek RT-
gPCR ¢iktilart ham veri halinde bir excel tablosu olarak ytliklendi. Ardindan “Sample
Manager” sekmesinde kullanilacak olan referans genler (SNORD44, SNORD38B,
SNORDA49A), internal amplifikasyon kontrolii (UniSp6), Ct cut-off degeri (40) ve

analiz yontemi i¢in kullanilacak olan test (T-Test) segildi.

RT-qPCR sonucunda, GeneGlobe sayfasindan analiz yapilabilmesi i¢in {i¢lincii
deger gerektiginden, iki teknik tekrarin ortalamasi {igiincii deger olarak girildi.
Analizler sonucunda, 2 ve {izeri olan kat degisimleri degerlendirmeye alindi. Referans
genler belirlenirken Ct degerleri MKH grubu ile HGF-MKH grubu arasinda stabil olan

genler secildi.


https://geneglobe.qiagen.com/us/analyze
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3.4.2 Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel - Calisma 2

Panelde c¢alisilmak tlizere 4000 ng total RNA’dan cDNA sentezlendi. Biitiin
kuyulara yeterli olmasi amaciyla iki kez reverz transkriptaz PCR (RT-PCR)
reaksiyonu ile toplamda 40 pul cDNA sentezi gergeklestirildi.

Her grup igin sentezlenen cDNA’lerin 25 ul’si kullanilarak, asagida belirtildigi
sekilde asamal1 diliisyon islemi ile 1/40 diliie cDNA elde edildi ;

e 25 uIDNA + 100 pl niikleaz igermeyen dH>O = 125 ul, 1/5 diliisyonlu cDNA

e 125l 1/5cDNA + 375 pl niikleaz igermeyen dH>O = 500 ul, 1/20 diliisyonlu
cDNA

e 500 ul’lik 1/20 ¢cDNA + 500 pl niikleaz icermeyen dH.O = 1000 pl, 1/40
cDNA

Gergek zamanli semikantitatif PCR (RT-gPCR) reaksiyonu daha once
anlatildig: sekilde gergeklestirildi.

84 adet miRNA i¢in panelde mevcut olan 4’er kuyuya, MKH ve HGF-MKH
gruplarindan elde edilen cDNA’lerin ikiser kuyu olarak ¢alisildigi deney sonucunda,
GeneGlobe sayfasindan analiz yapilabilmesi i¢in iigiincii bir deger gerektiginden, iki

teknik tekrarin ortalamas: ticlincii deger olarak girildi.

“https://geneglobe.qiagen.com/tr/analyze”  sayfasindaki  analiz  aracina
“YAHS-217Z Human Fibrosis Focus” katalog numarasini segerek RT-qPCR’1n ham
veri ¢iktilar1 excel tablosu olarak yiiklendi. Ardindan “Sample Manager” sekmesinde;
kullanilacak olan referans genler, internal amplifikasyon kontrolii, Ct cut-off degeri ve
analiz yontemi i¢in kullanilacak olan T-Test secildi. Referans gen olarak MKH grubu
ile HGF-MKH grubu arasinda ifadesi stabil olan miRNA genleri se¢ildi.

Yapilan analizler sonucunda ifadesi 2 kat ve iizerinde degisen (artan/azalan)
miRNA’lar tespit edildi ve daha sonraki fonksiyonel analizler bu miRNA’larin
hedefledikleri genler iizerinden yapildi. 800 ng total RNA’dan sentezlenen cDNA’in
1/60 oraninda kullanildigi Calisma- 1 (Tablo 4.4) ile 4000 ng total RNA’dan
sentezlenen ¢cDNA’in 1/40 oraninda kullanildigi Calisma- 2 sonuglar1 (Tablo 4.6)

gosterildi.


https://geneglobe.qiagen.com/tr/analyze
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3.5. HGF Lisanslamas: ile ifadesi Degisen MiRNA’larin Hedef Genlerinin

Belirlenmesi ve Biyolojik/Fonksiyonel Zenginlestirme Analizleri

[

HGF ile ifadelenmesi 2 katin iizerinde degisen miRNAlarin Targetscan, miRDB

\

ve miRTarBase veritabanlari kullanilarak hedef genlerinin tahmini.

¥

-

Targetscan, miRDB ve miR TarBase veritabanlarinda yapilan sorgulamada ¢ikan

hedef genlerin Venny yardimi ile ortak kesisim kiimesinin (A) bulunmasi.

J

o

f

\-

A kiimesindeki gen listesi i¢in DAVID Fonksiyonel Zenginlestirme Analiz Araci

\

ile yolak analizlerinin yapilmasi.

J

¥

e

Ifadesi degisen farkli miRNAlarin A kiimelerindeki listelerin birbirleri ile kesisim

~N

kiimesinin (B) olusturulmasi

¥

B kiimesindeki gen listesi icin DAVID Fonksiyonel Zenginlestirme Analiz Araci

ile yolak analizlerinin yapilmasi.
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HGEF ile lisanslanan MKH’lerde ifadesi 2 katin lizerinde degisen miRNA’larin
hedef genleri 3 farkli veri tabani ile tahmin edilip bu 3 veri tabanindaki (62-64) hedef
gen listelerinin kesisim kiimeleri (A) iizerinden yolak analizleri yapildi. Bununla
beraber, birden fazla miRNA’nin ayn1 yolak {izerinde etkili olup olmadigimi tespit
etmek amaciyla, miRNA’lar arasinda A kiimelerinin kesisimleri olusturularak ortaya
¢ikan B kiimeleri ile yolak analizleri yapildi. Bu yontem, ifadesi degisen her
miRNA’nin rol oynadig1 yolaklari tespit etmenin yani sira, bu miRNA’larin kolektif

olarak bir yolak iizerinde rolii olup olmadigini saptamak amaciyla tercih edildi.
3.6. WST-1 Metabolik Aktivite Testi

WST-1 Cell Proliferation Assay Kit (Kat No: 10008883, Cayman Chemicals)
icerigindeki WST-1 isimli tetrazolyum tuzunun hiicresel mitokondrial dehidrogenazlar
araciligiyla formazana doniismesi ile hiicrelerin metabolik aktivitesi ile canliligini
Olgmeye yarayan bu test, igerisinde ¢ozlindiigii sividaki renk degisimine bagh
absorbans degerleri ile hiicrelerde mitokondriyal aktivitelerinin degerlendirilmesi

esasina dayanir (65).

P4 Lonza insan KI-MKH’ler 96-kuyucuklu plakaya kuyu basma 5000 hiicre
yogunlukta ekildi ve ertesi giine kadar (24 saat) hiicrelerin tutunmast beklendi.
Ardindan hiicreler gece boyu a¢ birakildi ve HGF-MKH grubu i¢in 10 ng/mL HGF
uygulamasi baslatildi. 6 saatlik HGF uyarimi tamamlandiginda kit igeriginde bulunan
Electron Mediator Solution ve WST-1 Developer Reagent 1:1 oraninda karistirilarak
WST-1 soliisyonu hazirlandi. Kuyu basina 100 pL taze DMF10 ve 10 pL. WST-1

karisimi eklendi.

37 °C’de 2 saatlik inkiibasyonun ardindan Srneklerin absorbans degerleri
microplate okuyucuda (Tecan, Isvigre) 450 nm dalga boyunda okutuldu. Deneyde
WST-1 karnisimi eklenmemis kiiltiirler ve igerisinde hiicre bulunmayan WST-1
karisimi eklenmis besiyeri (blank) gruplart igin de oOl¢iimler sonucu analizler

gerceklestirildi.

Her grup i¢in 5 tekrarli, blank icin 3 tekrarli kuyularin okutulmasi sonucunda

cikan absorbans degerlerinin blank gruplarindan farklari alindi. HGF-MKH grubu i¢in
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bu degerin HGF uygulanmayan MKH grubuna oran1 Graphpad Prism (versiyon 8.0.1)
kullanilarak hesaplandi ve grafik {izerinde gosterildi (Sekil 4.13).

3.7. Popiilasyon Ikiye Katlanma Tayini

HGF uyarimimin popiilasyon ikiye katlanmaya etkisi ve HGF ile on-
kosullanmis MKH’lerin standart besiyerinde ¢ogaltilan MKH’lere gore popiilasyon
ikiye katlanma degisimini belirlemek icin standart kiiltiir ortaminda MKH’ler ve HGF
ile indiiklenen MKH’ler karsilastirilmali olarak degerlendirildi. Deneyler igin 6-
kuyulu kiiltiir kaplarinda 1250 hiicre/kuyu ve 2500 hiicre/kuyu yogunlukta hiicre ekimi
yapildi. Hiicrelerin bulundugu kuyular yaklasik %70 yogunluga ulastiginda serumsuz
besiyerine (%2 FBS iceren DMEM) gegirildi ve gece boyu beklendikten sonra HGF-
MKH grubu i¢in 10 ng/mL HGF eklenerek 6 saat inkiibasyona birakildi. 6 saatlik
uyarrmimn ardindan besiyeri DMF10 ile degistirildikten sonra Ki-MKH’lerin ikiye
katlanmasina zaman vermek iizere 18 saat beklendi. Kontrol grubu ise standart kiiltiir

ortam1 DMF10 i¢inde ayni siire boyunca kiiltiire edildi.

Hiicrelerin sayiminda her grup i¢in ticer tekrarl hiicre ekilen kuyulardan sayim
yapildi. HGF-MKH ile MKH arasindaki popiilasyon ikiye katlanma siiresi ise
asagidaki esitlige gore hesaplandi (66).

Popiilasyon katlanma zamani (Doubling Time) =[ T x (In2)]/[ In (Xe/Xb) ]
T= Herhangi bir birimde zaman
Xe= Ekilen hiicre sayis1

Xb= Toplanan hiicre sayist
3.8. Lateral Motilite Testi

Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin HGF indiiksiyonu ile
fibrotik iyilesme yerine saglikli doku iyilesmesine sebep olup olmadigi sorusuna cevap
aramak amaciyla kiiltiir tabaginda pipet ucu ile olusturulan yaranin HGF uygulamasi
ile normale gore nasil iyilestigini saptamak i¢in “scratch assay” olarak bilinen lateral

motilite testi uygulandi.
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Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler 6-kuyucuklu kiiltiir
kaplarina 30.000 hiicre/kuyu yogunlukta olacak sekilde ekildi. 3 giinde bir besiyeri
degisimi yapilarak idame edilen kiiltiirde hiicreler kiiltlir tabagini1 doldurdugunda gece
boyu a¢ birakilmanin ardindan HGF-MKH grubuna 10 ng/mL HGF uygulandi. 6
saatlik HGF uyarimi bittigi an sifirinc1 saat olarak kabul edilerek iki grubun da
besiyerleri DMF10 ile degistirdi ve 0, 8, 16 ve 24. saatlerde fotograflar ¢ekildi
(OLYMPUS CKX41, Japonya). Cekilen fotograflarda pipet ucu ile olusturulan
yaralarin alanlar1 ImageJ (versiyon 1.54d) programinda, yara iyilesmesi deneyleri igin
olusturulan bir eklenti yardimiyla (67) hesapland1 ve saatlere gore yara alaninin MKH

ile HGF-MKH arasindaki farkini gosteren grafik ¢izildi (Sekil 4.15).
3.9. Fibrozis Modeli Uzerinde Kokiiltiir Deneyleri

HGF ile lisanslanan insan KI-MKH’lerin, in-vitro fibrozis modeli tizerindeki
tizerindeki etkisini a-SMA (ACTA2), COL1A1 ve FN ifade diizeyleri saptanarak
incelemek amaciyla kokiiltiir deneyleri gerceklestirildi. In-vitro fibrozis modeli
olusturmak i¢in MKH’ler 10 ng/mL TGF-B1 ile uyarildi (68). Fibrozis modelinin
olusmasi icin gerekli optimum siireyi belirlemek icin insan KI-MKH’ler 6 ve 24
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilip yaklasik %70 yogunluga geldiklerinde 24 saatligine
serumsuz besi ortamina alindi. Ardindan 10 ng/mL TGF-B1 ile 24, 48 ve 72 saat
uyarildi ve RNA izole edilerek RT-gPCR ile ACTA2, COL1Al ve FN ifadeleri
degerlendirildi. Deneylerde referans gen olarak RPLPO kullanildi (69). Kokiiltiir ile
tedavi gruplari i¢in ise TGF-B1 uyariminin 24. ve 48. saatlerinde baglatilmak iizere 4
um porlara sahip transwell sistem iizerine DMF10 ile, MKH ile ve HGF-MKH ile 24
saatlik kokiiltiirler gerceklestirildi. Tedavi siiresi olarak belirledigimiz 24 saatlik
kokiiltiiriin ardindan toplanan hiicrelerden elde edilen RNA’lardan 250 ng cDNA
sentezlendi ve bu ¢cDNA’ler 1:2 oraninda diliie edilerek ACTA2, COL1Al ve FN
primerlerinin kullanildigi RT-gPCR reaksiyonunda kullanildi. Gen ifade degisimleri

2 22 metodu ile analiz edildi (70).
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4 BULGULAR

4.1. Fibrozis ile Tliskili miRNA’larin Saptanmasi

Literatiir Tarama Ki-MKH

Literatiir taramasindan elde edilen 233
adet fibrozis ile iligkili miRNA listesi
ile GSE 183227 numarali veri setinde
insan kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerinde ifadesi gosterilmis olan 69
adet miRNA listesinin karsilagtirilmasi.
Veri setindeki 69 miRNA’nin tamamu,

literatirden elde edilen listenin

Sekil 4.1. Literatiir taramasindan elde edilen kapsaminda idi.

fibrozis iligkili miRNA listesi ile,
insan Ki-MKH’lerinde ifade olan
miRNA’larin kesigim kiimesi.

GEO GSE 183217 miRCURY Panel

Sekil 4.2. Insan Ki-MKH’lerinde ifade olan
miRNA’lar ile Human Fibrosis Focus
panelindeki  miRNA’larin  kesigim
kiimesi.

Insan KI-MKH’lerinde ifade oldugu
saptanmis olan 69 miRNA’y1 igeren
listenin tamami, Human Fibrosis Focus,
miRCURY LNA miRNA PCR Panel’de

mevcuttu.
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4.2. MKH Kiiltiiriinde Mycoplasma Kontaminasyonunun Tayini

MycoAlert kiti, o6rnekteki mikoplazmalarin parcalanmasina ve igerisindeki
enzimlerin MycoAlert substrati ile reaksiyona girmesi ile ortamdaki ADP’nin ATP’ye
doniismesine sebep olan ve bu siiregte lusiferaz enzimi ile 1s1ma olmasini saglayan
biyokimyasal bir testtir. Ornek igerisinde mikoplazma kontaminasyonu varsa ikinci
okutma (B) degeri, ortamda yiikselen ATP miktar ile yapilan 1s1madan dolayi ilk
okutma (A) degerine gore yiikselmektedir. Orneklerin B ve A degerleri sirasiyla 34718
RLU/s ve 15089 RLU/s olarak bulundu. B/A degeri 0.43 oldugu i¢in Ornek

mikoplazma negatif olarak degerlendirildi.
4.3. RNA Olgiimleri ve Kalite Tayini

Optimizasyon deneylerinde kullanilan total RNA’nin 6l¢iim  sonuglar

asagidaki gibidir;
MKH-P4 RNA konsantrasyonu: 156,4 ng/ul
MKH-P4 A260/ A280 = 1,94
MKH-P4 A260/A230 = 0,55
HGF-MKH-P4 RNA konsantrasyonu: 452,3 ng/ul
HGF-MKH-P4 A260/ A280= 1,96
HGF-MKH-P4 A260/A230= 0,99

A260/230 degeri RNA’nin, igerisinde ¢Oziinmiis oldugu Qiazol’iin
bilesenlerinden guanidyum izotiyosiyanatin 230 nm dalga boyunda pik vermesinden
dolayr beklenen 2.0 — 2.2 arasindaki degerlerden diisiik saptandi. Bu sonu¢ RNA
izolasyonu yapilirken teknik hatalardan kaynaklanmis olup, elde edilen RNA’da
Qiazol kontaminasyonu olabilecegini isaret etmektedir.

Human Fibrosis Focus PCR Panelinde kullanilmak tizere izole edilmis olan total
RNA’nin 6l¢lim sonuglar1 agagidaki gibidir;

MKH-P4 RNA konsantrasyonu: 540,97 ng/ul

MKH-P4 A260/ A280 = 2,00

MKH-P4 A260/A230= 1,97
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HGF-MKH-P4 RNA konsantrasyonu: 356,36 ng/ul
HGF-MKH-P4 A260/ A280 = 1,98
HGF-MKH-P4 A260/A230= 0,77

Kontrol (MKH) grubunda A260/A280 ve A260/A230 degerleri temiz bir
RNA’y1 isaret etmektedir. Fakat HGF ile lisanslanmis MKH grubunda (HGF-MKH)
A260/A230 degerinin diisiik olmasi, Qiazol kontaminasyonu olabilecegini

distindiirdii.

4.4. Panelde Kullanilacak Optimum cDNA’i Belirleme Calismalarinin

Sonuglar

Panelde kullanilacak optimum cDNA’yi belirleyebilmek icin diisiik diizeyde
(hsa-miR-137-3p, miR-200a-3p) ve yiiksek diizeyde (hsa-miR-103a-3p) ifade
edildigini bildigimiz ve laboratuvarimizda bulunan primerler ile RT-qPCR c¢alismalari

gerceklestirildi.
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Tablo 4-1. miRNA ifadelerinin RT-qPCR’da saptanmasinda kullanilacak optimum RNA ve cDNA
konsantrasyonlarinin belirlenmesi-1

Ortalama Ct Standart Sapma
20ng - 1/40 - hsa-miR-137-3p 30.76 0.14
20ng - 1/40 - hsa-miR-103a-3p 28.69 0.10
20ng - 1/40 - unisp6 21.83 0.07
20ng - 1/60 - hsa-miR-137-3p 31.58 0.11
20ng - 1/60 - hsa-miR-103a-3p 29.47 0.04
20ng - 1/60 - unisp6 22.52 0.05
20ng - 1/80 - hsa-miR-137-3p 32.01 0.16
20ng - 1/80 - hsa-miR-103a-3p 29.66 0.10
20ng - 1/80 - unisp6 22.97 0.01
40ng - 1/40 - hsa-miR-137-3p 29.25 0.04
40ng - 1/40 - hsa-miR-103a-3p 27.60 0.11
40ng - 1/40 - unisp6 21.35 0.13
40ng - 1/60 - hsa-miR-137-3p 29.84 0.06
40ng - 1/60 - hsa-miR-103a-3p 28.13 0.01
40ng - 1/60 - unisp6 21.89 0.05
40ng - 1/80 - hsa-miR-137-3p 30.35 0.19
40ng - 1/80 - hsa-miR-103a-3p 28.43 0.20
40ng - 1/80 - unisp6 22.28 0.11
80ng - 1/40 - hsa-miR-137-3p 27.80 0.05
80ng - 1/40 - hsa-miR-103a-3p 25.65 0.10
80ng - 1/40 - unisp6 21.28 0.00
80ng - 1/60 - hsa-miR-137-3p 28.47 0.06
80ng - 1/60 - hsa-miR-103a-3p 26.30 0.04
80ng - 1/60 - unisp6 21.94 0.16
80ng - 1/80 - hsa-miR-137-3p 28.86 0.02
80ng - 1/80 - hsa-miR-103a-3p 26.84 0.07
80ng - 1/80 - unisp6 22.49 0.00
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Insan Ki-MKH'lerinden izole edilmis olan farkli konsantrasyonlardaki RNA’dan (20
ng, 40ngve 80ng) RNA'dan sentezlenen cDNA'lardan, 1/40, 1/60 ve 1/80
oraninda yapilan diliisyonlarda hsa-miR-137-3p'in ifadesi saptanmuistir.
Referans gen olarak hsa-miR-103a-3p kullanilmis olup, unisp6 (Kat. No:
YP00203954, Qiagen) ise deney kontroliidiir (spike-in).hsa-miR-137-3p’ler

ticer tekrarli, digerleri iki tekrarli ¢alisildi.

Melting Peaks

60 65 70 75 80 85 a0
Temperature (*C)

Sekil 4.3. Insan KI-MKH’lerinden izole edilmis olan RNA’dan 20 ng, 40ng ve 80ng’larda
sentezlenen cDNA'lerin, 1/40, 1/60 ve 1/80 oraninda yapilan diliisyonlariyla
yapilan ger¢ek zamanli PCR reaksiyonunun erime sicakliklari grafigi.

Tablo 4.1 incelendiginde hsa-miR-137-3p i¢in 80 ng total RNA’dan
sentezlenmis olan ve 1/40 ile 1/60 diliisyonlu cDNA’in kullanildigi ger¢ek zamanli
PCR reaksiyonunda en yiiksek Ct degerleri dikkat cekmekteydi (siras1 ile Ortalama Ct
degerleri 27.8 £ 0.05 ve 28.47 + 0.06). ilging olarak 1/80 diliisyonlu cDNA’de hsa-
miR-137-3p’in Ct degeri 1/60 diliisyon ile benzerdi (28.86 + 0.02). hsa-miR-103a-3p
ifadesinde de 80 ng total RNA’dan sentezlenmis olan ve 1/40 ile 1/60 diliisyonlu
cDNA’in kullanildig1 gercek zamanli PCR reaksiyonunda en yliksek Ct degerleri
mevcuttu (sirast ile 25.65 = 0.1 ve 26.3 = 0.04). Spike-in kontrolii olan UniSp6 i¢in
tiim plaka Ct ortalamasi 22.06 + 0.556 idi.

Daha diigiilk miRNA ifadelenmesi olan miR-200a-3p diizeyleri i¢in 160 ng ve
320 ng total RNA’dan elde edilen cDNA’lerin 1/60 ve 1/80 diliisyonlar ile gercek
zamanli PCR da yapildi. Bu ¢cDNA’ler ile miR-103a-3p ve unisp6 ifadeleri de test
edildi. 320 ng total RNA’dan elde edilen cDNA’nin kullanildigi PCR reaksiyonunda
miR-200a-3p ifadesi saptanabildi. 1/80 diliisyonda iki tekrardan sadece bir tanesinde
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Ct degeri saptanabildi. 1/60 diliisyonda ise miR-200a-3p’nin ortalama Ct’si 37.61 +
1.06 idi (Tablo 4.2). Gen ifadelerinin az oldugu durumlarda RT-gPCR
tekrarlanabilirligin diisiik olmasi gergek zamanli PCR cihazinin limitasyonudur ve bu
nedenle standart sapmalar da daha yiiksek goriilmektedir. Baz1 arastirmacilar 35-40
arasindaki Ct degerleri u¢ deger olarak kabul ederek bu degerleri analizlere dahil
etmemeyi tercih etmektedirler (71). Spike-in kontrolii olan unisp6 igin tiim plaka Ct
ortalamasi 25.20 + 0.295 idi. Kullanilan total RNA miktar1 arttiginda spike-in
kontroldeki Ct degerindeki diisiis dikkat g¢ekici idi. Yiiksek RNA miktarina bagl
inhibitor etki olabilecegi degerlendirildi. Ancak miR-103a-3p’de, cDNA sentezinde
kullanilmis olan total RNA miktarinda 80 ng’dan 160 ng’a gecis ile 1/60 diliisyon ile
Ct degerinde, daha yiiksek ifadelenmeye tekabiil eden 1.1 siklus diisiis goriilmesi
inhibisyon olmadigina isaret etmektedir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 karsilastirmasi). Ayni
sekilde 160 ng total RNA ile 320 ng total RNA‘dan elde edilen cDNA’larin 1/60
diliisyonlu PCR sonuglar1 arasinda 1.25 siklusluk fark saptanmaktadir (siras1 ile Ct

degerleri 25.19 ve 23.94; Tablo 4.2).
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Tablo 4-2. miRNA ifadelerinin RT-qPCR’da saptanmasinda kullanilacak
optimum RNA ve cDNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi-2.

Ornek Ismi Ortalama Ct Standart Sapma

160 ng - 1/60 - miR-200a-3p

160 ng - 1/60 - miR-103a-3p 25.19 0.21

160 ng - 1/60 - unisp6 25.04 0.04

160 ng- 1/80 - miR-200a-3p

160 ng - 1/80 - miR-103a-3p 25.67 0.05
160 ng - 1/80 - unisp6 25.58 0.01
320 ng - 1/60 - miR-200a-3p 37.61 1.06
320 ng - 1/60 - miR-103a-3p 23.94 0.01
320 ng - 1/60 - unisp6 2491 0.06
320 ng - 1/80 - miR-200a-3p 36.85 0.00*
320 ng - 1/80 - miR-103a-3p 24.21 0.02
320 ng - 1/80 - unisp6 25.29 0.02

Insan Ki-MKH’lerinden izole edilmis olan 80ng, 160ng ve 320ng RNA'dan
sentezlenen cDNA'lardan 1/60 ve 1/80 oraninda yapilan diliisyonlarda; insan Ki-
MKH’lerinde diistik ifade oldugu bilinen hsa-miR-200a-3p'nin ifadesi saptanmustir. 80
ng ve 160 ng RNA’dan sentezlenmis olan ¢cDNA’lerin kullanildigi miR-200a-3p
orneklerinde ifade saptanamadi. Referans gen olarak hsa-miR-103a-3p kullanilmis
olup, unisp6 ise deney kontroliidiir (spike-in). * = Iki tekrardan sadece birinde Ct

degeri alindi.
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Melting Peaks
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Sekil 4.4. Insan Ki-MKH’lerinden izole edilmis olan RNA’dan 80 ng, 160ng ve 320ng’larda
sentezlenen cDNA'lerin, 1/60 ve 1/80 oraninda yapilan diliisyonlariyla yapilan ger¢cek zamanli PCR
reaksiyonunun erime sicakliklari grafigi.

20, 40, 60 ve 80 ng ve 160 ng RNA’dan sentezlenen cDNA’lerin kullanildigi
orneklerde, insan KI-MKH’lerinde ifadesi diisiik olan hsa-miR-200a-3p’nin ifadesi
saptanamadi. 320 ng total RNA’dan sentezlenen cDNA kullanildiginda ise 36 ve
tizeri Ct degerlerinde hsa-miR-200a-3p ifadesi goriildii. Bu sebeple miR-200a-3p
gibi diisiik diizeyde ifade olan miRNA’lar1 da giivenilir olarak saptamak amaciyla,
Human Fibrosis Focus, miIRCURY LNA miRNA PCR Panel calisilirken total RNA
konsantrasyonunu daha da yiikselterek 800 ng total RNA’dan cDNA

sentezlenmesine ve 1/60 diliisyon kullanilmasina karar verildi.
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45. Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel -

Calisma 1 Sonuclari ve Degerlendirmesi

800 ng total RNA ile cDNA’in 1/60 diliisyonunun kullanildigi Human Fibrosis
Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile yapilan RT-qPCR c¢alismasinda
yapilan Geneglobe analizleri i¢in her iki ¢alisma grubunda ortalama Ct degerleri
benzer olan SNORD44, SNORD38B ve SNORD49A’lar normalizasyon referanslari
(internal kontrol) olarak kullanildi (Sekil 4.5). Bu ii¢ referans genin ortalama Ct
degerleri hem MKH grubunda, hem de HGF-MKH grubunda 20.72°di (Tablo 4.3). iki
katin iizerinde degisim gosteren ve teknik tekrarlarda Ct varyasyonu en az olan iig
mMIiRNA (hsa-miR-223-3p, hsa-miR-5011-5p, hsa-miR-661) saptand: (Tablo 4.4). U6
SnRNA (v2) HGF lisanslamasi ile MKH’lerde iki kattan fazla degisim gostermesi de
dikkat cekiciydi.

<1<
<<

Sekil 4.5. Geneglobe analiz sayfasinda Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel
icin gerceklestirilen analizlerde kullanilan referanslar SNORD44, SNORD38B ve
SNORD49A olarak segildi.



Tablo 4-3. Panel analizi i¢in kullanilan referans miRNA’lar ve Ct degerleri.

SNORD44 SNORD38B SNORD49A Ort. Ct Ort. Ort. Ct.
MKH1 19.94 21.00 21.18 20.71 20.72
MKH2 19.96 21.03 21.21 20.73
HGF-MKH1 19.89 21.09 21.20 20.73 20.72
HGF-MKH2 19.86 21.05 21.18 20.70
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Panel analizi i¢in referans olarak belirlenen genlerin tamaminin ortalamalari
alinarak (GeneGlobe aracinin kullandig1 normalizasyon algoritmasina gore) analizler

bu referans ortalamalar tizerinden yiiriitiildii.

Ifadesi belirgin ve anlamli bigimde degismis olan hsa-miR-223-3p (MKH Ort
Ct= 36.25, HGF-MKH Ort Ct= 32.69), hsa-miR-661 (MKH Ort Ct= 33.88, HGF-
MKH Ort Ct= 32.84) ve hsa-miR-5011-5p (MKH Ort Ct= 35.06, HGF-MKH Ort Ct=
33.81) i¢in Targetscan, miRDB ve miRTarBase veritabanlarindan hedef tahminlemesi
yapilip ardindan fonksiyonel zenginlestirme analizleri yapild1 ve daha sonraki yolak

analizleri bu ti¢ miRNA ile devam ettirildi.

Bu profilleme sonucunda KI-MKH’lerde ifadelenmesi ¢ok diisiik ve ¢ok
yiiksek olan baz1 miRNA ’lar da saptanmistir: hsa-miR-21-5p (Ort Ct MKH=16.50, Ort
Ct HGF-MKH= 16.28), hsa-miR-125b-5p (Ort Ct MKH= 17.31, Ort Ct HGF-MKH=
17.14) ve hsa-miR-23a-3p (Ort Ct MKH=18.70, Ort Ct HGF-MKH= 18.59) en yiiksek
ifadesi goriilen miRNA’lar iken, hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-372-3p ve hsa-miR-

5692a’nin ifadelerinin olmadig1 goriildii.

Bunlarin yani sira, Ct degerleri 35’in yukarisinda olmasindan kaynakli olarak
iki grup arasinda ortalama Ct degerleri farkli olsa da tekrarlanabilirligindeki
varyasyonlar nedeniyle bir ¢ikarim yapmaya elverisli olmayan birkag miRNA da
mevcuttu. Bu miRNA’lardan birisi olan miR-211-5p’nin MKH grubunda ifadesi
yokken, HGF-MKH grubundaki iki tekrarin birinde Ct degeri 37.82 olarak
saptanmustir. hsa-miR-325 ise MKH grubunda tek tekrarda 38.75 Ct degerleri verirken
HGF-MKH grubunda ifadesinin olmadig1 goriildii.
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Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile yapilan RT-
gPCR deneyi sonucunda 33. Dongii ve daha sonrasinda 1sima vermis olan
miRNA’larin  ifadelenmelerindeki degisimlerin yeterince giivenilir degildir.
Dolayisiyla hem miRNA ifade degisimlerinin daha erken sikluslarda gosterilmesi,
hem de ifadesine rastlanmayan miRNA’larin gdsterilebilmesi amaglanarak, ikinci
panelde caligmak iizere kullanilacak olan total RNA miktar1 artirilarak optimizasyon

calismalarina geri doniildii.



Tablo 4-4. 800 ng total RNA ile cDNA’in 1/60 diliisyonunun kullanildigt Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile yapilan RT-
gPCR sonucunda ifade kat degisimi 2’nin {izerinde olan miRNA’lar.

miRNA Ismi MKH MKH HGF MKH HGF MKH Kat Degisimi Kat Regiilasyonu* miRNA ID
(2 deltadeltaCty (-1 / kat degisimi)
hsa-miR-223-3p 36.31 36.19 33.0 32.38 11.81 11.81 MIMAT0000280
hsa-miR-5011-5p 34.76 35.36 33.54 34.09 2.36 2.36 MIMAT0021045
hsa-miR-661 33.94 33.83 32.84 32.84 2.06 2.06 MIMATO0003324
U6 snRNA (v2) 27.21 27.59 25.96 25.99 2.69 2.69 X59362
(NCBI referans)

*Kat regiilasyonu kavrami, kat degisimi degerlerinin biyolojik olarak anlaml1 bir sekilde ifade edilmesidir. 1’in {izerinde olan
kat degisimi degerleri ifade artiglarini isaret eder ve kat regiilasyonu degeri ile kat degisimi degeri birbirine esittir.
I’in altinda olan kat degisimi degerleri ise ifade azalisini isaret eder ve bu durumda kat regiilasyonu degeri, kat
degisimi degerinin ¢arpmaya gore tersinin negatifidir. Ornegin kat degisimi 0.25 olan bir genin kat regiilasyonu: —
(1/0.25)= -4’tiir (68).

33



34

4.6. Optimizasyon Cahsmalari i¢in 800 ng, 2000 ng ve 4000 ng Total RNA
ile Yapilan qPCR Sonuclar:

800 ng total RMA'dan sentezlenen cONA kullanildiginda Ortalama Ct E.t-:.Bapn'al

Bl hsa-miR-200s-3p 800 ng 1/40 38.74 16,86 2 65877
B2 hsa-miR-200z-3p 800 ng 1/40 34.58
B3 hsa-miR-103a-3p 800 ng 1/40 2288 22 ot 0.07778
B4 hsa-miR-103z-3p 800 ng 1/40 2277
BS UniSps 800 ng 1/40 24.04

23985 0.07778
B& UniSphs 200 ng 1/40 2393
C1 hsa-miR-200a-3p 800 ng 1/60 o o
c2 hsa-miR-200a-3p 800 ng 1/60
3 hsa-miR-103z-3p 800 ng 1/60 23.44 33.44 0
c4 hsa-miR-103za-3p 800 ng 1/60 23.44 )
C5 UnfSpE 200 ng 1/60 2453 34 48 005657
Ce UniSp6 200 ng 1/60 2445

2000 ng total RNA'dan sentezlenen cDNA kullamidiginda Ortalama Ct |Std. Sapma

D1 hsa-miR-200z-3p 2000 ng 1,40 34.09 33.9 018385
D2 hsz-miR-200z-3p 2000 ng 1,40 3333

D3 hsa-miR-103a-3p 2000 ng 1,40 2034 30385 0.0777E
04 hizz-miR-103z2-3p 2000 ng 1,/40 20.45

D5 Un_lE-p-E 2000 ng 1/40 23.04 23035 0.00707
D6 UniSp6 2000 ng 1/40 23.03

E1 hsa-miR-200a-3p 2000 ng 1/60 349 3545 0.77782
E2 hsa-miR-200=a-3p 2000 ng 1,/60 36

E3 hsa-m!Ft-lﬂlEla-Sp 2000 ng 1/60 20.58 31035 0.0777E
E4 hsa-miR-103a-3p 2000 ng 1,/60 21.09

ES Un-lnSp-E 2000 ng 1/60 238 2378 0.02828
EG UniSp6 2000 ng 1/60 2376

4000 ng total RMA'dan sentezlenen cDMNA kullanildiginda Ortalama Ct [5td. Sapma

F1 hsa-m!Ft-ZUI}a-Ep 4000 ng 1,/40 3291 3285 0.08485
F2 hsz-miR-200z2-3p 4000 ng 1,/40 3279
F3 hsa-m!Ft-lﬂEla&p 4000 ng 1/40 15.49 13,475 002121
F3 hsa-miRk-103a-3p 4000 ng 1,40 19.46
F5 UniSp6 4000 ng 1/40 23.03 3314 0.15EEE
F& UniSp6 4000 ng 1/40 2325
Gl hsa-miR-200=-3p 4000 ng 1,/60 3385 34035 026163
52 hizz-miR-200=2-3p 4000 ng 1/60 34.22
53 hsa-miR-103a-3p 4000 ng 1/60 1993 10.04 015555
G4 hsa-miR-103a-3p 4000 ng 1/60 20.15
G5 UniSp6 4000 ng 1/60 23.85 23.94 012728
G6 UniSp6 4000 ng 1/60 24.03

Sekil 4.6. Yiiksek miktarda total RNA ile yapilan cDNA’lerin, qPCR’da miRNA ifadeleri
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢in 6n ¢aligma.

Ifadesi diisiik olan hsa-miR-200a-3p’nin 800 ng total RNA ve 1/60 cDNA
diliisyonu kullanildiginda ifadesine rastlanmazken 4000 ng total RNA ve 1/40 cDNA
diliisyonunda ¢alisildiginda ortalama Ct degeri 32.85 olarak saptandi. KI-MKH’lerde
ifadesi yiiksek olan hsa-miR-103a-3p’nin ise 800 ng total RNA ve 1/60 cDNA
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diliisyonunda Ct degerleri ortalamasi olan 23.44, RNA miktar1 4000 ng’a ¢ikarilip 1/40
cDNA diliisyonu ile calisildiginda 19.475 olarak saptanmistir. Bu durum yiiksek RNA

miktar:t ve cDNA konsantrasyonunun qPCR’1 inhibe etmedigine isaret etmektedir.

RNA miktarmin 800 ng’in iizerine ¢ikarilmasinin herhangi bir inhibisyona
neden olup olmadigini ve diisiik ifadeli miRNA’lar1 saptayabilmek i¢in gereken RNA

miktarini saptamak amaciyla ¢alisma yapildi.

Yukarida elde ettigimiz sonuglar 151¢inda diisiik ifade olan miRNA’larda
degisimleri saptayabilmek icin yiiksek konsantrasyonda RNA’dan c¢DNA
sentezlenerek miRNA PCR panelinin her iki grup i¢in tekrarlanmasina karar verildi.
Bunun i¢in 4000 ng total RNA’dan cDNA sentezlendi ve 1/40 cDNA diliisyonu ile
RT-qPCR ile miRNA profili ¢alisildi.

4. 7. Human Fibrosis Focus, miRCURY LNA miRNA PCR Panel -

Calisma 2 Sonuglari ve Degerlendirmesi

4000 ng total RNA’dan cDNA sentezlendi ve 1/40 cDNA diliisyonu ile
gerceklestirilen miRNA profilleme c¢alismasinda ilk calismadan farkli olarak
SNORD49A, referans olarak secilen genler arasindan ¢ikarild:r (Sekil 4.7). Bunun
sebebi SNORD49A’nin Ct ortalamast MKH grubunda 19.17 iken HGF-MKH
grubunda 18.64 olmasi idi. Bu farklilik, analiz i¢in kullanilacak referanslarin
ortalamasinda yaniltic1 sonuglar elde etmeye sebebiyet verdigi i¢in ikinci calismada
SNORD44 ve SNORD38B kullanildi. Geneglobe analizleri sonucu MKH’larin HGF
lisanslamasi ile iki katin tizerinde degisim gosteren miRNA’lar (hsa-miR-32-5p, hsa-
miR-10a-5p, hsa-miR-377-3p) bir onceki calismadan farkliydr (Tablo 4.6). U6
snRNA (v2) ifadesindeki degisim (2.19 Kkat) ise bir onceki calisma (2.69 kat) ile
benzerdi (Tablo 4.4 ve Tablo 4.6).
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miRCURY LNA miRNA PCR Data Analysis

Sekil 4.7. ikinci ¢caligmada kullanilan referans genler, internal amplifikasyon kontrolii, Ct cut-
off degeri ve analiz yontemi i¢in kullanilacak olan referans genler.

Tablo 4-5. 4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 dilie cDNA ile gergeklestirilen
miRCURY LNA miRNA PCR Panel ile gerceklestirilen miRNA profillemesinde
referans olarak secilen genlerin Ct ortalamalari.

SNORD44 SNORD38B Ort. Ct Ort. Ort. Ct.
MKH1 16.80 18.18 17.49 17.44
MKH2 16.70 18.07 17.39
HGF-MKH1 16.85 17.86 17.35 17.44
HGF-MKH2 17.02 18.02 17.52

Verilerin normalizasyonu i¢in QIAGEN tarafindan tasarlanan panel analiz
aracinda, islenmis veriler karsimiza ¢ikmaktadir. Islenmis veriler, aym &rneklerin
farkli panellerde calisildigi durumlarda paneller-arasi varyasyonu kalibre etmek icin
biiyiik 6nem tasimaktadir (72). Bu nedenle paneller-arasi kalibrasyonu saglamak igin
asagidaki denklem ile ham Ct degerleri (CqGOI), diizeltilmis Ct degerlerine (Cqnorm)

doniistiiriilmektedir:

.y 1 &
Cqnorm = Cgor — ,_“Z {c‘-?;;c_. - :Z qu'F::)

]




37

“m” terimi, ilgili ¢calismadaki paneller-arasi kalibrator (IPC) genlerin sayisini,

€C_ 9

n” ise c¢alisilan veri setindeki paneller-arasi kalibrator genlerin sayisini temsil

etmektedir.

Tablo 4-6. 4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 diliie cDNA ile gergeklestirilen miRCURY LNA
miRNA PCR Panelde ifadelenmesi 2’nin tizerinde degisen miRNAlar.

miRNA ismi MKH MKH | HGFMKH | HGFMKH Kat Degisimi Kat miRNA ID
(2-DeltaDeItaCt) RegﬁlaSyonu

hsa-miR-32-5p 26.82 26.78 25.24 25.37 2.82 2.82 MIMAT0000090

hsa-miR-10a-5p 24.42 24.62 25.61 25.63 0.47 -2.14 MIMATO0000253

hsa-miR-377-3p 25.07 25.02 23.81 23.97 2.23 2.23 MIMATO0000730

U6 snRNA (v2) 24.35 24.38 23.09 23.38 2.19 2.19 X59362
(NCBI referans

No.)

Analizlerde kat degisimi (fold change) esigi > 2 (veya <0.5) olarak belirlendi.
Tablo 4.6’da bu sartlar1 saglayacak sekilde ifade degisimi gosteren miRNA’lar, Ct
degerleri, kat degisimi, kat regiilasyonu (fold regulation) ve erisim numaralari

listelenmektedir.

Analiz sonuglarina goére HGF ile lisanslanan MKH’lerin hsa-miR-32-5p
ifadesinde 2.82 kat artis, hsa-miR-10a-5p’de 2.14 kat azalis (fold change= 0.47) ve
hsa-miR-377-3p ifadesinde 2.23 kat artig gorlilmiistiir. Bu sonuglar, degisen miRNA
ifadelerinin 1s1ma verdigi Ct degerleri itibariyle ilk panel calismasina goére daha

giivenilirdir.
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HGF-MKH vs. MKH

Log10 (HGF-MKH)

-5 -4 -2 0
Log10 (MKH)

Sekil 4.8. 4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 diliie ¢cDNA ile gergeklestirilen miRCURY LNA
miRNA PCR Panel ile gergeklestirilen RT-gPCR sonucunda miRNA ifade degisimlerinin
dagilim grafigi.

Teknik tekrarlari birbirine yakin olan ve iki grup arasinda en az 2 kat ifade
degisimi gosteren miRNA’larin loglO tabanma gore ifade diizey degisimleri, geri

kalan miRNA’larla beraber dagilim grafiginde gosterilmistir.

U6 SnRNA v2 (RNU6-2) ifadesinin, HGF ile 6n-kosullandirma/lisanslama
yapilan MKH’lerde tekrarli olarak yaptigimiz ¢alismalarda yaklagik 2-2,5 kat artiyor
olmasi dikkat c¢ekicidir. Oysaki, U6 snRNA miRNA PCR c¢alismalarinda, SNORD44,
SNORD47 VE SNORDA4S8 gibi diger kiigiik ¢ekirdek-i¢i RNA’lar ile birlikte ylikleme
kontrolii olarak (73) veya referans gen olarak (74) kullanilan bir kodlamayan kii¢iik
¢ekirdek-ici RNA’dir.
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800 ng total RNA ile galisilan ilk panelde hsa-miR-211-5p’nin MKH
grubunda ifadesi saptanmayip HGF-MKH grubunda 38.75 ve 40.00 Ct
degerleri saptandi. 4000 ng total RNA ile calisilan ikinci panelde ise MKH
grubunda Ct degerleri 37.04 ile 40.00 iken HGF-MKH grubunda Ct degerleri
40.00 ve 36.87 idi. Ayrica hsa-miR-325 ise ilk panelde MKH grubunda tek
tekrarda 38.75 Ct degeri saptandi ve HGF-MKH grubunda ifadesi saptanamadi,
ikinci panelde MKH grubunda ifadesine rastlanmayip HGF-MKH grubunda
39.5 ve 37.73 Ct degerleri goriildi. Bu durum; 6zellikle hsa-miR-325 i¢in 4000
ng total RNA kullanilan calismada MKH’lerde ifadesi olmayip HGF
lisanslamas1 ile ifadesinin ortaya ¢iktigin1 isaret ediyor olabilir. Bu
miRNA’larin Ct degerlerinde teknik tekrarlar arasinda yiiksek varyasyonlar
olmasi sebebiyle daha saglikli degerlendirme yapabilmek i¢in hsa-miR-325

ifadesinin incelenmesi ihtiyact dogmustur.

Tablo 4-7. Calisma 1’de HGF-MKH’lerde MKH’lere gore kat regiilasyonu degisimi goriiliip, Caligma
2’de bu degisimlerin azaldig1 ya da kayboldugu miRNA’larin kat regiilasyon degerlerinin

listesi.

Matiir miRNA ismi Kat Regiilasyonu - Caliyma 1 Kat Regiilasyonu - Calisma 2
hsa-miR-122-5p -4.23 -1.58
hsa-miR-200a-3p -2.39 1.05
hsa-miR-211-5p 2.74 1.09
hsa-miR-223-3p 11.81 1.09
hsa-miR-375-3p 211 -1.56

hsa-miR-661 2.06 -1.04

4.8. Biyolojik ve Fonksiyonel Zenginlestirme Analizlerinin Sonuclar:

4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 diliie ¢cDNA ile gerceklestirilen
miIRCURY LNA miRNA PCR Panel caligmasinin ardindan, HGF uygulamasi ile
ifadelenmeleri 2 katin iizerinde degisen hsa-miR-32-5p, hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-
377-3p i¢in TargetScan, miRDB ve miRTarBase veritabanlarindaki hedef genlerinin
kesisim kiime analizleri sonucunda hsa-miR-32-5p i¢in 40 ortak hedef, hsa-miR-10a-
5p igin 24 ortak hedef, hsa-miR-377-3p igin 27 ortak hedef saptandi (Sekil 4.9). miR-
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10a-5p, hsa-miR-1110a-5p, hsa-miR-377-3p ortak hedefleri ile DAVID fonksiyonel
zenginlestirme araci kullanilarak yapilan KEGG, REACTOME ve WIKI yolak

analizleri sonuglarinda ¢ikan yolaklardan p<0.05 olanlar Tablo 4.8’de listelendi.

TargetScan miRDB TargetScan miRDB TargetScan miRDB

. @ @

miRTarBase miRTarBase miRTarBase

hsa-miR-32-5p hsa-miR-10a-5p hsa-miR-377-3p

Sekil 4.9. 4000 ng total RNA’dan sentezlenen 1/40 diliie cDNA ile gergeklestirilen miRCURY LNA
miRNA PCR Paneldeifadeleri degisen miRNA’larin Targetscan, miRDB ve miRTarBase
veritabanlarindaki hedeflerinin Venny semalari. a) hsa-miR-32-5p i¢in 40 ortak hedef, b) hsa-miR-10a-
5p igin 24 ortak hedef ve ¢) hsa-miR-377-3p i¢in 27 ortak hedef saptand:.

Tablo 4-8. DAVID fonksiyonel zenginlestirme aracina gore hsa-miR-32-5p, hsa-miR-10a-5p ve hsa-
mMiR-377-3p’nin farkli veritabanlarindan elde edilen ortak hedeflerinin rol aldiklart yolaklar.

miRNA Ismi KEGG Pathways REACTOME Pathways WIKI Pathways

hsa-miR-32-5p Alzheimer’s Disease Metabolism of proteins Signal Ectoderm differentiation
Transduction

Proteoglycans in
cancer

hsa-miR-10a-5p SONUC YOK SONUC YOK
Rap1 signaling
pathway

Regulation of actin
cytoskeleton

RNA Polymerase Il Transcription
Gene expression (Transcription)
hsa-miR-377-3p SONUC YOK Generic Transcription Pathway SONUC YOK

Synthesis of active ubiquitin: roles of
E1 and E2 enzymes

Transcriptional activity of
SMAD2/SMAD3:SMADA4 heterotrimer
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Yolak analizleri yapilan miRNA’lar i¢in Targetscan, miRDB ve miRTarBase
veritabanlarindan elde edilen hedeflerde ii¢ miRNA i¢in de ortak diizenlenen
transkriptlere veya yolaklara rastlanmamasi iizerine, binlerce RNA-RNA
interaksiyonunun, CLIP-seq verilerinin ve degradome seq verilerinin analizi ve
entegrasyonu ile olusturulmus RNA interaksiyon ansiklopedisi ENCORI/starBase

(75) arac1 ile tahminlenmis hedef transkriptler ile yolak analizleri tekrarlanda.

hsa-miR-32-5p hsa-miR-10a-5p

1015
(28%)

hsa-miR-377-3p

Sekil 4.10. ENCORI/STARBASE veritabanindan ulagilan, hsa-miR-32-5p igin 1652, hsa-

miR-10a-5p i¢in 1272 ve hsa-miR-377-3p igin 1687 hedef genin kesisim semas.

Ug¢ miRNA igin ortak ¢ikan 122 genin fonksiyonel zenginlestirme analizleri

sonucunda ulasilan 31 adet KEGG yolagindan 8 tanesinin diizeltilmis p degeri 0.05’ten
kiigliktii. Bu yolaklar asagidaki tabloda siralanmistir (Tablo 4.9).
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Tablo 4-9. U¢ miRNA’nin da hedefliyor oldugu 122 genin fonksiyonel zenginlestirme analizi
sonucunda ¢ikan yolaklar.

KEGG Pathways Ismi P degeri Benjamini Diizeltilmis P Degeri
Chronic myeloid leukemia 3,7E-5 7,3E-3
PI3K-Akt signaling pathway 1,7E-4 1,6E-2
FoxO signaling pathway 7,4E-4 4,0E-2
Longevity regulating pathway 8,3E-4 4,0E-2
MicroRNAs in cancer 1,0E-3 4,0E-2
Pathways in cancer 1,3E-3 4,3E-2
Cushing syndrome 1,8E-3 4,5E-2
Cellular senescence 1,8E-3 4,5E-2

Uc¢ miRNA’nin ortak hedefi olan genlerin rol aldigi yolaklar arasinda PI3K-
Akt yolag dikkat cekmektedir. Ozellikle sagkalim igin 6nemli olan bu yolagin, HGF
ile ifadesi degisen miRNA’lar tarafindan diizenleniyor olmasi fibrotik stire¢ler i¢in de

onemli olabilir.

ENCORI/StarBase veritabaninda hsa-miR-32-5p igin 1652, hsa-miR-10a-5p
igin 1272 ve hsa-miR-377-3p igin 1687 adet hedef transkripte rastlandi ve bu adimdan
sonra iki farkli secenekle ¢alisma yiiriitiildi:

[lki starBase veritabaninda saptanan hedef transkriptlerin {ic miRNA i¢in ortak
kesisim kiimesinden elde edilen 122 gen (Sekil 4.10) ile DAVID fonksiyonel
zenginlestirme araci kullanilarak yiiriitiilen yolak analizleri olup, diger1 ise fibrozis ana
mekanizmalarindan olan TGF-f, WNT ve Hippo yolaklari iizerinde bulunan genler ile

bu miRNA’larin hedef genlerinin kesistirilmesidir.

TGF-p yolagi (sistematik adi: M2642), Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
(76, 77) verilerine gore 86 adet gen tarafindan diizenlenmektedir. Bu 86 gen ile hsa-
mMiR-32-5p’nin hedeflerinin kesisiminden 16, hsa-miR-10a-5p’nin hedeflerinin

kesisiminden 11 ve hsa-miR-377-3p’nin hedeflerinin kesigiminden 18 ortak gen
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saptandi. Ortak hedeflerden sadece SMURF1 geni li¢ miRNA tarafindan da
hedeflenmektedir. (Sekil 4.11.a).

WNT yolagi (sistematik adi: M19428), GSEA verilerine gore 151 gen
tarafindan diizenlenmektedir. Bu 151 gen ile hsa-miR-32-5p’nin hedeflerinin
kesisiminden 23, hsa-miR-10a-5p’nin hedeflerinin kesisiminden 18 ve hsa-miR-377-
3p’nin hedeflerinin kesisiminden 31 ortak gen saptandi. Ortak hedeflerden CCND1,
FZD4, TBL1XR1 ve CCND2 genleri i¢c miRNA tarafindan da hedeflenmektedir.
(Sekil 4.11.b).

Hippo yolagi (sistematik adi: M11445) ise GSEA verilerine gore 44 gen
tarafindan diizenlenmektedir. Bu 44 gen ile hsa-miR-32-5p’nin hedeflerinin
kesigiminden 10, hsa-miR-10a-5p’nin hedeflerinin kesisiminden 10, hsa-miR-377-
3p’nin hedeflerinin kesisiminden ise 9 gen saptandi. Ortak hedeflerden sadece NF2
geni i miRNA tarafindan da hedeflenmektedir (Sekil 4.11.c).

TGF-B yolagi tizerinde rol oynayan ve iic miRNA tarafindan da ortak olarak
hedeflenen SMURF1 geni (SMAD Specific E3 Ubiquitin Protein Ligase 1)

bulunmaktadir.
a b c
hsa-miR-32-5p hsa-miR-10a-5p hsa-miR-32-5p hsa-miR-10a-5p hsa-miR-32-5p hsa-miR-10a-5p

b7 a

&

.

hsa-miR-377-3p hsa-miR-377-3p hsa-miR-377-3p

Sekil 4.11. hsa-miR-32-5p, hsa-miR-10a-5p ve hsa-miR-377-3p’nin hedef genleri ile TGF-f (a),
WNT (b) ve Hippo (c) yolaklarinda rol oynayan genlerin kesisim kiimeleri.
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Sekil 4.12. WNT Yolag: iizerinde iic miRNA tarafindan da hedeflenen genlerin sematik
gosterimi. Kirmizi isaret bulunan genler ii¢ miRNA tarafindan da
hedeflenmektedir.

WNT yolagi (KEGG ID: hsa04310) iizerinde rol oynayan ve 3 miRNA i¢in de
ortak hedef olan FZD4 (Frizzled), TBL1XR1 (TBL1), CCND1 ve CCND2 (CycD)
(Sekil 4.12) genleri saptanmustir.

=]

Bu tic miRNA’nin diger bir ortak hedefi, Hippo yolaginda rol oynayan NF2

genidir.
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4.9. WST-1 Metabolik Aktivite Testi: HGF Uyarnnm MKH’lerin
Canhilhigim Etkilememektedir.

10 ng/mL HGF ile 6 saat uyarilmis olan Ki-MKH’lerin metabolik aktivite
diizeyleri, kontrol grubundaki MKH’lerin metabolik aktivitelerinin %100 oldugu
kabul edilerek hesaplanmistir ve alinan absorbans degerlerine gére HGF-MKH’lerin
metabolik aktiviteleri %92.11 olarak saptanmistir. Canlilik yiizdesi karsilastirmasi
Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.13. WST-1 soliisyonu ile inkiibasyon inkiibasyonun
ardindan  mikroplaka  okuyucuda  Olgiilen
absorbans degerlerinin HGF uygulanmis olan
MKH’lerde kontrol grubuna gore yiizde degisimi.

Insan Ki-MKH’lerine 10 ng/mL konsantrasyonda 6 saat boyunca HGF

uygulamasi, hiicrelerin canliligina istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sebep olmadi.
4.10. Profilerasyon ve Popiilasyon Ikiye Katlanma Siirelerinin Tayini

Standard kiiltiir ortamindaki MKH ile 6 saatlik 10 ng/mL HGF indiiksiyonu ile
MKH’nin popiilasyon ikiye katlanma siirelerinin degisimi p4 ve p5 hiicrelerinin farkli
iki dozda 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekimi (12500 hiicre /kuyu 25000 hiicre/kuyu)
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yapilarak ile degerlendirilmistir (Sekil 4.14). P4 ve P5 sonunda toplanan hiicrelerin
sayis1 baglangigta ekilen miktarla karsilastirildiginda HGF uygulamasinin MKH’ler
tizerinde proliferasyonu azaltici, popiilasyon ikiye katlanma siiresini artirict etkisi
oldugunu gostermektedir. Fakat P6’da toplanan hiicre sayilari arasindaki yiiksek
varyasyon (Ornegin P6 HGF-MKH sayimlarinda Ort= 190.000 iken SD= 36.515’ti),

P6’da HGF’nin etkisi hakkinda bir sonuca varmay1 sinirlamaktadir.
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) P4'te HGF Uyarimi (12500 hisere/kuyu) b) P4'te HGF Uyarumi (12500 hiierefkuyu)
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Sekil 4.14.: iki farkli yogunlukta ekilen ve HGF uygulamasma maruz kalan/kalmayan
MKH’lerin hiicre sayilar1 ve toplandig1 pasajdaki popiilasyon ikiye katlanma siireleri verilmistir.
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4.11. Lateral Motilite (Yara lyilesmesi) Deneyi

6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki hiicreler {izerinde pipet uglari ile olusturulan
yaralar her 8 saatte bir fotograflanarak takip edildi. Her hiicre grubu i¢in deneyde
analiz edilen her saatte en az tiger fotograf ¢ekildi. HGF-MKH’lerin MKH’lere gore
yara iyilesmesindeki davraniglarini analiz etmek {izere fotograflardaki alanlardan her
grup igin en az {i¢ii ImageJ programinda hesaplanarak piksel? cinsinden degerler alind.
Grafiklerde ise direkt olarak bu alanlar verildi (Sekil 4.16.).

HGF ile uyarilan insan Ki-MKH’lerin standart kosullarda iiretilen MKH’lere

gore ¢ok daha avantajli olup yara iyilesmesi siireci i¢in lateral motiliteyi artirmaktadir.
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0. saat

8. saat

16. saat

24. saat

MKH HGF-MKH

Sekil 4.15.: MKH ve HGF-MKH grubunun 0, 8, 16 ve 24. saatte yarayr kapatma
durumlarinin 11k mikroskobu fotograflari.
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Saatlere Gore Yara Alanlarimin Karsilastirmasi

- ] =3 MKH Ort. Alan
= 10+ B HGF-MKH Ort. Alan
s {3 ¢ 32

< — =2 — S

7 S

= 1 S b

& b ] % L2

g ~ 9

< ' 8

o |

|

&

= |

0 T T T T
0. Saat 8. Saat 16. Saat 24, Saat

Sekil 4.16. HGF ile indiiklenmis MKH’lerin normal MKH’lere gore 0,8,16 ve 24. saatteki yara
alanlarinin karsilagtirmali grafigi.

4.12. Fibozis Modeli Olusturulmasi ve Kokiiltiir Deneyleri Sonuclar:

Farkli saatlerde TGF-B1 uyarimi sonucunda toplanan RNA’larla yiiriitiilen RT-
qPCR sonuglarina gore fibrozis modelinin olugmasi i¢in en uygun siirenin 48 saat
oldugu saptandi (Sekil 4.17). RT-gPCR sonucu elde edilen Ct degerleri Tablo 4.10’da
verildi.
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Sekil 4.17. TGF-p1 ile farkh saatler boyunca uyarilmis Ki-MKH’lerde ACTA2, COL1A1 ve FN
genleri i¢in -ACt degerleri.
TGF-beta uyariminin 48 saatlik kiiltiirlerinden total RNA izolasyonu 500 ng
ile cDNA sentezini olanakli kilmis oldugundan 48 saat i¢in saglikli bir degerlendirme
yapilamamistir. Ancak diger uyarim siirelerindeki 1000 ng’lik total RNA’dan
sentezlenen cDNA ile yapilan referans genlerin Ct degerlerinin benzer olmasi

nedeniyle normalize deltaCt degerleri ile yapilan degerlendirme fibrozis
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belirteglerindeki artisin en fazla 48.saatte oldugunu diistindiirmiistiir. Sonrasinda
olusturulmus olan bu in-vitro fibrozis modeli {izerinde yiiriitilen kokiiltiir
deneylerinde ise bu gen ifadelerinin azalisina sebep olup olmayacagini ve HGF-
MKH’lerin MKH’lere gore daha etkin bir iyilesmeye sebep olup olmayacagi sorusunu
cevaplamak i¢in transwell sistemler ile ti¢ grupta deneyler gerceklestirdik: TGF-B1 ile
uyaritlmis MKH iizerine konulan transwell iizerine 1) standart kiiltiir ortaminda
cogaltilan MKH’nin ekildigi MKH tedavi grubu (TGF-B1+MKH), 2) HGF ile
lisanslanmis MKH’lerin ekildigi HGF-MKH tedavi grubu (TGF-B1+HGF-MKH) ve
3) DMF10 eklenen tedavi kontrol grubu (TGF-B1 +DMF10). TGF-b uyarimi sonrasi
iki farkli zaman diliminde baslatilan 24 saatlik ko-kiiltiir sonrasinda transwell altindaki
hiicrelerden total RNA izole edilerek RT-gPCR ile ACTA2, COL1A1 ve FN gen
ifadeleri kat degisim analizleri ile degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore HGF ile
lisanslanmis MKH’lerin, normal MKH’lere gore fibrozis belirtici olan ACTAZ2,
COL1Al ve FN ifadelenme diizeylerini degistirme agisindan avantajli olmadigi
goriilmektedir (Sekil 4.18). Ve hatta TGF-f1 uyariminin 48 saatinde lisanlanmamis
MKH tedavi grubunda ACTA2, COL1Al ve FN ifadeleri kontrol grubuna gore
diiserken HGF-MKH tedavi grubunda ise ACTA2 ve FN diizeyleri belirgin artis
gostermekteydi.



Tablo 4-10. TGF-B1 uyarimi yapilan Ki-MKH’lerde ifadelenmesi incelenen fibrozis ile iliskili genlerin Ct degerleri
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Gen/Kiiltiir

Siiresi

ACTA2

COL1A1

FN

RPLPO

24 saat kiiltiir

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

3251

222

14.48

14.47

15.01

14.98

16.49

16.57

TGF-B1 Indiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

18.49

18.68

13.75

13.73

14.7

14.7

16.93

16.86

48 saat kiiltiir

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

Kontrol (500 ng total
RNA)

34.55

33.77

15.33

15.33

15.69

15.65

16.05

16.17

TGF-B1 indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

TGF-B1 Indiiksiyonu
(1000 ng total RNA)

20.06

19.88

13.56

13.65

14.54

14.53

17

17.04

72 saat kiiltiir

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

Kontrol (1000 ng total
RNA)

20.52

20.94

14.47

14.38

15.19

15.25

17.05

16.97

TGF-B1 Indiiksiyonu

TGF-B1 Indiksiyonu

TGF-B1 Indiksiyonu

TGF-B1 Indiiksiyonu

TGF-B1 indiiksiyonu

TGF-B1 Indiiksiyonu

TGF-B1 Indiiksiyonu

TGF-B1 Indiiksiyonu

19.36

20.06

14.05

13.93

14.97

14.94

19.02

18.98
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Sekil 4.18. 10 ng/mL TGF-B1 uyariminin 24. saatinde (a) ve 48. saatinde (b) baslatilan kokiiltiir
deneylerinde ACTA2, COL1A1 ve FN ifade diizeyleri. Biitiin kokiiltiirler 24 saat boyunca siirdiiriildii.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda MKH’ler HGF ile lisanslanarak degisen miRNA ifadeleri
ile lisanslamanin MKH’lerin antifibrotik 6zelligine etkisi degerlendirilmistir. Ayrica,
MKH’ler ile TGF-B indiiksiyonu ile in-vitro fibrozis modeli olusturularak HGF ile
lisanslamanin fibrozis tizerindeki etkisi ko-kiltiir ortaminda degerlendirilmistir.
Lisanslama degerlendirmeleri; fibrozis odakli miRNA paneli ile RT-qPCR diizeyleri,
hiicrelerde popiilasyon ikiye katlanma ve yara iyilesme potansiyelinin incelenmesi ile

standart kiiltlir ortaminda cogaltilan MKH’ler ile karsilastirmali gerceklestirilmistir.

Gorece diisiik RNA konsantrasyonu ile sentezlenen cDNA ile yapilan RT-
gPCR profillemesinde (Caligsma 1) ifadesi HGF indiiksiyonu ile 11.81 kat artmis olan
hsa-mir-223-3p'nin, daha yiiksek RNA konsantrasyonu ile sentezlenen cDNA ile
yapilan RT-qPCR profillemesinde (Calisma 2) aynt miRNA’nin ifadesinde degisiklik
saptanamamustir (birinci ¢galismada MKH’de Ort. Ct 36,25 iken HGF-MKH’de 32,69
olup ikinci ¢alismada sirasi ile Ort. Ct 32,13 ve 32,00°dir). Benzer sekilde, hsa-miR-
122-5p, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-211-5p, hsa-miR-375-3p ve hsa-miR-661’de
birinci caligmadaki saptanan kat degisimleri ikinci ¢alismada azalmis veya
kaybolmustur (Tablo 4.7). Bu durum diisiik miktarda RNA ile ¢alisildiginda Roche
LightCycler 480-11 cihazinin ve RT-qPCR yonteminin bir limitasyonu olarak
degerlendirilmistir. 33. siklustan sonra 1s1ma vermis olan miRNA'larin Ct degerleri
yaniltict olabilmektedir (71). Bununla beraber, miRNA'larin total RNA igerisinde
1/10000 oraninda bulunuyor olmasi da (78) bazt miRNA ifadelerinin gorece diisiik
RNA konsantrasyonlarinda saptanamamasinin sebebi olabilir. Her iki ¢aligmada da
U6SnRNA kat degisimi benzer bulunmustur (Calisma 1°de 2,69 kat ifade artisi,
Calisma 2°de 2,19 kat ifade artis1). Ifade diizeylerinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ogu
calismada normalizasyon icin referans gen olarak kullanilan U6SnRNA, HGF
indiiksiyonu ile degismekte oldugundan bizim c¢alismamizda referans olarak
kullanilmamistir. Yiiksek ifade olan miRNA’larin (Orn: hsa-miR-21-5p icin MKH
Ort. Ct birinci ¢alisgmada 16.54’ten 12.98’¢ ve HGF-MKH i¢in Ort. Ct birinci
calismada 16.24’ten 13.61°e, hsa-miR-125-5p i¢in MKH Ort. Ct birinci ¢alismada
17.31°den 13.97’ye ve HGF-MKH i¢in Ort. Ct birinci ¢alismada 17.14’ten 14.54°¢
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gerilemistir) ger¢ek zamanli PCR reaksiyonunun baslangic RNA konsantrasyonunun
4 ng’a ¢ikmasi ile inhibe olmadigmi géstermesi agisindan bu bulgumuz da dikkate

degerdir.

Tiim bu gerekgeler ve sonuglar, 4000 ng total RNA’dan sentezlenen ve 1/40
oraninda diliie edilen cDNA ile yapilan calismadaki (¢calisma 2) sonuglarin daha
giivenilir oldugunu isaret etmektedir. Bu nedenle ilk calismada 11,81 kat ifade artis1
goriilen hsa-miR-223-3p, 2.36 kat ifade artis1 goriilen hsa-miR-5011-5p ve 2.06 kat
ifade artig1 goriilen hsa-miR-661"deki degisimlerin, cihaz veya yontem limitasyonu

sebebiyle yaniltici olabilecegi degerlendirilmistir.

4000 ng total RNA’dan sentezlenen ve 1/40 oraninda diliie edilen cDNA ile
gerceklestirilen RT-qPCR’da HGF lisanslamasi ile KI-MKH’lerde artis gdsteren hsa-
miR-32-5p'nin bazi hasar modellerinde arttig1 raporlanmistir. Farelerde streptozodosin
ile olusturulan diabetik nefropati (DN) bobrek hasar modelinde ve in-vitro olarak
yiiksek dozda glikoz ile muamele edilmis insan bobrek proksimal epitelyal (HK-2)
hiicrelerinde miR-32-5p ifadesinin yiiksek oldugu gosterilmistir. miR-32-5p-5p
ifadesinin baskilanmasi, hedefi olan SMAD7'nin ifadesini artirmis ve HK-2
hiicrelerinde yiiksek glikozun sebep oldugu otofaji baskilanmasini, fibrozisi, EMT'yi
ve inflamasyonu hafifletmistir. Bu bulgular DN hastaliginda hsa-miR-32-5p'nin EMT

ve fibrozis siirecinde 6nemli rol oynadigina isaret etmektedir (79).

4000 ng total RNA’dan sentezlenen ve 1/40 oraninda diliie edilen cDNA ile
gerceklestirilen RT-qPCR’da degisim gosteren diger miRNA ise hsa-miR-10a-5p’dir
ve HGF lisanslamasi ile MKH’lerde ifadelenmesi 2.14 kat azalmistir. hsa-miR-10a-
5p, SMAD7’yi hedefleyerek TGF-B yolaginin ¢alismasina yardimei olmaktadir (80).
40 adet 8 haftalik disi C57BL6/J faresinde olusturulan karaciger fibrozis modeli
izerinde incelenen Orneklerde, hepatik fibrozis gelisen farelerde miR-10a-5p
ifadelenmesinin daha yiliksek oldugu, ayrica hepatik fibrozis olusturulan grup igin
yapilan in-vitro caligmalarda miR-10a-5p mimic transfekte edilen hiicrelerde TGF- 1
ifadesinin arttig1 ve SMAD7 ifadesinin azaldigt RT-qPCR metodu ile gosterilmistir.
Calismamizda ise insan KI-MKH’lerde HGF uyarimi, hsa-miR-10a-5p ifadesini yar1
yartya azaltmistir. Bu sonu¢ HGF lisanslamasinin MKH’leri anti-fibrotik kimlige

dogru yonlendirdigine dair bir isaret olabilir. miR-10a-5p ifadesindeki artis;
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eklemlerde zaman i¢inde meydana gelen kire¢lenme, hasar ve yipranma olarak
tanimlanan ve eklemlerde meydana gelen fibrozisin de katk1 sagladigi1 osteoartrit (OA)
gelisimini de hizlandirmaktadir (81). Hedefledigi genlerden olan HOXA3’i
baskilayarak osteoartrit gelisimine katki sagladigi gosterilmistir. Ayrica ayni
calismada OA Orneklerinden elde edilen 6rneklerin transkriptom verileri ile insan
kikirdak hiicrelerinde zorlanmis hsa-miR-10a-5p ifadelenmesi ile ifadesi degisen
genler karsilastirildiginda hsa-miR-10a-5p’deki ifade artisindan etkilenen genlerin
PPAR yolagi, PI3K-Akt yolagr ve p53 yolaginda rol oynadigi saptanmistir. HGF
uyariminda ise yar1 yartya ifadesi azalan miR-10a-5p i¢in bu sonuglar 1s1ginda, OA
tedavisi i¢gin de HGF’nin veya HGF ile lisanslanmig MKH’larin kullanildigi yeni
yaklagimlar gelistirilebilir.

HGF uyarimi ile MKH’lerde ifadesi 2’nin tizerinde degisen bir diger miRNA
ise 2,23 kat ifade artist ile hsa-miR-377-3p’dir. Bircok gen ve miRNA ile etkilesimi
olan hsa-miR-377-3p’nin enflamasyon, hipoksi ve anjiyogenez ile iligkili genleri
hedefleyerek miyokardiyal rejenerasyona katki sagladigin gdosterildigi caligmalar
mevcuttur (82-84). Over kanserinde hsa-miR-377-3p’nin Wnt/f} catenin yolagini ve
EMT siirecini inhibe ediyor oldugunun gosterilmesi, hastaligin tedavisinde
kullanilabilecek terapotik bir ajan olarak hsa-miR-377-3p’nin 6nerilmesine Yol

acmistir.

8 haftalik erkek C57BL/6 farelerinde lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan
akut akciger hasarinda (ALI) modeli iizerinde insan gobek kordonu mezenkimal kok
hiicrelerinin  eksozomlarmin enflamasyonu baskilayarak hastalig1 iyilestirdigi
gosterilmistir (85). Ileri calismalarda eksozomlardaki miR-377-3p’nin, MTOR
kompleksinin diizenleyici proteini olan RPTOR’u hedefleyerek otofajiyi tetikledigi,
ve boylece miR-377-3p ifade eden eksozomlarin verilmesinin ya da RPTOR’un
susturulmasinin ALI tedavisi i¢cin onemli bir tedavi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu
bulgular HGF ile lisanslanmis insan KI-MKH’lerinin ALl modelinde iyilestirici

etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

SMURFL1 proteini, SMAD7 ile is birligi igerisinde ¢alisarak TGFBRI1’i
tibikiitinler ve yikmak iizere hedefler. Boylece TGF-B yolagina antagonist

calismaktadir (86). Ayrica BMP yolagi i¢in de 6nemli SMAD’lar olan SMADI1 ve
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SMADS’in iibikiitinlenmesi ve degredasyonundan da sorumludur. Calismamizda bu
geni baskilayan hsa-miR-32-5p ve hsa-miR-377-3p ifadesi artarken hsa-miR-10a-5p
ifadesindeki diislis; bize SMURF1’in regiilasyonunda kurulu bir denge oldugunu
diisiindiirdii. Daha kesin yargilarla beyanda bulunabilmek i¢in; HGF uygulamasi
ardindan SMURF1 ifadesindeki degisime bakilmali veya s6z konusu miRNA’larin
mimic ve inhibitorleriyle ayr1 ayr1 yapilacak uygulamalar sonucunda SMURF1
ifadelenmesi incelenmelidir. Eger MKH’lerde HGF uygulamasi ile SMURF1
ifadelenmesi artiyor ise bu da HGF’nin anti-fibrotik ¢alistigina bir isaret olabilir. Fakat
SMURF1 geni hem TGF-B yolag: i¢in, hem de TGF-B yolagna antagonist ¢aligan
BMP yolagi i¢in negatif regiilatér oldugundan dolayi, bu tez calismasinda yapilan
deneyler 151831nda SMURF1 hakkinda net ¢ikarimlar yapmak kolay degildir.

Bu 3 miIRNA’nin WNT yolag: tizerindeki ortak hedeflerinden FZD4 (Frizzled
Class Reseptor 4), WNT sinyallemesi ig¢in 6nemli bir reseptordiir (87). FZD4’{in
hedeflenerek inhibe edilmesi kanonik WNT yolagini, planar cell polarity (PCP)
yolagimi ve Ca' {izerinden ilerleyen yolagin aktivitesinin diismesi anlamina
gelmektedir. Yolagin daha asagi kisimlarinda ise CCND1’in inhibisyonu hiicre
dongiisiinlin sekteye ugramasi anlamina gelebilir. Ayn1 genleri hedefleyen bu ti¢ farkli
miRNA’dan hsa-miR-32-5p ve hsa-miR-377-3p’nin ifadesi HGF ile artarken, hsa-
miR-10a-5p’nin ifadesi yari yariya azalmaktadir. Dolayisiyla ayni genleri hedefleyen
miRNA’lardan bazilarmin ifadesi artarken bazilarinin azalis yoniinde degisimi,

hiicresel homeostazin korunmasi i¢in 6nemli bir faktor olabilir.

NF2 geni, Moesin-Ezrin-Radixin Like (MERLIN) Tumor Suppressor olarak da
bilinmektedir ve Onemli timor baskilayici yolaklardan olan Hippo yolaginin
diizenleyicilerinden biridir ve iyi bilinen bir timor baskilayicidir (88, 89). NF2
mutasyonu durumunda sinir sisteminde bir¢ok tiimdr olugsmasina sebebiyet veren Tip-
2 ndrofibromatozis hastaligi kendini gosterir. NF2, PI3K-AKT-mTOR yolagini
baskilayarak hiicre biiylimesini ve proliferasyonu zayiflatir (90). Bu yolaklar da
fibrozis olusumu ve gelisiminde rol oynayan mekanizmalardandir. HGF uygulanmis
MKH’lerin proliferasyonunun azalmasi ve popiilasyon ikiye katlanma siirelerinin
artmasi, HGF lisanslamasinin bu yolaklar i¢in negatif diizenleyici olduguna bir isaret

olabilir.
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Gelecek calismalarimizda bu miRNA’larin  etkilerini in-vitro fibrozis
modelinde test etmek i¢in literatiir bilgisine dayanarak (91-93) MKH TGF-B1 uyarimi
ile fibrozis belirteglerini RT-qPCR ile degerlendirdik. TGF-B1 indiiksiyonu ile ifade
degisimlerini inceledigimiz a-SMA, COL1A1 ve FN genlerinde en uygun fibrozis
modelinin 10 ng/mL TGF-B1 ile 48. saatte olustugunu gordiik (bkz. Sekil 4.17).
Literatiirde incelenen ¢alismalarda meydana gelen kat degisimlerine gore a-SMA’da
dramatik bir ifade artis1 saptadik. HGF’nin anti-fibrotik davrandigina dair literatiirde
cesitli modellerle gosterilmis calismalarin (94-96) aksine kokiiltiir deneylerimizde
HGF ile lisanslanan MKH’ler; TGF-B1 indiiksiyonunun olusturdugu fibrotik
manzaray1 geriye cevirmemis, aksine desteklemis goriinmektedir. Fibrotik mikrocevre
altinda HGF ile lisanslanan MKH’lerin antifibrotik 6zelliginin bozulabilecegini
diisiindiiren bu bulgumuzun aydinlatilmasi i¢in, transwell {izerinde kalan lisanslanmis
MKH’ler iizerinde miRNA ve hedef genlerimizin incelenmesine yonelik ¢aligmalarin
gerekliligi dogmustur. Ayrica in-vitro fibrozis modelinin ve ko-kiiltiirler sonrasi
fibrozisin geri doniisiip doniismedigine dair daha ileri hiicresel ve molekiiler
fonksiyonel testler ile karakterizasyonlarin yapilmasi da gereklidir ve bu yonde

caligmalarimiz devam etmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda HGF ile lisanslamanin MKH’lerin anti-fibrotik 6zellikleri
tizerine etkisi tek boyutta miRNA profilleme ile ve olusturulan in-vitro fibrozis modeli

ile ko-kiiltiir deneylerinde iki boyutta degerlendirilmistir.

Fibrozisin olusumu ve ilerleyisi siireclerinde miRNA'larin etkisi yadsinamaz.
Bazi miRNA'lar fibrozise katki saglarken (fibrotik) bazilarinin ise fibrozisi diizenleyici
mekanizmalar tizerinde inhibe edici etkileri mevcuttur (anti-fibrotik). Son yillarda
bir¢ok kanser tiirii dahil ¢ok ¢esitli hastaliklarda miRNA ifade profilleri incelenmekte
olup, hastaliklarin 6n tanisinda etkin bir bi¢gimde kullanilmaktadir. Hiicre disi
vezikiiller ile tasiniyor olmalarinin yani sira asiri-ifadelerinin ya da susturulmalarinin
hiicrede direkt transkripleri hedefliyor olmasi, miRNA'larin terapétik kullanim igin
Oonemli oyunculardan olmalarini saglamaktadir. HGF'nin fibrozis iizerinde hafifletici
bir etkisinin oldugunu gdsteren caligmalar mevcuttur. Bu calisma ise HGF ile
lisanslanan MKH'lerin fibrozis ile iliskili miRNA ifadelerini nasil degistirdigi
sorusunu cevaplamak amaciyla gerceklestirilmistir. HGF uyarimu ile ifadelenmesi 2
katin lizerinde degisen 3 miRNA saptandi. Bunlardan ikisinde ifade artis1 gézlenirken
(miR-32-5p ve miR-377-3p) bir tanesinde ifade azalist (miR-10a-5p) saptandi.
Degisen bu li¢c miRNA’nin hedefinin NF2 olmasi1 nedeniyle HGF ile lisanslanan
MKH’lerin nérofibromatozis etkilerinin incelenmesinin 6nemli bilgiler verebilecegini
diistinmekteyiz. Fonksiyonel zenginlestirme analizleri sonucunda HGF uyariminin
anti-fibrotik yone yatkin oldugu goriilmektedir ve gelecek calismalar igin tasarlanacak
deneylerle bu bulgularin dogrulugu degerlendirilebilir. HGF ile ifadesi yiikselen anti-
fibrotik miRNA'lar ya da ifadesi diisen fibrotik miRNA'lar, fibrozis tedavisinde
HGF'nin ve HGF ile uyarilmis MKH’lerin bir aday olabilecegini isaret etmektedir.

HGF lisanslamasi, MKH'lerin canliligina anlamli bir etki gostermedi. Yara
iyilesmesi deneyinde ise HGF-MKH grubu MKH grubuna gore yara alanini1 daha hizl
kapatti. TGF-B1 ile uyarilmis MKH'ler iizerine tedavi uygulanan ko-kiiltiir
deneylerinde a-SMA, COL1A1 ve FN ifadelerine bakildiginda HGF-MKH grubu
etkin goriinmese de fibrozis modeli optimize edildikten sonra deney tekrarlari

yapilacaktir. Bu c¢alisma HGF-fibrozis aksisinin miRNA'lar iizerinden yiiriiyen
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mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in bir giris niteliginde olup gelecekte tasarlanacak

modeller ve deneyler i¢in 6n bulgular elde etmemizi saglamistir.

Ayrica, RT-qPCR icin total RNA optimizasyon ¢aligmalari, miRNA’larin tiim
RNA popiilasyonunda ¢ok diisiik diizeyde bulunmasi ve PCR cihazinin limitasyonu
nedeniyle, 6zellikle indiiksiyon etkisine bagli miRNA ifade diizeylerindeki degisimin
degerlendirilmesi amaglanan c¢alismalarda 4000 ng gibi yliksek diizeyde total RNA
konsantrasyonlarinin daha giivenilir sonuglar verdigini géstermektedir. hsa-miR-211-
5p ve hsa-miR-325 i¢in 800 ng ve 4000 ng total RNA ile cDNA sentezi yapilan
caligmalar arasinda goriilen farkli sonuglar da buna 6rnektir. MKH’lerde ifadesi
saptanmayip HGF uyarimi ile saptanabilir seviyelere gelen ya da MKH grubunda
ifadesi olup HGF uyarimi ile kaybolan miRNA’lar dikkate deger olup ileri
caligmalarda bu miRNA’larin ifade diizeylerinin detayli incelenmesi gereklidir. RT-
qPCR ile miRNA gen ifade diizeyi arastirma c¢alismalarinda miimkiin olabildigince

yiiksek diizeyde total RNA kullanilmas1 onerilir.

HGEF ile lisanslanan MKH’lerde ve ko-kiiltiirlerde, yolak analizlerinde ifadesi
degisen miRNA’larin hedefi olarak saptanan genlerin ifade diizeylerinin incelenmesi
gelecek calismalarda oOnerilir. miRNA hedef genlerinin kesisim kiimeleri yerine
birlesim kiimeleri ile zenginlestirme analiz ¢caligmalar1 da 6nemli olabilecek ek bilgiler
saglayabilir. Ayrica MIRNA kat degisim esigini 2’den 1.5’e indirerek analizlerin

tekrarlanmasi daha fazla fonksiyonel bilgi verebilir.
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