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OZET

Tavukc¢uoglu, Z., Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) Hastahiginda Belirlenen Aday
MiRNA’larin Dolasimdaki Varhgmin EKkSozomlar Uzerinden Arastirilmasi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2018. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) otozomal resesif kalitim modeline
sahip bir hastaliktir ve monogenik bir hastalik olmasina ragmen fenotipik heterojenite
goriilmektedir. Epigenetik faktorlerden biri olan kodlamayan RNA’lardan mikroRNA
(miRNA)’larin, bu heterojeniteye sebep olan etkenlerden biri olabilecegi
diistiniilmektedir. Eksozomlar; miRNA, lipid, protein gibi bir¢ok 6nemli molekiilii
tastyan Onemli nanovesikiillerdir ve degisik viicut sivilarinda bulunduklar
bilinmektedir. Bu tez ¢aligmasinda, AAA hastaliginda eksozomal miRNA’larin
arastirtlmas1 hedeflenmistir. Bu amagla, hem pediatrik hem de eriskin hasta
gruplarinda M694V/M694V AAA hastalar, saglikli kontroller ve diger sistemik
otoinflamatuvar hastaliga sahip bireylerden ii¢ c¢alisma grubu olusturulmustur. Bu
bireylerin plazma ve serum oOrneklerinden eksozom izolasyonu yapilarak, eksozom
karakterizasyonu i¢in gecirimli elektron mikroskobu (Transmission Electron
Microscopy- TEM) ve akim sitometrisi (Flow cytometry- FC) kullanilmistir. TEM
analizinde, eksozomlar fosfotungstik asit (PTA) boyama ajani ile basarili bir sekilde
goriintlilenebilmis olup, akim sitometri kullanilarak, CD63 ve CDS81 yiizey belirtecleri
ile yapilan analiz sonucunda plazmadan %68,1, serumdan ise %53,3 oraninda
eksozom ayristirilabildigi goriilmiistiir. Eksozomlardan RNA izolasyonu yapilarak
kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative real time-
polymerase chain reaction- gRT-PCR) ile belirlenen miRNA’larin ifadesi
karsilastirilmistir. Bunun sonucunda, miR-197-3p, miR-20a-5p, miR-374b-5p, miR-
30e-3p, miR-186-5p ve miR-29c¢-3p’nin eksozomlarda tasindigi gosterilmis olup,
bunlardan miR-197-3p, miR-20a-5p, miR-374b-5p’nin sistemik otoinflamatuvar hasta
gruplarinda degisken ifadeye sahip oldugu goriilmiistiir. Dolasimdaki varligi
gosterilen, hasta ve kontrol gruplarinda ifade agisindan farkliligi olan bu miRNAlar,
ileride sistemik otoinflamatuvar hastaliklarin tan1 ve tedavisinde biyobelirte¢ olma

ozelligine sahip olabileceklerdir.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), eksozom, miRNA, qRT-PCR
Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: THD-2017-16316).
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ABSTRACT

Tavukcuoglu, Z., Investigation Of Candidate Exosomal miRNAs In The
Circulation In Familial Mediterranean Fever (FMF) Disease, Hacettepe
University Institute of Health Sciences Medical Biology Programme Master of
Science Thesis, Ankara, 2018. Familial Mediterranean Fever (FMF) is inherited in
an autosomal recessive manner. FMF is a monogenic disease however, phenotypic
heterogeneity can be seen in different patient groups. Epigenetic factors including
miRNAs might be a reason behind this heterogeneity. Exosomes are nanovesicles
which are the carriers of many important molecules such as microRNAs, lipids,
proteins and they can be found in many biofluids. The aim of this thesis is to determine
the different exosomal miRNA signatures in FMF disease. For this purpose, three
study groups (healthy control group, M694V/M694V homozygote FMF patient group
and another systemic autoinflammatory disease group) were constituted for both adult
and pediatric patients. After performing exosome isolation from plasma and serum
samples of these individuals, characterization of exosomes was done with
Transmission Electron Microscopy (TEM) and Flow Cytometry (FC). In TEM
analysis, exosomes were visualized successfully with phosphotungstic acid (PTA). In
FC analysis, exosome populations from plasma (68.1%) and serum (53.3%) were
assessed through CD63 and CD81 surface markers. miRNAs were isolated from
exosomes and the expression analysis of candidate miRNAs was done using qRT-
PCR. It was shown that miR-197-3p, miR-20a-5p, miR-374b-5p, miR-30e-3p, MiR-
186-5p, miR-29¢-3p were carried through exosomes and miR-197-3p, miR-20a-5p,
miR-374b-5p were found to have differential expression pattern in systemic
autoinflammatory disease patient groups. These miRNAs, which are shown to be
circulating through exosomes and have varying expression levels between the patient
and control groups, may be considered as biomarkers in the diagnosis and treatment

of systemic autoinflammatory diseases in the future.

Key words: Familial Mediterranean Fever (FMF), exosome, miRNA, gRT-PCR
This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit (Project Number: THD-2017-16316).
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1. GIRIS

AAA otozomal resesif olarak kalitilan otoinflamatuvar bir hastaliktir.
Hastalarda kendini 2-3 giin siiren tekrarlayici yiiksek ates ve abdominal agrilarla
gosterir.  Genel anlamda, nadir hastaliklar grubu igerisinde tanimlanan AAA
hastaliginin, Tirkiye’de goriilme sikligr yiiksektir. AAA monogenik bir hastalik
olmasina ragmen hasta bireylerde fenotip her zaman ayni olmamaktadir. Klinik olarak
AAA o6zelligi gosteren fakat yalnizca tek alelinde mutasyon bulunan hasta bireyler ya
da ayni tip mutasyona sahip olmasina ragmen farkli klinik o6zellikler gosteren
hastalarin varligi AAA hastalig1 patogenezinde epigenetik mekanizmalarin 6nemli rol
oynayabilecegini diisiindliirmektedir. En Onemli epigenetik mekanizmalar histon
modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve kodlanmayan RNA’lardir. Bu mekanizmalarin
icinde kodlanmayan RNA’lardan miRNA’lar ise son yillarda bir¢ok hastaligin
patogeneziyle iligkili olarak karsimiza ¢ikmaktadir. miRNA’lar gen ifadesinin
diizenlenmesini saglayan, 21-23 niikleotit uzunlugunda, tek iplikli ve protein
kodlamayan RNA molekiilleridir. miRNA’lar genelde hiicresel olmakla beraber,
ektraseliiler formlar1 da mevcuttur ve birgok viicut sivisinda bulunurlar. Hiicresel
miRNA’lar hizli bir sekilde degrede olurken ekstraseliiler ya da diger bir isimle
dolagimdaki miRNA’lar daha stabil ve RNaz aktivitesine karsi1 dayaniklilardir. Bu
miRNA’lardan eksozomlarla tasman eksozomal miRNA’lar 06zgiil islevlerini
yapabilmek i¢in eksozomlara yiiklenir ve hedef hiicrelere gonderilirler. Eksozomlar,
30-120 nm arasinda degisen boyutlara sahip, hiicre-hiicre iletisimi, immiin regiilasyon,
sinyal iletimi, genetik materyalin aktarim1 ve daha bircok farkli biyolojik yolagi regiile
edebilen, dolasimdaki nanovesikiillerdir ve birgok viicut sivisinda bulunabilirler.

MiRNA’lar ile iliskili olarak, grubumuzun i¢inde yer aldigi; TUBITAK 1001
(Ailevi Akdeniz Atesi Patogenezinde MEFV Gen Ifadesinin Diizenlenmesinde Rol
Oynayan miRNA’larin Belirlenmesi) ve ERA-NET (Otoinflamatuvar Hastaliklarda
(Tanimlanmis ve Tanimlanmamus) Kisisellestirilmis Molekiiler Tip I¢in Klinik ve
Deneysel Calisma: Modifiye edici (‘Modifier’) Faktorlerin Rolii) projelerinde AAA
hastalig ile iligkili miRNA’lar arastirilmaktadir. Bu iki projede, AAA patogenezinde
inflamatuvar yolaklarda etki gosterdigi saptanan belirli miRNA’lar tespit edilmistir.
Erigkin bireylerde miR-197-3p ve miR-20a-5p’nin kontrol bireyler ve kot gidisli

AAA hastalar arasinda degisken ifadeleri oldugu saptanmis ve yapilan fonksiyonel



analizler sonras1t AAA hastaliginin patogenezinde etkili olduklart bildirilmisti (1). Bu
nedenle, miR-197-3p ve miR-20a-5p tez kapsamindaki ¢alismalara dahil edilmistir.
Pediatrik hastalarda yapilan mikrodizin, gRT-PCR ve biyoinformatik ¢alismalar1
sonrasinda ise, inflamatuvar yolaklarda etki gosterdigi saptanan miRNA’lar (miR-
374b-5p, miR-30e-3p, mMIiR-186-5p, mMiR-29¢c-3p, mMiR-25-5p ve mIiR-329-3p)
belirlenmis ve tez calismasimna dahil edilmistir (Yaymlanmamig Veri). Bu tez
kapsaminda; AAA hastalari, diger sistemik otoinflamatuvar hastaliklara sahip bireyler
(CAPS, HIDS vb.) ve kontrol bireylerden olusan ii¢ grupta belirlenen miRNA’larin
eksozomlardaki varligi arastirilarak kontrol ve hasta gruplari arasindaki ifade

farkliliklan belirlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sistemik Otoinflamatuvar Hastaliklar

Sistemik  otoinflamatuvar hastaliklar, dogal bagisiklik sistemindeki
bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan ve sistemik inflamasyon ataklari ile karakterize olan
hastaliklar grubudur. Genelde monogenik olarak kalitilirlar ve kendilerini tekrarlayan
ates ataklar1 ile gosterirler. Inflamasyonun sebebi hastalarda etkilenen genlere ve
mutasyonlara gore degisebilmekte, fakat hastalarin akut faz reaktantlarinda her zaman
artig goriilmektedir. Laboratuvar testleri ile eritrosit sedimentasyon hizi (ESR), C-
reaktif protein (CRP) ve serum amiloid A (SAA) degerleri dlgiilebilmekte ve hastada
inflamasyon olup olmadigi daha net olarak anlasilabilmektedir (2).

Nadir goriilen sistemik otoinflamatuvar hastaliklar arasinda, kriyopyrin-iligkili
periyodik sendrom (CAPS), tiimor nekrozis faktor (TNF) reseptor iliskili periyodik
sendrom (TRAPS), mevalonat kinaz eksikligi/hiper IgD sendromu (MKD/HIDS) ve
AAA gibi hastaliklar vardir.

Tanimlanmig bir mutasyon olmadig1 durumda bu hastaliklarin tanisin1 koymak
zor olabilmektedir. Genetik test olmadan, yalnizca klinik semptomlardan ¢ikarim
yapmak gerekmekte ve benzer fenotip gosteren hastalik gruplari arasinda bu ayrim net
olarak yapilamamaktadir.

CAPS, nadir goriilen ve otozomal dominant olarak kalitilan hastaliklar
grubudur. Bu gruba, Ailesel Soguk Otoinflamatuvar Sendromu (FCAS), Muckle—
Wells Sendromu (MWS) ve Kronik infantil Nérolojik Kiitandz Artikiiler Sendrom
(CINCA) denen ii¢ farkli hastalik dahildir. Bu hastaliklar, NLRP3 genindeki
mutasyonlar nedeniyle olusur. Mutant kriyopyrin proteini, inflamazomu devamli aktif
halde tutar ve fazla miktarda IL-1B salinimi goriiliir. Bu salinim da hastalarda ates,
yorgunluk, kas-iskelet sistemi bozukluklari, kizariklik, dokiintii olarak kendini
gosterir. Tedavi olarak, genelde IL-1 inhibit6rleri kullanilir. Hastalarin bir kismindaki
mosaizm tespit edilebilirken, yaklasik %40’mndaki (CINCA grubundaki en agir
fenotipteki hastalar) mutasyonlar hala bulunamamistir (3).

TRAPS, nadir goriilen, otozomal dominant olarak kalitilan bir hastaliktir.
Etkilenen gen, TNF’yi kodlayan TNFRSF1A genidir ve hastalarda tekrarlayan yiiksek
ates goriliir. Klinik bulgulart AAA’ya ¢ok benzemekle beraber, ataklar daha uzun



stireli olur ve tedavi molekiilii olarak kolsisin etki etmez. TNF’i bloke eden etanercept
gibi ilaclar disinda IL-1B’y1 hedef alan ilaglar da kullanilmaktadir. Hastaligin siddeti
mutasyona bagli olarak kisiden kisiye degismektedir. TRAPS i¢in en énemli nokta,
hastalarda amiloidoz gelismeden taniy1 koyabilmektir (4).

MKD/HIDS, nadir goriilen ve otozomal resesif olarak kalitilan hastaliklar
grubudur. MVK' geninin kodladigit MVK enzimi izopren ve kolesterol sentezinden
sorumludur. Hastalik spektrumunda {i¢ fenotip goriiliir: hiperimmiinglobulinemi D,
periyodik ates ve mevalonik asidiiri. Mevalonat kinaz aktivitesinde azalmaya bagh
olarak hiperimmiinglobulinemi D gelisir, tamamen eksik oldugunda ise hastaligin en
agir formu olan mevalonik asidiiri goriilir. HIDS i¢in tam bir tedavi yontemi
bilinmemekle beraber, tan1 koyarken genetik test yerine laboratuvar testi yapilmasi
tercih edilir (2).

Diinyada ve Tiirkiye’de en sik goriilen sistemik otoinflamatuvar hastalik AAA

hastaligidir.
2.1.1. Ailevi Akdeniz Atesi

AAA, otozomal resesif olarak kalitilan monogenik ve otoinflamatuvar bir
hastaliktir. Hastalarin klinik semptomlar1 arasinda tekrarlayici yiiksek ates, serozit,
eklem ve abdominal agrilari vardir (5). AAA hastaligi nadir hastaliklar grubu
igerisinde tanimlanmasina ragmen Yahudi, Ermeni ve Arap toplumlarinda hastaligin
goriilme sikligi 1/250-1/1000 olarak kayitlara gecmistir (6). Tirkiye’de goriilme
sikligr ise 1/1073 olarak bilinmektedir (7) .

AAA hastaligi 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) yer alan, 3505
niikleotid igeren ve 10 ekzondan olusan MEFV genindeki mutasyonlar sonucu
meydana gelmektedir (8). MEFV geninin 1, 2, 3, 5, 9 ve 10. ekzonlarinda c¢esitli
mutasyonlar bulunmus olmakla birlikte, mutasyonlar agisindan en zengin ekzonlar 2
ve 10. ekzonlardir. MEFV geninde en sik goriilen mutasyonlar i¢in Tiirkiye’deki allel
frekanslari, M694V i¢in %51,4, M6801 i¢in %14,4, V726A i¢in %8,6 ve E148Q igin
%3,5 ‘dur (9). Bu dort mutasyondan, E148Q mutasyonu 2.ekzonda olusmaktadir
ancak digerleri 10.eckzonda goriilmektedir (10). Bu mutasyonlardan M694V
mutasyonu homozigot oldugu durumda hastalarda bobrek tutulumu goriilebilmekte ve

en agir fenotip olan amiloidoz ortaya ¢ikabilmektedir (11).



MEFV genini kodlayan protein Pyrin olarak isimlendirilip, daha ¢ok néotrofil
ve makrofajlarda ifadesi goriilir. Pyrin proteininin dogal bagisiklik sisteminin
regiilasyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu proteinin mutant oldugu
durumlarda, kaspaz-1 devamli aktif kalir, buna bagh olarak siirekli IL-1f salinimi
gerceklesir ve asirt inflamatuvar cevap olusur (11).

AAA hastaliginin tedavisi 1972°den beri kolsisin ilaci ile saglanmaktadir.
Kolsisinin tedavi agisindan etki mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamis olsa
da, tubulin monomerlerine baglanarak mikrotiibiillerin uzamasmi engelledigi ve
polimer olusumunu bu sekilde durdurdugu bilinmektedir. Ataklar1 Onleyebilmesi
acisindan Onemli olan bu ilacin kullaniminda hastadan hastaya doz miktarlar
degisebilmektedir. Bununla beraber, bu ilaca karst1 bazi hastalar direng
gelistirebilmektedirler. Bu nedenle, giiniimiizde, kolsisine alternatif olarak IL-1
inhibitorleri de tedavi amagli kullanilabilmektedirler (5).

AAA monogenik bir hastalik olmasina ragmen hasta bireylerde fenotip her
zaman ayni olmamaktadir. Ornegin, klinik olarak AAA o6zelligi gosteren fakat
yalnizca tek alelinde mutasyon bulunan hasta bireyler ya da ayni tip mutasyona sahip
olmasina ragmen farkli klinik o6zellikler gosteren hastalarin varligit AAA hastalig
patogenezinde  epigenetik  mekanizmalarin  6nemli  rol  oynayabilecegini

diistindiirmektedir (12, 13).
2.2. Epigenetik ve AAA

Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmadan gen ifadesinin
degismesi olarak tanimlanabilir. Epigenetik mekanizmalar, transkripsiyon faktorleri
ve sinyal yolaklar1 ile baglanti halindedirler ve bu durum onlarin disardan gelen
ekstraseliiler (¢evreden gelen) sinyalleri algilayarak genom ile bu sinyaller arasinda
koprii gorevi gormesini saglar. Epigenetik mekanizmalar, histon modifikasyonlari,
DNA metilasyonu ve kodlamayan RNA’lardir (14). DNA metilasyonu, CpG
adaciklarindaki  sitozinin ~ 5.C  pozisyonundan  metillenmesidir.  DNA
metiltransferazlarin katalizor olarak gorev aldigi bu olay, transkripsiyonel susturmanin
en onemli ogelerinden biridir (15). Histon modifikasyonlari, histon proteinlerinin
asetillenerek, fosforlanarak, metillenerek, ubikitinlenerek ya da baska kimyasal

modifikasyonlardan gegerck kromatin yapisimi ve bu sayede gen ekspresyonunu



degistirmeleridir (16). Kodlamayan RNA’lar ise DNA’dan transkribe olan ama
proteine cevrilmeyen RNA’lardir. piRNA’lar, IncRNA’lar, miRNA’lar bu gruba
dahildir ve gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev alirlar (17).

AAA hastaliginda epigenetik faktorlerin rolii olabilecegine dair son yillarda
birgok galisma yapilmistir. Ornegin, ayn1 atadan gelen ama Tiirkiye ve Almanya gibi
iki farkli cografyada yasamis bireylerle yapilan bir ¢aligmada cevre faktoriiniin
fenotipik varyasyonu %12 oraninda etkileyebilecegi kaydedilmistir (18). Bununla
beraber, 2010 yilinda Ermeni toplumunda genis bir kohort ile ¢alisilmis ve 1299 AAA
hastasinin genotipleri ve klinik semptomlar1 detayli olarak analiz edilmistir. Bu analiz
sonucunda, onemli bir yiizdeye sahip heterozigot bireylerin agir fenotip grubu
icerisinde yer aldiklar1 tespit edilmis ve bu duruma epigenetik faktorlerin sebep
olabilecegi disiiniilmiistir (12). DNA metilasyonu ve AAA arasindaki iliskiyi
gosteren bir ¢alisma 2011 yilinda yapilmistir ve bu ¢alismada, hasta ve kontrol bireyler
arasindaki metilasyon seviyeleri karsilastirilmistir. Buna gore, metilasyon seviyesi
AAA hastalarinda daha fazla, MEFV geni ekspresyonu ise daha diisiikk olarak
bulunmustur (19). Epigenetik faktorler arasindan kodlamayan RNA’lardan en iyi
bilinen ve en ¢ok calisilani ise miRNA’lardir ve farkli birgok hastalikta Oonemli

regiilator molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (20).
2.3. miRNA’lar

Kodlanmayan RNA’lardan miRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesini
saglayan, 21-23 niikleotit uzunlugunda olan, tek iplikli ve protein kodlamayan RNA
molekiilleridir. miRNA 6ncelikle RNA Polimeraz II enzimiyle pri-miRNA formuyla
cekirdekte sentezlenir, Drosha ve DCGRS alt {initesinin kompleks olusturmasiyla pri-
miRNA pargalanir ve pre-miRNA’ya donigiir. Exportin 5 araciligiyla pre-miRNA
cekirdekten sitoplazmaya geger ve burada Dicer enzimleriyle islenerek miRNA ile
uyarilan susturum kompleksini (miRNA-induced silencing complex) olusturur. Bu
kompleks ise daha sonra hedef MRNA molekiiliine baglanarak baskilama islemini
gerceklestirir (21). Tek bir miRNA insan genomunda birgok gene baglanabilmekte ve
ifade diizeylerini etkileyebilmektedir (22).

mMiRNA’lar genelde hedef mRNA’nin 3> UTR bolgesindeki 6zgiil yerlere

baglanarak  post-transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunu diizenlerler.



miRNA’larin 5°UTR, kodlayan diziler ve prométor bolgeler ile interaksiyonlari
gosterilmis olsa da, islevlerini genelde 3’UTR bolgesi lizerinden gergeklestirirler.
mMiIRNA-mRNA interaksiyonu ya mRNA degredasyonunu baglatir ya da protein
sentezini baskilar. mRNA’larin tizerindeki hedef bolgelerin ¢ogunlugu miRNA’lar ile
kismi baz uyumlulugu gosterir. Buna bagl olarak, bir miRNA 100’e yakin farkl
mRNA molekiiliinii hedefleyebilir ve farkli miRNA’lar ayn1t mRNA {izerinde bir¢ok
baglanma noktasina sahip olabilir (23).

Olgun miRNA’nin  ismini miRNA dizisinin yonii belirlemektedir.
Olgunlasmamis stem loop yapisindan olusan, 5’-3” yoniindeki miRNA dizisi igin 5p
kisaltmasi kullanilirken, 3°-5° yoniindeki miRNA dizisi i¢in 3p kisaltmasi kullanilir
(23).

MIRNA’larin insan genlerinin yaklasik %30’unu negatif bir sekilde regiile
ettigi bilinmektedir. Bununla beraber, gelisim, ¢ogalma, farklilasma, immiin
reaksiyon, apoptoz, tiimorgenez, sinyal iletimi ve organ gelisimi gibi bir¢ok farkli
biyolojik olayda onemli rolleri olduklar1 anlagilan miRNA’lar, hatali regiilasyonlar1
nedeniyle farkli hastalik gruplartyla iliskilendirilmislerdir. Farkli kanser tiplerinde,
diyabette, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarinda karsimiza ¢ikan miRNA’larin

hem tani hem de tedavi amagli arastirmalart yapilmaktadir (24).
2.3.1. AAA Hastaliginda miRNA’lar

MIRNA’larin bir¢ok hastaligin patogenezinde dikkati ¢ekmesi ile AAA
hastaliginda da son iki yilda bu konu ile iligkili aragtirmalar artmistir. 2017 yilinda
yapilan bir ¢alismaya gore, AAA hastalari MEFV mutasyonlarina gore alt gruplara
ayrildi; bu gruplar, ekzon 10 mutasyonuna sahip AAA hastalar1 (A grubu), ekzon 3
mutasyonuna sahip AAA hastalar1 (B grubu) ve iki ekzonda da mutasyonu olmayan
AAA hastalar1 (C grubu) olarak tanimlandi. Yapilan mikrodizin analizleri sonrasi, A
ile B grubu arasinda 24, A ile C grubu arasinda 30, B ile C grubu arasinda ise 25 farkl
miRNA’nin ekspresyon farkliliklari tanimlanmistir. Bu bulgular, ileride AAA
hastaliginin alt gruplarmi belirlemede yararli olabilecek biyobelirte¢ ¢aligmalarina
oncii olabilecektir (25).

Ayni yil yapilan bagka bir ¢alismada ise, insan miyelomiyositik hiicrelerinde

MEFV geni baskilanmis ve mikrodizin analizine gidilmistir. Bu analizle beraber



yapilan biyoinformatik ¢alismalar sonrasinda miR-4520a’nin otofaji ile ilgili olan
RHEB/mTOR sinyal yolaginda rol aliyor olabilecegini tespit etmiglerdir. Hedef
geninin ise RHEB geni oldugunu lusiferaz aktivite deneyi ile gosterdikten sonra,
yapilan qRT-PCR deneyleriyle bu miRNA’nin ifadesinin 6zellikle koti gidisli AAA
hastalarinda anlamli bir sekilde arttigini géstermislerdir (26).

Gectigimiz yil ise bu konuda 5 ¢alisma yayimlanmistir. Caligmalardan birinde,
literatiirden otoinflamatuvar hastaliklarla iligkili olabilecek 15 adet miRNA seg¢ilerek
gRT-PCR deneyleri yapilmig, hasta ve kontroller arasinda anlamli olarak ifade
farklilig1 gosteren miRNA’lar belirlenmistir. Bu miRNA’lardan 11 tanesinin kontrol
bireylerle karsilastirildiginda ifadelerinin anlamli bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir.
Kolsisin alan/almayan hastalar kendi iclerinde degerlendirildiginde ise, 5 miRNA’nin
(miR-132, miR-15a, miR-181a, miR-23b, miR-26a) ifadesinin kolsisin alan hastalarda
anlaml bir sekilde arttigi, farkli 5 miRNA’nin (miR-146a, miR-15a, miR-16, miR-
26a, miR-34a) ifadesinin ise yine kolsisin alan hastalarda anlamli bir sekilde azaldig:
belirlenmistir (27). Yayimlanan bir diger ¢aligmada ise atak halinde olan ve olmayan
hastalara ait serum 6rnekleri kullanilarak mikrodizin analizine gidilmis ve miR-204-
3p’nin ifadesinin atakli AAA hastalarinda azaldigi bulunmustur. Lipopolisakkarit
(LPS) indiiklenmesiyle miR-204-3p’nin ifadesi makrofajlarda (THP-1 hiicre hattinda)
bastirilmig ve Toll benzeri reseptor 4 (Toll-Like Reseptor 4- TLR4) yolagiyla aktive
olan sitokinlerin iretimi indiiklenerek kantitasyon g¢aligmalar1 yapilmigtir. Yapilan
biyoinformatik ve lusiferaz aktivite deneyi sonuglarina gore ise, miR-204-3p’nin
fosfoinosit 3-kinaz gamma (PI3Ky) sinyal yolaginda etkili bir miRNA oldugu ortaya
¢ikmistir. Sonug olarak, serumda bulunan miR-204-3p’nin AAA hastaliginda
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ayrica sitokin iiretimini PI3Ky
yolag1 iizerinden bastirabilen bir molekiil oldugu i¢in tedavi hedefi de olabilecegi
belirtilmistir (28). Amarilyo ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢alismada, 10 adet M694V
homozigot AAA hastasi ve 10 adet kontrol bireyden alinan periferik kan 6rneklerinden
RNA izolasyonu yapilmig, sonrasinda ise NanoString nCounter teknolojisi
kullanilarak 798 olgun insan miRNA’nin ifadesi profillenmistir. Buna gore, hastalarda
kontrollere gére 4 miRNA’nin (miR-144-3p, miR-21-5p, miR—4454 ve miR-451a)
ifadesinin arttig1, 3 miRNA’nin (MiR-107, let—7d—5p ve miR-148b-3p) ifadesinin ise
anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir (29).



Bu caligmalar disinda, grubumuz da AAA hastalig1 patogenezine miRNA’larin
olast etkilerini arastirmay1 hedeflemistir. Bu amagla, kotii gidisli 6 AAA hastasi ve 6
kontrol birey ile mikrodizin ve biyoinformatik ¢alismalar1 yapilmistir. Sonug olarak,
miR-20a-5p’nin ifadesinin hastalarda arttig1 ve miR-197-3p’nin hastalarda ifadesinin
azaldig1 goriilmiistiir (1). Iki farkli hiicre hattryla yapilan fonksiyonel analizler sonrast,
miR-20a-5p ve mMiR-197-3p’nin anti-inflamatuvar bir etki mekanizmasina sahip
oldugu anlagilmistir. Ayrica, miR-197-3p i¢in lusiferaz aktivite deneyleri de
tamamlanmis ve bu miRNA’nin hedef geninin IL1R1 oldugu tespit edilmistir

(yayinlanmamais vert).
2.3.2. Ekstraseliiler miRNA’lar

MIRNA’lar genelde hiicrelerden salinmakla beraber, hiicre dis1 salinan formlart
da mevcuttur ve bu formlar bir¢ok viicut sivisinda bulunabilirler. Hiicresel miRNA’lar
hizl1 bir sekilde degrede olurken ekstraseliiler ya da diger bir isimle dolasimdaki
miRNA’lar (ECmIRNA) daha stabil ve RNaz aktivitesine kars1 daha dayaniklilardir.
Viicut sivilarindaki ECmiRNA’lar yiiksek ya da diisiik pH, birgok kere yapilan don-
¢0z ya da kaynama olaylar1 gibi zorlu kosullar karsisinda stabil kalmislardir. Ayni
kosullar altinda, hiicresel miRNA’lar hemen degrede olmaktadirlar. ECmiRNAlar;
eksozomlarla, Ago protein kompleksleriyle, mikrovesikiillerle, High-Density
Lipoprotein (HDL) ile ya da apoptotik cisimciklerle dig ortama salinabilirler. Ago2
proteini RNA-induced silencing complex ‘in temel elemanlarindan biridir ve
mRNA’nin translasyonunun regiilasyonundan sorumludur. 2011 yilinda iki bagimsiz
caligma grubu tarafindan ECmiRNA’larin %90’inin Ago protein ailesiyle tasindigt,
ancak bu birlesmenin 6zgiil olmadigi ve hiicrelerin 6liimii ile ortaya ¢ikan fizyolojik
bir aktivite sonucu oldugu rapor edilmistir (30).

Mikrovesikiiller, diger adlariyla ektozomlar ya da mikropartikiiller, eksozom
benzeri nanovesikiillerdir ama biiyiikliikleri, salinim ve biyogenez mekanizmalar1 gibi
temel Ozellikleri bakimindan eksozomlardan farklilik gosterirler. Caplari 100-1000 nm
arasinda degismekle beraber, eksozomlara gére morfolojik yapilari daha heterojendir.
Ayrica, eksozomlarin aksine (endositik yolakta ice dogru ¢ikinti, Sekil 2.3.) direkt
olarak plazma membranindan disariya dogru ¢ikint1 yaparak serbest kalirlar. Kanser

hiicreleri de dahil olmak iizere birgok hiicre tipi, mikrovesikiilleri ekstraseliiler ortama
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salgilamaktadir. Eksozomlar gibi, mikrovesikiiller de miRNA’lar1 i¢lerinde koruyucu
bir sekilde tasiyabilmektedirler. Birgok farklt hastalik mekanizmasi igin
mikrovesikiillerle caligmalar ylriitiilmiis ve bu vesikiillerin 6nemli biyolojik
yolaklarda etkili olabilecegi ortaya konulmustur (31).

ECmiRNA’lar aynt zamanda lipoproteinler ile ekstraseliiler ortama
salinmaktadirlar. Lipoproteinler, cesitli lipidler ve proteinlerden olusmakla beraber,
steroidlerin, trigliserollerin, kolesterol ve yagda ¢ozilinen vitaminlerin karacigerden
periferal dokulara tasinmasinda gorevlidirler. Lipoproteinler, Yiiksek orandaki
coziiniirliikleri ve suda ¢oziinmeyen molekiillere olan yiiksek afiniteleri sebebiyle,
niikleik asitleri tasiyabilir ve hatta gen iletim ajani olarak bile kullanilabilirler.
Lipoproteinlerden 6zellikle HDL ile tasinan miRNA’larin farkli patolojik durumlara
kars1 6zglin ekspresyon paternleri olusturabilecegi bildirilmistir. Ancak, miRNA’larin
aktif ve secici olarak HDL’lere yiiklenerek verici hiicrelerden alici hiicrelere
tagindigini kanitlamak pek miimkiin olmamaktadir (31).

Apoptotik cisimcikler ise bilinen en biiyiik ekstraseliiler vesikiillerdir. Caplari
1 ila 5 pm arasinda degigmekle birlikte, gerekli olmayan hiicrelerin ortadan
kaldirilmasini saglayan ve en 6nemli hiicresel olaylardan biri olan apoptoz siirecinin
sonlaria dogru salimimlart gerceklesir. Diger ekstraseliiler vesikiiller gibi, onlar da
cesitli molekiillerin (6rnegin, miRNA’lar, mRNA’lar ve DNA parcaciklari)
taginmasini saglayabilirler. Ancak, apoptotik cisimciklere yiiklenen miRNA’lar, 6len
hiicrelerin yan {irtinleridir. Bu durumda, miRNA’larmn apoptotik cisimcikler igerisine
alinmasinin segici ve 0zgiin bir sekilde yapilip yapilmadig: soru isaretini korumakta
ve konu hakkinda daha fazla arastirmay gerektirmektedir (31).

Bu bilgilere gore, ECmiRNA’larin Ago protein kompleksleriyle ya da
apoptotik cisimciklerle salinimlari genelde 6zgiil olmamakla beraber, bu miRNA’lar
hiicrelerdeki fizyolojik aktivitelerin sonucu olarak bu yapilarla tasinmaktadirlar.
Mikrovesikiil ya da HDL aracili taginabilen ekstraseliiler miRNA’lar da bulunmakla
beraber, ECmiRNA c¢alismalar1 daha ¢ok eksozomlar iizerine yogunlagmistir. Bunun
nedeni ise eksozomal miRNA’larin O6nemli bir kisminin 6zgiil fonksiyonlarim
yapabilmek i¢in eksozomlara yiliklenmekte ve hedef hiicrelere gonderilmekte

olmalaridir (31).
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Sekil 2.1. Ekstraseliiler miRNA’larin biyogenezi ve dig ortama salinim
mekanizmalari (31).

2.4. Eksozomlar

Eksozomlar, 30-120 nm arasinda degisen boyutlara sahip, hiicre-hiicre
iletisimi, immiin sistemin regiilasyonu, sinyal iletimi, genetik materyalin aktarimi ve
daha bir¢ok farkli biyolojik yolag: regiile edebilen, dolasimdaki nanovesikiillerdir.
Eksozomlar plazma, serum, idrar, eklem sivisi gibi bircok viicut sivisinda
bulunabilirler (31) (Sekil 2.2). Bu vesikiiller; protein, lipid, miRNA ve mRNA gibi
onemli molekiilleri tagiyarak, hiicreler arasi interaksiyonda araci olarak gorev alirlar.
2007 yilinda Valadi ve arkadaslar1 tarafindan gosterildigi lizere, eksozomlar dondr
hiicreden alic1 hiicreye degrede olmadan MRNA ve miRNA’y1 tasiyabilmekte ve bu
tasinan RNA molekiilleri alici hiicrede protein iiretimini ya da gen ifadesini
degistirebilmekte yani gittigi bolgede fonksiyonel olabilmektedir. Bu 6ncii ¢alismada,
fare ve insan mast hiicre hatlarindan eksozom eldesi yapilarak iclerinde RNA
oldugunun tespiti yapilmig ve mikrodizin ¢aligsmalarina gidilmistir. Bu analizlerde,
verici hiicrede ifadesi olmayan genlere ait yeni mMRNA’lar kesfedilmistir. Bulunan

RNA molekiillerinin hiicre hatlarina transferinin miimkiin oldugu in vitro translation
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yontemiyle gosterilmistir. Ayrica, RNA i¢in kalite kontrolii yapilirken miRNA gibi
kiigiik RNA molekiillerine de rastlanmigtir. Bu miRNA’lar1 tanimlamak i¢in
mMIRCURY LNA Dizin sistemi uygulanmis ve 121 adet miRNA’nin eksozomlarda
tasindig1 gosterilmistir. Bu miRNA’lardan bir kisminin eksozomlarda hiicreye gore
daha fazla ifadesinin oldugu anlasilmis ve bu yiizden bazi miRNA’larin 6zgiil olarak
eksozomlara yiiklenip islevlerini gerceklestirdikleri 6ne siiriilmistiir (32).

Eksozomlarin koken aldiklar1 ve hedefledikleri hiicreler in vivo ¢alismalari i¢in
belirleyici faktor olmasina ragmen eksozomlar dolagima salindigi zaman bu sorunun
cevabini bulmak zorlagmaktadir. Verici hiicre miRNA igerigi ile eksozomal miRNA
icerigi karsilagtirilarak eksozomlarin hangi hiicrelerden koken aldigi calisabilmekte
ancak bu yaklasim da ¢ok basarili olamamaktadir (33).

Eksozomlar1 bu kadar 06zel yapan kisim aslinda tasidiklart miRNA
molekiilleridir. Bu ylizden, yasanan zorluklara ragmen eksozomal miRNA’larin
gittikleri alic1 hiicrelerde fonksiyonel olmalar1 2012 yilinda dendritik hiicreden elde
edilen eksozomlar araciligiyla da gosterilmistir. GFP-bagli proteinler eksozomlara
inkorpore edilmis ve bu eksozomlarin hem yakin bolgelerdeki dendritik hiicrelere hem
de antijen spesifik- CD4" T hiicrelerine gittigi gosterilmistir. Ayrica, 6zel bir
goriintiileme sistemi ile (spektroflorimetri, floresan time-lapse ve immiino-elektron
mikroskop teknikleri birlestirilmistir.), dendritik hiicreler aras1 eksozomal transfer
incelenmis ve eksozomlarin hedef dendritik hiicre ile birlesimi ve eksozomal igerigin
dendritik hiicre sitozoliine salinimi goriintiilenmistir. Alict dendritik hiicrelerdeki
mRNA’larin baskilanmis olmasi ise eksozomal miRNA’larin fonksiyonel olduklarini

gostermistir (34, 35).
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Sekil 2.2. Bugiine kadar eksozomlar ve eksozomal miRNA’lar ile iliskilendirilmis
viicut sivilart (31).

2.4.1. Eksozomlarin Biyogenezi ve Molekiiler Kompozisyonu

Eksozomlarin biyogenezi plazma membraninda bir cebin olusmasi ordan ice
dogru bir ¢ikint1 ile endozomlarin olusmasi ile baslar. Erken endozom zarinin kendi
icinde kivrilmasiyla ise ¢ok kesecikli yapilar yani multivesikiiler body’ler (MVB)
olusur. Bu ¢ok-kesecikli ge¢ endozom, hiicre zari ile birlesip igerisindeki kargoyu
eksositoz ile dis ortama verirse eksozomlar salinmis olurlar (Sekil 2.3). Eger geg
endozomal yap1 lizozom ile birlesirse, biyolojik siire¢ degredasyonla sonuglanir. Bu
yiizden eksozomlar, olusum mekanizmalar1 bakimindan plazma membranindan direkt

koparak ayrilan diger ekstraseliiler vesikiillerden farklidirlar (36).
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Sekil 2.3. Eksozomlarin biyogenezi (37).

Eksozomlar, endozomal bir orijinden geldikleri icin tetraspaninler (CD9,
CD63, CD81 and CD82), hiicre zar1 tasinmasinda ve birlesmesinde gerekli Annexin,
Rab ve flotillin proteinleri, MVB biyogenezi i¢in gerekli Alix ve TSG101 proteinleri
ve Hsc70, Hsp90 gibi heat shock proteinlerinden olusur. Bu vesikiiller ayrica aktin,
tubulin gibi hiicre iskeleti proteinlerini ve GAPDH, piirivat kinaz gibi metabolik
enzimleri biinyelerinde barindirirlar. Bununla beraber, eksozomal membran
kolesterol, sphingolipid, seramid ve gliserolfosfolipid gibi uzun ve doymus yag asidi
grubu lipid raft molekiillerince zengindir. Ayrica, antijen sunan hiicrelerden elde
edilen eksozomlar (dendritik hiicre gibi) yiizeylerinde major histokompatibilite

kompleksi | ve II’yi ifade edebilirler (36).
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Sekil 2.4. Eksozomlarin molekiiler kompozisyonu (38).

2.4.2. Eksozomlarin izolasyonu ve Karakterizasyonu

Eksozomlarin izolasyonunda belirlenmis ortak bir protokol olmayip bu amagla
bes farkli yaklasim izlenmektedir. Bu yontemler, ultrasantrifiij, ultrafiltrasyon, immiin
afinite, presipitasyon ve yogunluk asamali (density-gradient) c¢oktiirmedir.
Ultrasantrifiij, hala en 1y1 yontem olarak bilinmekte ve siklikla uygulanmaktadir. Bu
yontemde, farkli santrifiij merkezka¢ kuvvetleriyle art arda santrifiij dongiileri
uygulanir ve eksozomlar biyiiklik ve yogunluklarina gore Ornekteki diger
molekiillerden ayrilir. Izolasyon igin, fazla miktarda baslangic materyali gerekir.
Ultrafiltrasyonda ise, klasik filtrasyon yontemlerine benzer sekilde molekiiler agirlig
bilinen farkli nanomembranlar kullanilir. Ultrasantrifiijjden daha kisa siirmesine
ragmen, membranlar tikanabilmekte ve bu da 6rnek kaybina yol acabilmektedir.
Immiin afinite yonteminde ise eksozomlarda sik bulunan yiizey belirtecleri (CD63,
CDS8]1 gibi) hedef alinarak tasarlanan antikor fikse manyetik boncuklar s6z konusudur.

Bu yontem pahali olmakla birlikte, eksozom eldesi genelde azdir. Presipitasyon
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yonteminde, eksozomlar PEG bazli bir hidrofilik polimer yardimiyla diisiik hizl
santrifiijde cokturtlir. Hizli ve ¢ok etkili bir yontem olmasina ragmen, birlikte
cokebilen ve eksozom olmayan kontaminantlar sorun teskil edebilmektedir. Yogunluk
asamal1 ¢coktiirmede ise, ultrasantrifiijiin yaninda degisen yogunluklu siikroz tabakasi
da kullanilir ve eksozomlarin biiylikliik ayrimi bu yontem sayesinde daha 6zgiil
olabilir (39, 40).

Eksozomlar biiyiikliiklerine, morfolojilerine, konsantrasyonlarina ve
molekiiler kompozisyonlarina gore karakterize edilebilir. En sik kullanilan yontemler,
TEM, akim sitometri ya da Western Blot yontemleridir. Ancak, her gecen giin gelisen
teknolojiyle birlikte yeni karakterizasyon yontemleri de eksozomlar igin
kullanilabilmektedir. Bu teknolojilere 6rnek olarak, Dynamic light scattering (DLS),
Nanoparticle tracking analysis (NTA), Atomic force microscopy (AFM) verilebilir.
TEM yonteminde, eksozomlar morfolojilerine ve biiyiikliiklerine gore karakterize
edilir. Eksozomlarin ¢aplari ¢ok kiicik oldugu i¢in, konvansiyonel 151k
mikroskoplariyla goriintiileme alinamamaktadir. Elektronlarin kisa dalga boylar
sayesinde, eksozomlara 6zgiin cup-shaped morfoloji gozlemlenebilir. Akim sitometri
yonteminde, eksozomlar yiizey belirteclerine gore siniflandirilabilmektedir. Ancak,
¢ogu akim sitometri cihazinin algilayabildigi biyiikliik araligi limitlidir. Eksozomlara
0zel akim sitometri cihazlar1 giiniimiizde iiretilmeye baslanmistir ancak konvansiyonel
cihazlarda da bu vesikiilleri karakterize edebilmek miimkiindiir. Bunun igin,
biiyiikliigii bilinen 6zel lateks boncuklar kullanilip eksozomlarin onlara baglanmasi
saglanabilmektedir. Western Blot yonteminde ise eksozomlardan protein eldesi yapilir
ve en sik gdzlenen protein belirteclerine bakilir. Eksozomal olmadigi bilinen bagka
proteinlere de bakilarak, yontem gelistirilebilir. NTA yontemi, basit olarak bir lazer ve
hassas kamerali mikroskop sistemi igerir ve siv1 igindeki partikiillerin Brownian (bir
siv1 i¢indeki partikiillerin diger atom ya da molekiillere ¢arpmasindan dogan rastgele
hareketler) hareketine goére olglimiinii yapar. Bu yontem sayesinde, tam biiytikliik
belirlenebilir ve 6zel antikorlar kullanilirsa floresan sinyalinden kantitasyonu da
yapilabilir. AFM yo6nteminde, yiizey ¢ubuk benzeri diizenek ucundaki oldukga ince bir
igneyle taranir ve yiizey topografisi 3D olarak yiiksek rezoliisyonda goriintiilenebilir.
DLS yonteminde, lazer 1s1n1 yardimiyla dagilan 15181 yogunlugu zamana bagl olarak

ol¢iiliir ve eksozom biiyiikliigii belirlenebilir (41).
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2.4.3. Aday Biyobelirte¢ Olarak Eksozomlar ve Eksozomal miRNA’lar

Eksozomlar tasidiklart molekiiller ve hiicre-hiicre interaksiyonunu saglayan
arac1 vesikiiller olduklar1 igin, farkli hastaliklarda aday biyobelirteg olarak one
¢ikmiglardir. Eksozomlar, RNA bakimindan oldukg¢a zengindir. Yapilan bir deep
sequencing c¢alismasinda, en dominant RNA tiiriiniin 4 ile 40 niikleotit arasinda
degisen boyutlartyla miRNA’lar oldugu belirlenmistir (42). Ozellikle, tasidiklari
miRNA’larin dondr hiicreden alici hiicreye gectiklerinde, stabil ve fonksiyonel
olmalar1 ve bu sayede hedef genlerin ekspresyonunu degistirebilmeleri eksozomlari
cok degerli vesikiiller haline getirmistir. Bu amagcla, kanserden bobrek hastaliklarina
kadar ulasan genis bir spektrumda eksozomal miRNA’larin prognostik ve diyagnostik
amaglarla kullanilabilmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir (43, 44).

Son yillarda, likit biyopsi denilen kansere dnceden teshis koymaya, hastalar
icin en etkili tedavi yontemini bulmaya ya da kanserin geri doniip donmedigini
anlamaya yonelik bir kan testi gelistirilmistir. Likit biyopsi islemi i¢in; eksozomlar,
dolagimdaki tiimor hiicreleri ya da tim6r DNA’s1 kullanilabilmektedir (45). Yapilacak
analizler i¢in eksozomlar1 kullanmak daha avantajlidir c¢iinkii, eksozomlarin
konsantrasyonu dolasimdaki tiimér hiicrelerine gore daha fazladir ve bu yiizden daha
kolay zenginlestirilebilirler (40). Eksozomlar: likit biyopside kullanmak invaziv
olmayan bir yontem oldugu i¢in de tercih edilmektedir (46).

Otoimmiin ve otoinflamatuvar hastaliklarda da eksozomal miRNA’lar ile
yapilan calismalar son yillarda karsimiza g¢ikmaktadir. Ornegin, 2015 yilinda
yayinlanan bir ¢aligmada, sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalari ile ¢calisilmis ve
hastalarin idrar Orneklerinden eksozom izole edilmistir, daha sonra ise bu
eksozomlardan miRNA elde edilmistir. Yapilan qRT-PCR analizleriyle literatiirden
secilen miR302d, miR-335, miR-200c ve miR-146a’nin eksozomlar araciligiyla
tagindig1 ve 6zellikle miR-146a’nin SLE hastaliginin patogenezinde etkili olabilecegi
ve ileride SLE i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (47). Baska bir
ornek ise ¢cocuklardaki koroner kalp rahatsizliginin en bilinen sebeplerinden biri olan
ve otoinflamatuvar bir hastalik olan Kawasaki hastaligidir. Bu rahatsizligin
giinlimiizde bile etkili bir diagnostik biyobelirteci bulunmamaktadir. Bu amacla
yapilmis ve 2017 yilinin Mart ayinda yaymlanmis bir ¢alismada serumdan elde edilen

eksozomlar kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmis, yapilan mikrodizin analizi
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ve gRT-PCR analizleriyle 4 adet miRNA diger febril hastaliklar ile Kawasaki
hastaligin1 ve saglikl bireylerle Kawasaki hastaligina sahip olan bireyleri birbirinden
ay1rt etmede aday biyobelirteg olarak 6ne ¢ikabilmistir (48). Ayni sekilde 2017 yilinda
yayinlanan baska bir ¢alismada kompleks ve tanisi zor olan bir hastalik olan multipl
skleroz (MS) hastaliginin tizerinde durulmus ve hem MS hastalarin1 hem de saglikl
kontrolleri i¢eren genel bir eksozom transkriptom profilleme ¢aligmasi yapilmigtir. Bu
calismada, 4 adet eksozomal miRNA’nin iki grup arasinda ekspresyon seviyelerinde
gosterdikleri belirgin farkliliklar ile 6ne ¢iktig1 ve tam1 koymada yardimei
olabilecekleri belirtilmistir (49).

2018 yilinda yapilan bir ¢aligmada, 3 romatoid artrit hastasi ve 3 kontrol bireyin
serum Ornekleri kullanilarak spesifik eksozomal miRNA profilleri mikrodizin teknigi
ile analiz edilmis ve kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile
validasyonlar1 yapilmistir. 20 adet eksozom enkapsiile miRNA kontroller ve hastalar
arasinda tanimlanmig, bunlar arasinda miR-6089’un ise hastalarda anlamli bir sekilde
azaldig1 tespit edilmistir. Yapilan fonksiyonel ¢alismalar sonrasi eksozomal miR-
6089’un LPS/TLR4 (Lipopolisakkarit/ Toll benzeri reseptor 4) sinyal yolaginda etkili
oldugu ve TLR4’{in direkt hedef gen oldugu anlasilmistir. Bu miRNA’nin, gelecekte
daha kapsamli ¢alismalarla desteklenerek romatoid artrit hastaliginda biyobelirteg

olarak kullanilmasi miimkiin olabilecektir (50).
2.4.4. Tedavi Molekiilii Olarak Eksozomlar

Gen tedavisi (gen replasmani) eksik ya da hatali olan genin, hastanin
hiicrelerine ya da dokusuna geri kazandirilmasini hedefler ve arastiricilar tarafindan
viral ya da viral olmayan vektorler kullanilarak bu yonde caligmalar yapilmaktadir.
Adenovirtiisler, lentiviriisler, Herpes viriisleri gibi viriis ¢esitleri modifiye bir sekilde
viral vektor olarak kullanilmaktadirlar. Viral olmayan vektorler arasinda ise
lipozomlar ve nanopartikiiller gosterilebilir. Bu vektorlerin kullanimi1 zaman zaman
etkili olmakla birlikte, immiin cevaplarin olugsmasina, mutagenez olusumuna ve
genlerin ancak smirli bir kapasiteyle transfer edilmesi gibi sorunlara yol
acabilmektedir (51).

RNA interferans (RNAI) yontemi ise kisa, ¢ift-zincirli RNA molekiilleri

kullanarak, ilgili genin diziye 6zgiil bir sekilde susturulmasini hedefler. Bunun i¢in
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genelde siRNA molekiilii tercih edilir. iletimi saglamak amaciyla yumusak/organik
nanopartikiiller ya da sert/inorganik nanopartikiiller secilebilir. Genelde,
sert/inorganik olanlar ¢oziiniirliigii kontrol edebilmek i¢in bir polimerle kapli olurlar.
Yumusak/organik nanopartikiillere en 1iyi Ornek lipozomlar ve polimer
nanopartikiillerken, sert/inorganik olanlara nanotiipler ve manyetik nanopartikiiller
ornek olarak verilebilir (52). In vivo olarak siRNA iletimini klinige uyarlamada
asilmasi gereken birtakim zorluklar bulunmaktadir. Bunlar arasinda, siRNA’larin
stabilitelerini koruyamamalari, istenmeyen bolgelerde olusan gen ifadesinin
inhibisyonu ve bagisiklik sisteminin bu molekiilleri tantyamamasi bulunmaktadir.
siRNA’lar ¢iplak halde bulunduklari zaman hemen degrede olurlar ve siRNA’larin
yar1 6miirleri 30 dakikadan kisadir. Bu yiizden, onlar1 koruyucu 6zellikleri olan ve iyi
dizayn edilmis bir iletim mekanizmasina ihtiyag vardir (53).

Giiniimiizde, hem gen tedavisi hem de RNAi yontemi i¢in eksozomlar. immiin
modiilasyonu saglayabilmeleri, 6nemli molekiilleri dogal olarak tastyabilmeleri ve
hiicre-hiicre interaksiyonunda gorevli olmalar1 eksozomlarin tedavi amach
kullanimlarin1 akla getirmektedir. Bu vesikiiller olustugu (dogal) halleriyle,
modifikasyonlara sahip hiicrelerden elde edilmis ya da ekzojenik bir kargoyla
yiiklenmis halleriyle kullanilabilirler (Sekil 2.5.). Dogal haliyle, embriyonik kok
hiicreden elde edilmis eksozomlarin intramiyokardiyal enjeksiyon yoluyla kardiyosit
hiicrelerine verilmesi sonucu komsu hiicre popiilasyonlarinda koruyucu bir etki
goriildiigli ve deneyin yapildigi fare modelinde miyokard enfarktiisii sonras1 kardiyak
fonksiyonlarin diizeldigi not edilmistir. Ikinci bir method olarak ise modifikasyonlara
(6rnegin, transfeksiyon) sahip hiicrelerden elde edilmis eksozomal miRNA’lar ve
proteinler alic1 hiicrelere tedavi amaciyla verilebilir. Ornegin, GE11 peptid DNA’s1
tastyan plazmidler ile transfekte edilmis (siRNA ya da miRNA ile) HEK293
hiicrelerinden elde edilen eksozomlar tiimor hiicrelerini hedefleyerek timor
biiyiimesini durdurucu etki gosterebilirler. Ugiincii bir method olarak ise ekzojenik
RNA’larin eksozomlara elektroporasyon, sonikasyon, kalsiyum kloriir ya da
lipofeksiyon yontemlerini kullanarak direkt olarak yiliklenmesi verilebilir. Noronlar
hedefleyen ve peptid kodlayan bir plazmid ile transfekte edilmis dendritik hiicrelerden
elde edilmis saf eksozomlar siRNA ile elektroporasyon yontemi kullanilarak

yiiklendikten sonra, bu eksozomlarin beyindeki ndronlara gittigi ve herhangi bir
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immiin cevaba yol agmadan buradaki bazi 06zgiill genleri knock-down ettigi
bildirilmistir (54).

Eksozomlarin tedavi amagl olarak bu ti¢ farkli yontemle kullanilmasi disinda
(Sekil 2.5.), eksozom mimetics denilen yeni bir teknolojik kavram son yillarda ortaya
¢ikmis ve ¢ok daha fazla sayida eksozom iiretebilmenin kapilari bu yeni method
sayesinde  aralanmistir.  Hiicrelerin  iyice  sikilmasi  (cell ~ extrusion)
(monosit/makrofajlarin gii¢lii ve ard arda bir sekilde 10-, 5-, ve 1-um’lik filtrelerden
gecmeleri), fazla miktarda nanovesikiil tiretimini saglamigtir. Bu yolla elde edilen
eksozomlara doksorubisin yiiklenerek tiimor hiicreleri hedeflenmis ve anti-timor

etkiler g6zlemlenebilmistir (54).

Dogal olarak olugsmus eksozomlar

Modifikasyonlara sahip hiicrelerden

elde edilmis eksozomlar Endojen kargoyla yiiklenmis

eksozomlar
§§§¢ g8iRNA

ShRNA 22> )
Peptid|

N Plasmid DNA eptidier v =

N l A \:?/:' \‘._{.\J -

=

MIRNA R e ~ I@r =

>, e~ =T (@

. £ 20 =2

Mgy, @ 3

Endojen ve ekzojen kargoyla
yiiklenmis eksozomlar

Ekzojenik kargo ile ytikli eksozomlar

A =
o - @ Alici Hiicreler
«I(;Q‘\
¥ siRNA
. &

Elektroporasyon,
Sonikasyon, ' t J

Eksozomlar  Kalsiyum kloriir,
Lipofeksiyon

Endojen ve ekzojen kargoyla
ylklenmis eksozomlar

Sekil 2.5. Dogal olarak veya modifiye edilerek olusan eksozomlarin tedavi amagh
kullanimlari (54).


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/doksorubisin

21

Tez kapsaminda, sistemik otoinflamatuvar hastaliklarda 6nceki projelerimiz
araciligiyla belirlenen miRNA’lar eksozomlar agisindan incelenmistir.

Bu amag i¢in, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Onayu ile (Tarih: 13.06.2017, Karar no: GO 17/513 -11) (Ek-1) ii¢ ¢alisma
grubu olusturulmustur. Pediatrik grup i¢in; M694V/M694V homozigot AAA hastalari,
saglikli kontroller ve diger sistemik otoinflamatuvar hastaliga sahip bireylerden olusan
calisma grubu olusturulmustur. Erigskin grup i¢in; M694V/M694V homozigot AAA
hastalar1 ve saglikli kontrollerden olusan c¢aligsma grubu olusturulmustur. Erigkin grup
icin CAPS, TRAPS gibi hastaliklara sahip bireylere ait 6rnekler bulunamadigr igin
SAID grubu olusturulamamistir. Pediatrik grupta sadece serum oOrnekleri
biyobankalandigr icin plazma Ornekleri ile calhisilmamistir. Eriskin gruptaki
bireylerden, plazma ve serum 6rnekleri toplanarak eksozom izolasyonu yapilmistir.
Eksozomlarin karakterizasyonu i¢in iki kontrol bireyin plazma ve serum 6rnekleri ile
calisilarak TEM ve akim sitometri teknikleri kullanilmistir. Bu teknikler araciligiyla,
iki biyolojik materyal eksozom yogunluklar1 agisindan karsilastirilabilmistir. TEM
tekniginde farkli boyama ajanlar1 kullanilarak eksozomlar morfolojik olarak
incelenmistir. Akim sitometri tekniginde ise eksozomlarda sik kullanilan CD63 ve
CD81 yiizey belirtecleri ile eksozom popiilasyonlart analiz edilmistir (Sekil 2.6.).
Karakterizasyon islemi sonrast, eriskin (serum ve plazma) ve pediatrik (sadece serum)
bireylerin eksozomlarindan RNA izole edilmis ve qRT-PCR deneyleri yapilmustir.
Belirlenen 8 adet miRNA nin (miR-197-3p, miR-20a-5p, miR-374b-5p, miR-30e-3p,
miR-186-5p, miR-29¢c-3p, mMiR-25-5p ve miR-329-3p) ifade seviyeleri, eriskin ve
pediatrik hasta gruplarinda analiz edilmistir (Sekil 2.7.).
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{ Kontrol iki birey }
( N 1. i i 1.
{ Serumdan Eksozom izolasyonu P El y
Taze izole edilmis -80°C'de saklanmis Taze izole edilmis -80°C’de saklanmig

‘ TEM - Morfolojik inceleme 1

+

Akim Sitometri => Yiizey Belirtegleri
(CD63, CD81)

Sekil 2.6. Eksozom karakterizasyonu i¢in uygulanan deney plani.

PEDIATRIK

l -Koti gidisli 5 AAA hastasi
-6 SAID (3'ii CAPS hastasi)
[ Kétii gidisli AAA hastalari vs. Kontrol blreyler] -5 Kontrol Birey

/\

SERUM _ PLAZMA
-Koti gidigli 10 AAA Hastasi -Kotii gidisli 5 AAA Hastas!

-7 Kontrol Birey -5 Kontrol Birey

l -miR-197-3p
-miR-20a-5p
-miR-374b-5p
-miR-197-3p -miR-186-5p
-miR-20a-5p -miR-30e-3p
-miR-29c¢-3p

-miR-25-5p
-miR-329-3p

Sekil 2.7. Eriskin ve pediatrik gruplardaki miRNA ifade analizleri i¢in uygulanan
deney plani.

Tez sonucunda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi ile,

. Eksozom izolasyonu arastirmalarinda en sik kullanilan biyolojik sivilar
olan serum ve plazmanin farkinin ortaya konmasi,

. Daha onceki aragtirmalarimizda bulmus oldugumuz miRNA’larin
eksozomlarda tagindiginin gosterilmesi,

. Dolasimdaki varligi gosterilen; hasta ve kontrol gruplarinda ifade
acisindan farklilig1 olan miRNAlar’in belirlenmesi ile sistemik bir etkinin goriildiigi

AAA hastalig1 acisindan literatiire onemli katkilarin saglanmasi ongoriilmektedir.



3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Total Kandan Serum ve Plazma izolasyonu
Sitratli ve jelli (vakumlu) tiipler (BD Vacutainer)
3.1.2. Serum ve Plazmadan Eksozom izolasyonu
miRCURY™ Exosome Isolation Kit — Serum and plasma
3.1.3. Eksozomlarin TEM ile Karakterizasyonu

Formvar/karbon kapl grid
Osmiyum tetroksit (%1 w/v)
Fosfotungstik asit Hs3PW12040 (%2 w/v)
Uranil asetat (25 gr, Dihydrate, Depleted Uranium)
0,1 M (X +Y) tamponu:
-X soliisyonu (stok):

*Na,HPO4 - 2H20 : 35,60 gr

* Distile su: 1000 ml
-Y soliisyonu (stok):

* NaHPO,4 - 2H20 : 31,20 gr

* Distile su: 1000 ml
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0,1 M (X +Y) icin = 800 ml X soliisyonu + 200 ml Y soliisyonu + 1000 ml

distile su

Parafilm

3.1.4. Eksozomlarin Akim Sitometri ile Karakterizasyonu

APC anti- insan CD81 (TAPA-1) (BioLegend)
APC fare IgG1, « izotip kontrol (BioLegend)
PE anti- insan CD63 (BioLegend)

PE fare IgG1, « izotip kontrol (BioLegend)
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Aldehit- siilfat kapli lateks boncuklar (Bead), %4 w/v, 4 um (ThermoFisher
Scientific)

1M glisin

%0,5 BSA/PBS

3.1.5. Eksozomlardan miRNA izolasyonu

miRCURY™ RNA Isolation Kit — Biofluids
Izopropanol (AppliChem)

Proteinaz K
3.1.6. cDNA Sentezi

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI)
TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit

3.1.7. qRT-PCR

TagMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri (miR-20a, miR-197, RNU48,
U6)

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

TagMan® Advanced miRNA Assays (MiR-186-5p, miR-25-5p, miR-29c-3p,
miR-329-3p, miR-374b-5p, miR-30e-3p)



25

3.2. Yontemler
3.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu tez calismasi kapsaminda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin
Romatoloji Boliimii ve Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi
Pediatri Anabilim Dali Romatoloji Bolimii’nden kan &rnekleri toplanmistir. Tez
kapsaminda yapilacak ¢alismalar i¢in, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1 alinmistir (Tarih: 13.06.2017, Karar no: GO
17/513 -11). (Bkz. Ek-1) Calismaya katilan eriskin koti gidisli 10 AAA hastasinin
klinik bilgileri Tablo 4.1’de 6zetlenmistir. Calismaya katilan pediatrik kotii gidigli 5
AAA hastasinin ve 6 SAID’in ise klinik bilgileri Tablo 4.2’de 6zetlenmistir. Kontrol
gruplar1 herhangi bir inflamatuvar hastaligi olmayan bireylerden secilmistir. Erigskin
ve pediatrik grup i¢in ayri ¢alisma gruplari olusturulmustur. Erigkin grup igin 24-30
yas araligindaki, pediatrik grup i¢in 9-15 yas araligindaki bireyler kullanilmistir.
Erigskin grup icin CAPS, TRAPS gibi hastaliklara sahip bireylere ait Ornekler
bulunamadigi i¢cin SAID grubu olusturulamamistir. Her iki grup i¢in de referans CRP
(C-Reaktif Protein) degeri 0-0,8 mg/dL olarak alinmistir. Ayrica, Hacettepe
Universitesi T1p Fakiiltesi Eriskin Romatoloji Béliimii ve Hacettepe Universitesi Thsan
Dogramaci Cocuk Hastanesi Pediatri Anabilim Dali Romatoloji Boliimii tarafindan
hastalarin yaslari, tan1 aldiklan yaslar, kullandiklar1 ilaglar (dozlariyla birlikte) ve
otoinflamatuvar hastalik aktivite indeksleri (AIDAI) not edilmistir ve ¢aligma gruplari
buna gore olusturulmustur. Otoinflamatuvar hastalik aktivite indeksleri (AIDAI),
otoinflamatuvar hastaliklarda hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
ve 13 maddeden olusan bir skordur. Bu maddeler; ates, tiim semptomlar, karin agrisi,
bulanti/kusma, ishal, bas agris1, gégiis agrisi, agrili lenf nodlari, artralji veya miyalji,

eklemlerde sislik, goz bulgulari, cilt dokiintiisii ve agrinin gegmesidir (55).
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3.2.2. Total Kandan Serum ve Plazma izolasyonu
Serum

Jelli tiip i¢ine alinan kanlar 45 dk oda sicakliginda bekletildi.

Tiipler, +4 °C’de ve 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Ustte kalan siipernatant kriyoprezervasyon tiiplerine 500 ul olacak sekilde
alikotlandu.

Orneklerin yaris1 -80 °C’de, yaris1 s1v1 azotta saklandu.
Plazma

Sitrath tiip igerisine alinan kanlara, bekletilmeden +4 °C’de ve 1500 x g’de 10
dk santrifiij yapilda.

Ustte kalan siipernatant kriyoprezervasyon tiiplerine 500 ul olacak sekilde
alikotlandu.

Orneklerin yaris1 -80 °C’de, yaris1 s1v1 azotta sakland.
3.2.3. Serum ve Plazmadan Eksozom izolasyonu
0,5 ml Serumdan Eksozom izolasyonu

0,6 ml serum, hiicre debrisinden kurtulmak i¢in 10.000 x g’de ve 5 dk boyunca
santriflyj yapildu.

0,5 ml siipernatan yeni bir reaksiyon vialine alindu.

Uzerine 200 pl presipitasyon tamponu A eklendi ve iyice karistirmak igin
yaklasik 5 saniye boyunca vortekslendi.

Ornekler, +4 °C’de ve biitiin gece inkiibasyona birakildi.

Ertesi glin, 1500 x g’de ve oda sicakliginda 30 dk boyunca santrifiij yapildi.
Ustte kalan siipernatanin tamami uzaklastirildi ve eksozom pelleti 270 ul
resiispansiyon tamponu ile ¢ozdiiriildi.

Eksozom ornekleri -80 °C’de saklandi.
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0,5 ml Plazmadan Eksozom izolasyonu

6 ul thrombin 0,6 ml plazmaya eklendi, karistirildi ve 5 dk boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi.

0,6 ml plazma, 10.000 x g’de ve 5 dk boyunca santrifiij yapilda.

0,5 ml siipernatan yeni bir reaksiyon vialine alindi.

Uzerine 200 pl presipitasyon tamponu A eklendi ve iyice karistirmak igin
yaklasik 5 saniye boyunca vortekslendi.

Ornekler, +4 °C’de ve biitiin gece inkiibasyona birakilds.

Ertesi giin, 500 x g’de ve oda sicakliginda 5 dk boyunca santrifiij yapildi.
Ustte kalan siipernatanin tamami uzaklastirildi ve eksozom pelleti 270 ul
Restispansiyon Tamponu ile ¢ozdiiriildii.

Eksozom Ornekleri -80 °C’de saklandi.
1,4 ml Serumdan Eksozom izolasyonu

1,5 ml serum, hiicre debrisinden kurtulmak i¢in 10.000 x g’de ve 5 dk boyunca
santrifiij edildi.

1,4 ml slipernatan 2 mI’lik yeni bir reaksiyon vialine alind1.

Uzerine 560 pl presipitasyon tamponu A eklenir ve iyice karistirmak igin
yaklasik 5 saniye boyunca vortekslendi.

Ornekler, +4 °C’de ve biitiin gece inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin, 1500 x g’de ve oda sicakliginda 30 dk boyunca santrifiij yapildi.
Ustte kalan siipernatanin tamamu uzaklastirildi ve eksozom pelleti 240 ul
resiispansiyon tamponu ile ¢ozdiiriildi.

Eksozom ornekleri -80 °C’de saklandi.
1,4 ml Plazmadan Eksozom Izolasyonu

17 pl thrombin 1,7 ml plazmaya eklenir, karistirilir ve 5 dk boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi.
Ornekler, 10.000 x g’de ve 5 dk boyunca santrifiij yapildi.

1,4 ml siipernatan 2 ml’lik yeni bir reaksiyon vialine alindi.
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Uzerine 560 pl presipitasyon tamponu A eklendi ve iyice karistirmak igin
yaklasik 5 saniye boyunca vortekslendi.

Ornekler, +4 °C’de ve biitiin gece inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin, 500 x g’de ve oda sicakliginda 5 dk boyunca ornekler santrifiij
edildi.

Ustte kalan siipernatanin tamami uzaklastirildi ve eksozom pelleti 240 pl
reslispansiyon tamponu ile ¢ozdiiriildi.

Eksozom ornekleri -80 °C’de saklandi.
3.2.4. Eksozomlarin TEM ile Karakterizasyonu

270 pl (X+Y) tamponu iginde ¢ozdiiriilmiis eksozom pelletinden gridlere 5 pl
olacak sekilde konuldu.

Eksozom pelleti gridin yiizeyine iyice isleyene kadar (pelleti cok kurutmadan)
yaklasik 15 dk boyunca beklendi.

1-2 ul (gridin yilizeyini kaplayacak kadar) %2 osmiyum tetroksit (OsmQOsa) ile
gridler karanlikta 60 dk boyunca inkiibe edildi. Ayrica, herhangi bir fiksatif
ajan olmadan sadece boyanarak incelenen grid 6rnekleri de olusturuldu. Bu
ornekler, %2 OsmO4 ile muamele edilmeden direkt boyama iglemine tabi
tutuldular.

Biitiin gridler, parafilm tizerinde olusturulmus (X+Y') tampon damlaciklarinda
3 kere 1 dk boyunca yikandi. Daha sonra 1 kere 1 dk boyunca distile suda
yikandi (biitiin yikamalar oda sicakliginda gergeklestirildi).

Yikama isleminden sonra, bazi gridler 10 dk boyunca parafilm {iizerinde
olusturulmus %2 PTA damlaciklarinin iizerinde boyandi.

Diger gridler ise 15 dk boyunca ve karanlik ortamda parafilm iizerinde
olusturulmus tiranil asetat (UA) damlaciklarinin tizerinde boyandi.

Biitiin gridler, 3 kere 1 dk boyunca distile suda yikandi.

Gridler 6zel cimbizlartyla alindi, kenarlari kurutma kagidi serili petriye
degdirilerek iyice kurutuldu.

JEOL JEM-1400 elektron mikroskobu altinda drnekler incelendi.

3.2.5. Eksozomlarin Akim Sitometri Ile Karakterizasyonu
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o 10 pl %4 (w/v) aldehit- siilfat kapli lateks boncuklar 50 pl resiispanse edilmis
eksozom Ornekleriyle karistirildi (taze izole edilmis plazma ve serumdan ya da
daha 6nce izole edilmis plazma ve serumdan elde edilen).

e Omekler, +4 °C’de ve biitiin gece rotator iizerinde (yavasca karistirarak)
inkiibasyona birakild.

e Ertesi giin, 60 pl 2M’lik glisin tiiplere kondu (son kosulda 1M elde edebilmek
icin) ve 30 dk +4 °C’de inkiibe edildi.

e 20.000 x g’de santriflij yapilarak 2 kere 10 dk boyunca %5 BSA/PBS ile
yikama yapildu.

e Son santrifiijjden sonra, %5 BSA/PBS tamamen uzaklastirilir ve 10 pl antikor
ile boyama islemi serum ve plazmadan elde edilen eksozomlar i¢in ayr1 ayri
gerceklestirildi. (30 dk boyunca, karanlikta ve +4 °C’de)

Sadece APC anti- insan CD81 (TAPA-1)

Sadece APC fare IgGl1, « izotip kontrol

Sadece PE anti- insan CD63

Sadece PE fare IgG1, « izotip kontrol

APC fare IgG1, « izotip kontrol + PE fare IgG1, « izotip kontrol
APC anti- insan CD81 (TAPA-1) + PE anti- insan CD63

e Ornekler, BD FACS ARIA II cihazinda okutuldu ve FlowJo Software’de analiz
edildi.

3.2.6. Eksozomlardan RNA izolasyonu

e lIzolasyona baslamadan dnce, eksozom drnekleri 3000 x g’de, oda sicakliginda
ve 5 dk boyunca santrifiij yapildi.

e Siipernatanin 200 pl’si yeni bir tiibe transfer edildi ve tizerine 20 ul proteinaz
K eklenerek 10 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

e 60 pl lizis soliisyonu eklendi, 5 saniye vortekslendi ve 3 dk boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi.

e 20 ul protein presipitasyon soliisyonu eklendi, 5 saniye vortekslendi ve 1 dk
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Omnekler, 3 dk boyunca 11.000 x g’de santrifiij yapildi.
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e Temiz siipernatan yeni bir tiibe aktarildi, 270 pl izopropanol eklendi ve 5
saniye vortekslendi.

e microRNA Mini Spin Column’lar koleksiyon tiiplerine yerlestirildi, 6rnekler
bu kolonlara yiiklendi ve 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e 30 saniye boyunca 11.000 x g’de santifiij yapildi, iistte kalan siv1 uzaklastirildi
ve kolonlar koleksiyon tiiplerine yerlestirildi

e 50 ul rDNAse kolondaki membranin istiine direkt konuldu ve 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildu.

e 100 pl yikama tamponu 1 kolonun iistiine eklendi, 30 saniye boyunca 11.000
x g’de santifiij yapildi, Gistte kalan sivi uzaklastirild1 ve kolonlar koleksiyon
tiiplerine yerlestirildi.

e 700 pl yikama tamponu 2 kolonun iistiine eklendi, 30 saniye boyunca 11.000
x g’de santifiij yapildi, lstte kalan siv1 uzaklastirildi ve kolonlar koleksiyon
tiiplerine yerlestirildi.

e 250 pl ytkama tamponu 2 kolonun istiine eklendi, 2 dk boyunca 11.000 x g’de
santifiij yapildi, tstte kalan sivi uzaklastirildi ve kolonlar 1,5 m1’lik ependorf
tiiplere yerlestirildi.

e Eliisyon islemi iki asamada gergeklestirildi. Once, 20 ul DEPC’li su 1,5 mI’lik
ependorf tliplerin igindeki kolonlara eklendi, 2 dk beklendi ve 2 dk boyunca
11.000 x g’de santifiij yapildi.

e Sonra, 10 ul DEPC’li su 1,5 ml’lik ependorf tiiplerin i¢indeki kolonlara
eklendi, 2 dk beklendi ve 2 dk boyunca 11.000 x g’de santifiij yapildi.

e RNA konsantrasyonlari NanoDrop ND-1000 ile o6l¢iildii ve RNA’lar
kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

3.2.7. cDNA Sentezi
TagMan Universal Master Mix ile

RNA’lar 5Sng/ul olacak sekilde dilue edildikten sonra TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit (ABI) kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA ¢evirimi
i¢in secilen miRNA’lar ve referans olan U6 primeri ile primer havuzu hazirlandi.
Ardindan, 10x RT tamponu, RNAz inhibit6rii, 100 mM ddNTP, Reverse Transcriptase
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(50 U/ul), RT-primer havuzu, DEPC’li su ve RNA (5 ng) kullanilarak reaksiyon

karisimi hazirlandi. Reaksiyon kosullarina uygun bir sekilde 6rnekler PZR makinesine

yerlestirildi.
Primer Havuzu 5X-20X (ul)

U6 10 ul
miR-20a 10 pl
miR-197 10 ul

TE tamponu (DEPC’li su ile) 950 ul
Toplam hacim 1000 pl
RT reaksiyonu 1 rxn (ul)
10xRT tamponu 1,5ul
RNAZ inhibitorii 0,19 ul
100 mM ddNTP 0,30 ul
Reverse Transcriptase (50 U/ul) 2 ul
RT-primer havuzu 6 ul
Su (DEPC) 3,01 ul
Toplam master mix 13 ul
RNA (5 ng) 2 ul
Toplam hacim: 15 ul
Reaksiyon Kosullar
16°C 30 dk
42°C 30 dk
85°C 5dk

4°C o



TagMan Fast Advanced Master Mix Tle

Poly(A) Kuyrugunun Takilmasi
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a) Alttaki protokol takip edilerek hazirlanacak O6rnek sayisina gore karisim

hazirlandi.
Bilesenler Hacim
10x Poly (A) tamponu 0.5 ul
ATP 0.5 ul
Poly (A) enzimi 0.3 ul
RNaz igermeyen su 1.7 ul
Toplam 3.0 ul

b) 5 ng/ul olacak sekilde diliisyonu hazirlanmis miRNA 6rnekleri PCR tiiplerine

konuldu.

¢) PZR makinesine yerlestirilen drnekler asagidaki kosullarda inkiibe edildi ve

adaptor ligasyon asamasina hazir edildi.

Asama Sicakhik Zaman
Poliadenilasyon 37°C 45 dk
Durma reaksiyonu 65 °C 10 dk
Hold 4°C Hold

Adaptor Ligasyon Reaksiyonu

a) Asagidaki protokole gore karisim hazirlandi.

Bilesen Hacim
5x DNA ligaz tamponu 3l
%50 PEG 8000 4,5 ul
25x ligasyon adaptorii 0,6 ul
RNA ligaz 1,5 ul
RNaz i¢cermeyen su 0,4 pl

Toplam

10 pl
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b) Poly (A) kuyruk reaksiyonunun iiriinii PZR cihazindan alindiktan hemen

sonra her bir tiipe karisim dagitildi.

¢) PZR makinesine yerlestirilen 6rnekler asagidaki kosullarda inkiibe edildi ve

reverse transcription (RT) reaksiyonuna hazir edildi.

Asama Sicakhk Zaman
Ligasyon 16 °C 60 dk
Hold 4°C Hold

Reverse Transcription (RT) Reaksiyonu:

a) Asagidaki protokole gore karisim hazirlanda.

Bilesen Hacim
5x RT tamponu 6 ul
dNTP karigimi (her birine 25 mM olacak | 1,2 pl
sekilde)

20x Universal RT primer 1,5 ul
10x RT enzim karisimi 3ul
RNaz i¢cermeyen su 33 ul
Toplam 15 ul

b) Adaptor ligasyon reaksiyonunun iiriinii PZR cihazindan alindiktan hemen

sonra karisim her bir tiipte toplamda 30 pl olacak sekilde dagitildi.

¢) PZR makinesine yerlestirilen 6rnekler asagidaki kosullarda inkiibe edildi

ve miR-Amp reaksiyonuna hazir edildi.

Asama Sicakhik Zaman
Reverse Transcription 42 °C 15 dk
Stop reaksiyonu 85°C 5 dk
Hold 4° Hold




miR-Amp Reaksiyonu
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a) 1,5 mI’lik mikrosantrifijj tipline asagidaki protokole gore karisim hazirlandi.

Bilesen Hacim
2X miR-Amp master mix 25 ul
20x miR-Amp primer mix 2,5ul
RNaz igermeyen su 17,5 ul
Toplam 45 ul

b) Ornek sayisma gore, miR-Amp reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra,

karisim i¢in kisa bir vorteks ve santrifiij asamasi yapildi.

c) RT reaksiyon iiriiniinden 5 pl alinarak miR-Amp reaksiyon oOrnekleri

hazirlandi.

d) PZR makinesine yerlestirilen 6rnekler asagidaki kosullarda inkiibe edildi.

Asama Sicakhik Zaman Siklus
Enzim Aktivasyonu | 95 °C 5 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 3 saniye

14
Anneal/Extend 60 °C 30 saniye
Stop Reaksiyonu 99 °C 10 dk 1
Hold 4°C Hold 1
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3.2.8. gqRT-PCR:
TagMan Universal Master Mix ile

CDNA c¢evirimin ardindan miR-20a, miR-197 ve U6’ya uygun TagMan®
MicroRNA Assays (ABI) primerleri ile TagMan® Universal PCR Master Mix, no
AmpErase® UNG (ABI) kiti kullanilarak amplifikasyon gerceklestirildi.

Reaksivon Kosullari:

50°C 2dk
95°C 10dk
95°C 15sn

60°C 1 dk, 40 dongii

PCR reaksiyonu| 1rxn

Tagman microRNA Assay (20X )| 1 ul

TagMan 2x Universal PCR Master Mix| 10 pl

Sul 7,5 ul

Total master mix: 18,5 ul
cDNA: 1.5

Toplam Hacim: 20 pl

TagMan Fast Advanced Master Mix Ile

a) Kitin igerisinde bulunan TagMan® Fast Advanced Master Mix bileseni
yavasca calkalandi ve 1.5 mL'lik mikrosantrifijj tiipline, bilesenler asagidaki belirtilen

oranlarda eklenerek PZR reaksiyon karigimi hazirlandi.
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Bilesenler Hacim
TagMan® Fast Advanced Master Mix | 10 uL
(2X)

TagMan® Advanced miRNA Assay (20X) | 1 uL
RNaz Icermeyen Su 4 uL
Toplam PZR reaksiyonu 15 uL

b) PZR reaksiyon karigimini iyice karigtirmak ve hava kabarciklarini ortadan

kaldirmak amaciyla karisim vortekslendi ve daha sonra santrifiijlendi.

¢) Hazirlanan PZR reaksiyon karisimindan 15 uL reaksiyon plakasindaki her

bir kuyucuga aktarildi.

d) Reaksiyon plakasinin her bir kuyucuguna 5 pL seyreltilmis cDNA kalib1

eklendi. Eklenen cDNA ile birlikte reaksiyon tabakasinin her bir kuyucugunda toplam

hacim 20 pL oldu.

e) Reaksiyon plakasi, yapiskan bir ortil ile sizdirmaz hale getirildi, sonra

vorteks yardimiyla iyice karistirilip, santrifiijlendi.

Gercek zamanh PCR Kurulumu ve Cahistirilmasi

a) Hazirlanan reaksiyon plakasi BioRad iQ5 Multicolor Real Time PCR

cihazina yiiklendi.

b) PZR reaksiyon kosullar1 asagidaki gibi ayarlandi.

Asamalar Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Enzim aktivasyonu | 95 ° C 20 saniye 1
Denatiirasyon 95°C 1 saniye

Annealing/Uzama | 60° C 20 saniye 40

c) Reaksiyon plakasi i¢in uygun reaksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi.
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3.2.9. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistik Analizler

Deneylerde FAM floresan boyasi kullanildi ve ifade degisimleri 224! yontemi
ile hesaplandi. Hesaplanan kat degisimleri i¢in GraphPad Prism 5.0 kullanilarak
istatistiksel analiz yapildi. Kat degisimlerinin anlamliliginin belirlenebilmesi ig¢in
Mann-Whitney U testi yapildi ve gézlem sayisi az oldugu i¢in p degeri 0,10’dan kiigiik
olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. U6 snRNA ifadesi biitiin miRNA’lar

icin referans gen olarak kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. TEM
4.1.1. Serumdan Elde Edilen Eksozomlarin TEM ile incelenmesi
Serumdan elde edilen eksozomlarin TEM’de analizi i¢in %2 OsmQ;4 fiksasyon

ajant olarak kullanilirken, UA ve %2 PTA boyama ajani olarak kullanilmistir.
Incelemeler, farkli biiyiitmeler altinda TEM kullanilarak yapilmustir.

Sekil 4.1. Serumdan elde edilen eksozomlarin x120.000 biiyiitme altinda goriintiisii
(Daire igine alinan bolgeler 6rnek eksozom vesikiillerini géstermektedir.
Fiksasyon: %2 OsmO4, boyama: %2 PTA).



Sekil 4.2. Serumdan elde edilen eksozomlarin x250.000 biiyiitme altinda goriintiisii
(Daire i¢ine alinan bolgeler 6rnek eksozom vesikiillerini gostermektedir.
Fiksasyon: %2 OsmO4, boyama: %2 PTA).

41
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Sekil 4.3. Serumdan elde edilen eksozomlarin x60.000 (a) ve x120.000 (b ve c)
biiylitme altinda goriintiisii (Fiksasyon: %2 OsmO4, boyama: UA).

4.1.2. Plazmadan Elde Edilen Eksozomlarin TEM ile incelenmesi

Plazmadan elde edilen eksozomlarin TEM’de analizi i¢in %2 OsmO4 fiksasyon
ajan1 olarak, %2 PTA ise boyama ajani olarak kullanilmistir. Ayrica, fiksasyon
yapilmadan direkt boyamaya tabi tutulmus 6rnekler de incelenmistir. incelemeler,

farkli bliyiitmeler altinda TEM kullanilarak yapilmastir.
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Sekil 4.4. Plazmadan elde edilen eksozomlarin x120.000 biiyiitme altinda goriintiisii
(Daire igine alian bolgeler 6rnek eksozom vesikiillerini gostermektedir.
Fiksasyon: -, boyama: %2 PTA).

Sekil 4.5. Plazmadan elde edilen eksozomlarin x200.000 biiyiitme altinda goriintiisii

(Daire i¢ine alinan bolgeler 6rnek eksozom vesikiillerini géstermektedir.
Fiksasyon: -, boyama: %2 PTA).
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4.2. Akim Sitometrisi
4.2.1. Kapilama Stratejisi

Akim sitometri yontemi kullanilarak ilgili antikorlarla boyanmis 6rnekler i¢in
kapilama stratejisi olusturuldu. Kapilama, ortak karakteristik 6zellikleri olan hiicre
popiilasyonlarinin (biiylikliikk, graniiler yapt vb.) grafiksel bir smirlama igerisine
alinmas1 ve sadece ilgilenilen 6rnegin akim sitometri analizi i¢in kullanilmasi
acisindan 6nemlidir. Bu deney sisteminde, tiim eksozom ornekleri 4um’lik aldehit-
stilfat kapli lateks boncuklara baglandi. Kapilama analizi igin izotip kontroller (APC
fare 1gG1, PE fare 1gG1) kullanildi. Ayrica, izotip kontroller, arka plandan gelen
giriiltiye (noise) bagli sinyallerin spesifik antikor sinyallerinden ayrimini
saglamaktadir.

Buna gore, %37,5’luk bir popiilasyon kapilama bolgesinin igerisinde yer
alirken, %44,6’lik bir popiilasyon ise kapilama bolgesinin disarisinda kaldigi
belirlendi. Bu popiilasyon, eksozomlarin tutunmamis oldugu bos boncuklari
gostermekteydi ve eksozom tasimamaktaydi. Kalan %17,9’1iik popiilasyon ise {istiinde
kaplama agregati olmayan grubu gosterdigi i¢in mevcut kapilamanin disinda birakildi

(Sekil 4.6.).

a. b.

SSC-A
SSC-A

unbound
446

FSC-A

Sekil 4.6. Kapilama stratejisi (a) Kirmizi bolge, boncuklara bagl eksozomlari; mavi
bolge boncuklara bagli olmayan eksozomlari; gri bolge ise agregatlari
gostermektedir. (b) Boncuklara bagli olan ve olmayan eksozom
popiilasyonlarmin gosterildigi yogunluk grafigi (density plot).
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4.2.2. Serumdan Elde Edilen Eksozomlarin Akim Sitometri ile Analizi

Analiz i¢in, serumdan hem taze izole edilmis hem de daha dnce izole edilerek
-80 °C ‘de yaklasik 2 ay siire ile saklanmis eksozom ornekleri kullanildi. Yalnizca
CD63 pozitif, yalnizca CDS81 pozitif ve hem CD63 hem de CDS81 pozitif
popiilasyonlarin yiizdeleri ayr1 ayr1 belirlendi.

Buna gore, serumdan elde edilip taze izole edilmis eksozomlarda %49,0
oraninda sadece CD63 pozitif popiilasyon tespit edilmistir. Sadece CD81 pozitif
popiilasyon ise %53,0 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7.).

Serumdan elde edilip, taze izole edilmis eksozomlarda %53,3 oraninda hem
CD63 hem de CD81 pozitif popiilasyonu tespit edilmistir. Serumdan elde edilip,
izolasyon sonrasi yaklagik 2 ay siire ile -80 °C ‘de saklanan eksozomlarda ise %42,5

oraninda hem CD63 hem de CD81 pozitif popiilasyon tespit edilmistir (Sekil 4.8.).

a b.

100 = 100 =

&0 = 80 =
o i L)
= =
2 2
o 60 = o 60 =
= = ]
B B
] &
g £ ] PC-A
3 % - -4 subset £ 40 = '5330‘“’361
2 490 2 !

20 \ 0 =

0] 0]

RN —
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Sekil 4.7. Serumdan taze izole edilmis eksozomlarin sadece CD63 (a) ve sadece
CD81 (b) yiizey belirtecini gosterme yiizdesi (Mavi alan izotip

kontrolleri, kirmiz1 alan ise spesifik baglanmanin oldugu bélgeyi isaret
etmektedir).
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Sekil 4.8. Serumdan taze izole edilmis (a) ve daha 6nceden izole edilerek -80 °C’de
bekletilmis olan (b) eksozomlarin CD63 ve CD81 yiizey belirteglerini
birlikte gosterme yiizdesi (Q1: Sadece CD63 pozitif, Q2: CD63 ve CD81
pozitif, Q3: Sadece CD81 pozitif, Q4: CD63 ve CD81 negatif).

4.2.3. Plazmadan Elde Edilen Eksozomlarin Akim Sitometri ile Analizi

Analiz i¢in, plazmadan hem taze izole edilmis hem de daha 6nce izole edilmis
eksozomlar kullanildi. Yalnizca CD63 pozitif, yalnizca CD81 pozitif ve hem CD63
hem de CD81 pozitif popiilasyonlarin yiizdeleri ayr1 ayr belirlendi. Plazmadan elde
edilen taze izole edilmis eksozomlarda %62,7 oraninda sadece CDG63 pozitif
popiilasyon tespit edilmistir. Sadece CD81 pozitif popiilasyon ise %63,9 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.9.).

Plazmadan elde edilen taze izole edilmis eksozomlarda %68,1 oraninda hem
CD63 hem de CD81 pozitif popiilasyon tespit edilmistir. Plazmadan elde edilip
izolasyon sonrasi yaklasik 2 ay siire ile -80 °C ‘de saklanan eksozomlarda ise %57,6

oraninda hem CD63 hem de CD81 pozitif popiilasyon tespit edilmistir (Sekil 4.10.).
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Normalized To Mode

Normalized To Mode

Sekil 4.9. Plazmadan taze izole edilmis eksozomlarin sadece CD63 (a) ve sadece
CD81 (b) yiizey belirtecini gosterme yiizdesi (Mavi alan izotip kontrolleri,
kirmizi alan ise spesifik baglanmanin oldugu bélgeyi isaret etmektedir).

PE-A

Sekil 4.10. Plazmadan taze izole edilmis (a) ve daha dnceden izole edilerek
-80 °C’de bekletilmis olan (b) eksozomlarin CD63 ve CD81 yiizey
belirteglerini birlikte gosterme yiizdesi (Q1: Sadece CD63 pozitif, Q2:
CD63 ve CD81 pozitif, Q3: Sadece CD81 pozitif, Q4: CD63 ve CD81
negatif).
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4.3. Eksozomdan Izole Edilmis RNA’larin Konsantrasyon ve Safliklari

Serumdan elde edilmis eksozomlardan yapilan RNA izolasyonu i¢in hem
pediatrik grup hem de eriskin grup kullanildi. Plazmadan elde edilmis eksozomlardan
yapilan RNA izolasyonu i¢in ise sadece eriskin grup kullanild1. izole edilen RNA’larin
konsantrasyonlar1 ve safliklar1 NanoDrop ND-1000 spektrofotometrik 6l¢iim
cihazinda tayin edilmistir.

Eksozom izolasyonu sirasinda 0,5 ml plazma/serum ya da 1,5 ml serum/plazma
kullanilarak yapilan izolasyon sonuglar1 birbiriyle karsilastirildiginda RNA safligi ve
konsantrasyonu agisindan anlamli bir fark goériilmemistir. Bu nedenle, eksozom
izolasyonu igin esas olarak 0,5 ml serum veya plazma baslangic materyali olarak

kullanilmustir.
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4.4. qRT-PCR:

MiRNA lar ile iliskili olarak, grubumuzun iginde yer aldig1; TUBITAK 1001
(Ailevi Akdeniz Atesi Patogenezinde MEFV Gen Ifadesinin Diizenlenmesinde Rol
Oynayan miRNA’larin Belirlenmesi) ve ERA-NET (Otoinflamatuvar Hastaliklarda
Kisisellestirilmis Molekiiler Tip i¢in Klinik ve Deneysel Calisma: Modifiye edici
Faktorlerin Rolii) projeleri kapsaminda 6nemli bulgular elde edilmistir. Bu iki projede,
AAA patogenezinde inflamatuvar yolaklarda etki gosterdigi disiiniilen belirli
miRNAlar tespit edilmistir. TUBITAK 1001 projemizde, eriskin bireylerde miR-197-
3p ve miR-20a-5p’nin kontrol bireyler ve kotii gidisli AAA hastalar1 arasinda degisken
ifadeleri oldugu saptanmis ve yapilan fonksiyonel analizler sonrasi inflamasyon
mekanizmasinda etkili olduklar bildirilmistir (1). ERA-NET projesinde ise pediatrik
hastalarla ¢alisilmis ve yapilan mikrodizin, qQRT-PCR ve biyoinformatik ¢alismalari
sonrasinda inflamatuvar yolaklarda etki gosterdigi saptanan miRNA’lar; miR-374b-
5p, miR-30e-3p, mMiR-186-5p, mMiR-29c-3p, mMiR-25-5p ve miR-329-3p olarak
belirlenmistir  (Yayinlanmamis Veri). Bu tez c¢alismasinda daha oOnceki
aragtirmalarimizda bulmus oldugumuz bu miRNA’larin eksozomlardaki varlig
arastirilmastir.

Eriskin grupta plazma ve serumdan elde edilen eksozomlarda miR-197-3p ve
miR-20a-5p ifade seviyeleri, kontrol bireyler ve kotii gidisli AAA hastalari arasinda
gRT-PCR sonrasi goreceli kantitasyon yontemi (AACt yontemi) ile karsilastirilmistir.
Onceki projemiz dogrultusunda fonksiyonel analizleri detayli olarak yapilan (1) ve
anti-inflamatuvar 6zellikleri gosterilen miR-197-3p ve miR-20a-5p hem pediatrik hem
de erigkin grupta ¢alisilmistir. Bu amagla, serumdan elde edilen eksozomal miRNA
analizleri kotii gidisli 10 AAA hastasi ve 7 kontrol birey ile plazmadan elde edilen
eksozomal miRNA analizleri ise kotii gidisli 5 AAA hastasi ve 5 kontrol birey ile
yapilmistir.

Pediatrik grupta ise serumdan elde edilen eksozomlarda miR-197-3p ve miR-
20a-5p ile birlikte, daha 6nce inflamatuvar yolaklarda gorev aldigi tespit edilmis miR-
374b-5p, miR-30e-3p, miR-186-5p, miR-29c-3p, miR-25-5p ve miR-329-3p’nin ifade
seviyeleri bes farkli karsilastirma ile analiz edilmistir (Sekil 2.7.). Bu karsilagtirmalar;

kot gidisli AAA hastalariin  kontrollere gore, SAID’lerin kontrollere gore,
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SAID’lerin kotii gidisli AAA hastalarina gore, CAPS hastalarinin kontrollere gore ve
CAPS hastalarinin kotii gidigli AAA hastalarina gore olacak sekilde yapilmistir. miR-
374b-5p, miR-30e-3p, mMIiR-186-5p, mMIiR-29c-3p, mMIiR-25-5p ve mIiR-329-3p
miRNA’lar1 diger projemizde sadece pediatrik grupta calisilmis oldugu igin tez
kapsaminda yine sadece pediatrik hastalar ile ifade analizleri yapilmistir. Bu amagla,
serumdan elde edilen eksozomal miRNA analizleri kotii gidisli 5 AAA hastasi, 6 SAID
(3°U CAPS hastasi) ve 5 kontrol birey ile yapilmistir.

4.4.1. Eriskin Grupta miR-197-3p ifade Analizi

Erigkin bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-197-3p igin
yapilan gRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore anlamli olarak 3,16 kat azalis gorilmistir (p = 0,02). Eriskin bireylerin
plazmadan elde edilen eksozomlarinda yapilan qRT-PCR analizlerine goére ise Kotii
gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere gore 2,35 kat azalis goriilmistiir (p =0,11)
(Sekil 4.11.).
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Maximum 256.3 103.4 Maximum 37513 168.0

Sekil 4.11. Eriskin bireylerin serumdan (a) ve plazmadan (b) elde edilen
eksozomlarda miR-197-3p i¢in yapilmis ifade analizi (Mann-Whitney U
test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P < 0,001.).
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4.4.2. Eriskin Grupta miR-20a-5p Ifade Analizi

Erigkin bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-20a-5p igin
yapilan gRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore anlamli olarak 2,16 kat azalis gortlmistir (p = 0,03). Eriskin bireylerin
plazmadan elde edilen eksozomlarinda yapilan qRT-PCR analizlerine gore ise koti
gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere gore 2,69 kat azalis goriilmistiir (p =0,11)
(Sekil 4.12.).
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75% Percentile | 1102 552'5 75% Percentile | 3355 1346
Maximum 1280 1062 Maximum 3355 1491

Sekil 4.12. Erigkin bireylerin serumdan (a) ve plazmadan (b) elde edilen
eksozomlarinda miR-20a-5p i¢in yapilmis ifade analizi (Mann-Whitney
U test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P < 0,001.).
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4.4.3. Pediatrik Grupta miR-197-3p Ifade Analizi

Pediatrik bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-197-3p igin
yapilan gRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore 1,42 kat artig goriiliirken (p=0,69), SAID’lerde kontrol bireylere gore 1,56 kat
artig goriilmiistiir (p=0,26). SAID’lerde koti gidisli AAA hastalarina gére 1,10 kat
artig tespit edilirken (p=0,76), CAPS hastalarinda; kontrollere gore 3,41 kat artis
(p=0,23), kotii gidisli AAA hastalarina gore 1,24 kat artis goriilmiistiir (p=0,63) (Sekil
4.13.)
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Sekil 4.13. Pediatrik bireylere ait eksozomlarda miR-197-3p i¢in yapilmis ifade
analizi (Mann-Whitney U test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P <
0,001.).



4.4.4. Pediatrik Grupta miR-20a-5p Ifade Analizi

Pediatrik bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-20a-5p igin
yapilan qRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore 1,61 kat azalis gériilmiistiir (p = 0,69). SAID’lerde kontrol bireylere gore 1,84 kat
azalig goriiliirken (p = 0,11), SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina gére anlaml
olarak 3,43 kat artis goriilmistiir (p = 0,02). CAPS hastalarinda; kontrollere gore 4,17
kat artis (p=0,10) kotii gidisli AAA hastalarina gore anlamli olarak 3,75 kat artis

goriilmistiir (p = 0,04) (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Pediatrik bireylere ait eksozomlarda miR-20a-5p igin yapilmis ifade
analizi (Mann-Whitney U test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P

<0,001.).



4.4.5. Pediatrik Grupta miR-374b-5p ifade Analizi

Pediatrik bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-374b-5p igin
yapilan qRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore 2,78 kat azalis gériilmiistiir (p = 0,09). SAID’lerde kontrol bireylere gore 2,05 kat
artig goriilirken (p = 0,41), SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina gore 5,70 kat
anlamli artig goriilmiistiir (p = 0,03). CAPS hastalarinda; kontrollere gore 1,38 kat artis
(p =0,79), kot gidisli AAA hastalarina gore 3,84 kat artis tespit edilmistir (p = 0,79)

(Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Pediatrik bireylere ait eksozomlarda miR-374b-5p i¢in yapilmis ifade
analizi (Mann-Whitney U test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P <

0,001.).




4.4.6. Pediatrik Grupta miR-30e-3p ifade Analizi

Pediatrik bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-30e-3p igin
yapilan qRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore 1,88 kat azalis goriilmiistiir (p = 0,10). SAID’lerde kontrol bireylere gore 2,51 kat
azalig goriilirken (p = 0,06), SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina gore 1,07 kat
azalig goriilmiistiir (p = 0,25). CAPS hastalarinda; kontrollere gore 1,55 kat azalis (p
=0,40), kotii gidisli AAA hastalarina gore 1,21 kat artis goriilmiistiir (p = 0,70) (Sekil

4.16.).
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Sekil 4.16. Pediatrik bireylere ait eksozomlarda miR-30e-3p igin yapilmis ifade
analizi (Mann-Whitney U test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P <

0,001.).




4.4.7. Pediatrik Grupta miR-186-5p Ifade Analizi

Pediatrik bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-186-5p igin
yapilan qRT-PCR analizlerine gore kotii gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore 3,53 kat azalis goriilmiistiir (p = 0,10). SAID’lerde kontrol bireylere gore 4,75
kat azalig goriiliirken (p = 0,10), SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina gore 1,35
kat azalig goriilmiistiir (p = 0,70). CAPS hastalarinda; kontrollere gore 1,85 kat azalis
(p=0,70), kotii gidisli AAA hastalarina gore 1,91 kat artis goriilmistiir (p = 1,00) (Sekil

4.17.).
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Sekil 4.17. Pediatrik bireylere ait eksozomlarda miR-186-5p icin yapilmis ifade
analizi (Mann-Whitney U test sonuglar1 *P < 0,10; **P < 0,01; ***P <

0,001.).
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4.4.8. Pediatrik Grupta miR-29c-3p ifade Analizi

Pediatrik bireylerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-29c-3p igin
yapilan qRT-PCR analizlerine gore kotli gidisli AAA hastalarinda kontrol bireylere
gore 1,20 kat azalis gériilmiistiir (p = 1,00). SAID’lerde kontrol bireylere gore 7,92 kat
azalig gorilirken (p = 0,40), SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina gore 6,62 kat
azalis gorilmiistiir (p = 0,23). CAPS hastalarinda; kontrollere gore 9,33 kat azalis

(p=0,40), koti gidisli AAA hastalarina gore 7,80 kat azalis goriilmiistiir (p = 0,20)
(Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Pediatrik bireylere ait eksozomlarda miR-29c-3p igin yapilmis ifade
analizi (Mann-Whitney U test sonuglart *P < 0,10; **P < 0,01; ***P <
0,001.).
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5. TARTISMA

AAA hastaligt monogenik kaliim modeline sahip bir hastalik olmasina
ragmen, hastalarda goriilen genotip ve fenotip uyusmazlhigr akillara epigenetik
mekanizmalar1 getirmistir. Bu mekanizmalardan, hastalik patogenezlerinde en sik
tanimlanmis olani ise miRNA’lardir. miRNA’larin ifadesinde goriilen degisiklikler
birgok biyolojik yolagi etkilemekte ve oOzellikle kanser gibi hastaliklarda bu
regiilasyon 6nemli olabilmektedir. miRNA’lar; 20-22 niikleotid uzunlugunda, hiicresel
olabilmekle birlikte hiicre disina da salgilanabilen kodlamayan RNA molekiilleridir.
Ekstraseliiler yapilar icerisinde Ozellikle eksozomal miRNA’lar son yillarda hem
terapotik hedef, hem de biyobelirteg amagli kullanilabilme potansiyelleriyle 6n plana
¢ikmaktadir.

Eksozomlar serum, plazma, idrar, anne siitii gibi birgok viicut sivisinda
bulunabilen, hiicre-hiicre interaksiyonunda 6nemli nanovesikiillerdir.  ilk
kesfedildikleri yillarda sadece molekiillerin hiicre disina atilabilmesi i¢in olusan
vesikiiler yapilar olarak disiiniilmelerine ragmen, son yillarda hastalik
mekanizmalarmi etkileyebilme 6zellikleriyle daha sik ¢alisilmaya baglanmislardir.
Eksozomlar lipid, protein, miRNA gibi 06nemli molekiilleri biinyelerinde
barindirmalar1 ve onlar1 koken aldiklar1 hiicreden uzak mesafelere tasiyabilmeleri
nedeniyle hiicreler arasi iletisimi saglamakta ve aym1 zamanda bu sekilde hastalik
patogenezlerinde etkili olmaktadirlar.

MiRNA’larin bir¢ok hastalik mekanizmasinda 6n plana ¢ikmis olmalart ve
regiilasyon siireclerinde daha ¢ok {ist yolaklarda bulunmalar1 erken evrede biyobelirteg
olarak kullanimlarin1 giindeme getirmektedir. miRNA’lar ile yapilan arastirmalarin
bir¢cok avantaji bulunmaktadir ve her gegen giin probe dizaynlarindaki hassasligin ve
Ozgiilliigiin artmasi ile miRNA analizleri biraz daha gelismekte ve kolaylagmaktadir.
Ornegin, miRNA’lar kullanilarak yapilan ¢alismalar (oligoniikleotid mikrodizinler ve
deep sequencing analizleri) proteomik tekniklere gore daha kolay olmakla beraber
cogunlukla yiiksek ¢iktili sonuglar da vermektedir. Baska bir avantaj ise miRNA’larin
cok diisiik konsantrasyonlarda bile qRT-PCR teknikleriyle analizlerinin yapilabiliyor
olmasidir. Analizlerinin kolay olmasinin yaninda, miRNA’lar diger RNA
molekiillerine gore zor kosullara kars1 daha dayaniklilardir ve kolay kolay degrede

olmazlar. Bu 6zellik de diyagnostik biyobelirte¢ olarak kullanimlar1 agisindan onlari
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cazip kilan diger bir etmendir. MiRNA’lar hiicresel ve ekstraseliiler olarak
salinabilmektedirler. Hiicre disina salinan miRNA’lardan eksozomal miRNA’lar ise
cift katmanli lipid bir membranla kapli bir vesikiil icerisinde tasindiklari igin,
dolasimda serbest olarak bulunan miRNA’lardan daha stabildirler (56).

Tez kapsaminda yapilan deneyler teknik olarak degerlendirilecek olursa,
eksozom karakterizasyonuna iliskin optimizasyon deneyleri ve plazma/serum kaynakli
orneklerin karsilastirilmasi agisindan literatiire katki saglayacak bulgular elde
edilmistir. TEM teknigi ile hem plazmadan hem de serumdan izole edilen
eksozomlarin morfolojik analizleri yapilmistir. Serumdan elde edilen eksozomlarin
TEM altinda daha net goriilebildigi ancak iki biyolojik sivinin da eksozom caligmalari
icin uygun olabildigi goriilmistiir. Akim sitometri teknigi ile plazmanin (%68,1),
seruma (%53,3) gore daha fazla eksozom popiilasyonu icerdigi gozlenmistir. Ayrica,
bekletilmeden izole edilmis plazma ve serumda bulunan eksozom Ornekleri ile
izolasyon sonrasi -80 °C’de yaklasik 2 ay siire ile saklanmis olan eksozom 6rnekleri
karsilastirilmis ve bekletilmeden izole edilen érneklerin daha fazla oranda eksozom
icerdigi goriilmiistiir. Plazmadan bekletilmeden izole edilen eksozomlarin orani1 %68,1
iken, -80 °C’de saklanmis olan plazma eksozomlarinin orami %57,6 olarak
bulunmustur (Sekil 4.10.). Serumdan bekletilmeden izole edilen eksozomlarin orani
%53,3 iken, -80 °C’de saklanmis olan serum eksozomlarinin orant %42,5 olarak
bulunmustur (Sekil 4.8.).

Plazma ve serumdan elde edilen eksozom ve eksozomal mMiRNA
konsantrasyonlart  karsilagtirllmis ve plazmanin daha iyi Sonuglar verdigi
gozlemlenmistir (Tablo 4.2.). Bununla beraber, iki biyolojik sivinin da eksozom
calismalarinda kullanilabilecegi ve etkili sonuglar alinabilecegi bu tez ¢alismasiyla da
gosterilmis ve literatiir bilgisini desteklemistir (57). Plazmanin seruma gore daha
yogun bir biyolojik s1vi olmasinin (i¢inde fibrinojen gibi pihtilagma faktorleri igerir),
alinan daha 1yi sonuglarin bir agiklamasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, onceki ¢alismalarimizda hem eriskin hem de
pediatrik bireylerde total kanda tanimlanmis ve AAA hastaligi mekanizmasindan
sorumlu olabilecek miRNA’larin eksozomlar araciligiyla tasinip tasinmadigi
arastirllmis ve hasta/kontrol arasindaki degisen ifade seviyeleri anlasilmaya

calisilmigtir. En sik calisilan biyolojik materyal olan plazma ve serumla ¢alisilmis ve
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eksozom popiilasyonlarindaki farklar arastirilmistir. Eriskin ve pediatrik bireyler icin
belirlenen ayr1 miRNA gruplarina, kotli gidisli AAA hastalar1, kontroller ve baska
sistemik otoinflamatuvar hastalifa sahip bireylerden toplanan plazma ve serum
orneklerinden elde edilen eksozomlarda bakilmistir.

Iki farkli projenin bulgular1 1s181inda, miR-197-3p, miR-20a-5p, miR-374b-5p,
miR-30e-3p, miR-186-5p, miR-29¢-3p, miR-25-5p ve miR-329-3p tez kapsaminda
degerlendirilecek miRNA’lar olarak belirlenmisti. Bu miRNA’lar ExoCarta olarak
isimlendirilen bir veritabani ile kontrol edilmistir. Bu veritabani, hem yaymlanmis
hem de yayinlanmamis c¢aligmalar ile bir¢ok organizmada ve biyolojik materyalde
eksozomlar aracilifiyla tanimlanmig lipid, protein, mRNA, miRNA bilgilerinin
goriilebildigi bir programdir. Ornegin, analizini yaptigimiz miRNA’lardan miR-197-
3p’nin iki ayr1 calisma araciligiyla hem plazmada hem de kolorektal kanser
hiicrelerinden elde edilen eksozomlarda gosterildigi goriilmiistiir. Iki ¢alismada da
deep sequencing teknigi kullanilmis ve gRT-PCR miRNA’lar1 tanimlama methodu
olarak kullanilmigtir (58, 59). Ayrica, miR-329-3p disindaki analiz ettigimiz
miRNA’larin farkli biyolojik sivilarda ve farkli ¢alismalarda eksozomlar ile
iliskilendirildigi gortilmistiir (58, 60).

AAA hastalig1 gastrointestinal, kardiyovaskiiler, ya da kas-iskelet sistemlerinin
etkilenebildigi yani viicudun farkli bolgelerinin (bobrek, eklemler gibi) ayni anda
tutulum gosterebildigi bir hastaliktir (11). Hastalikta etkilenen gen MEFV geni, bu
genin kodladig: protein ise Pyrin proteinidir. Pyrin ise genelde monosit ve notrofillerde
ifade olmaktadir ancak hastalarda birden fazla dokunun etkileniyor olmasi1 eksozomlar
araciliglyla tasinan  miRNA’larin  hastalik  patogenezini etkileyebilecegini
diisiindiirmekteydi. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar ile segilen
otoinflamatuvar hastaliklar ve Tiirk toplumunda sik goriilen bir otoinflamatuvar
hastalik olan AAA’da hastalik patogenezinde etkili olabilecek miRNA’larin
eksozomlardaki varlig1 ilk defa gosterilmistir.

Eriskin bireylerde miR-197-3p’nin ifadesinin kotii gidisli AAA hastalarinda
anlaml bir sekilde azaldig1 gosterilmisti (1). Hedef geninin de tespit edilmis oldugu
(IL1IR1 geni) miR-197-3p, yapilan fonksiyonel analizlerle de gelistirilmis ve bu
miRNA’nin AAA patogenezinde anti-inflamatuvar bir etki mekanizmasina sahip

oldugu yargisina varilmisti (yayimlanmamis veri). Bu tez ¢aligmasinda ise, miR-197-
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3p i¢in uyumlu sonuglar elde edilmistir. Sistemik bir etkinin gorildigi AAA
hastaliginda, anti-inflamatuvar etkisi oldugu bilinen bir miRNA’nin (miR-197-3p)
ifadesinin hem total kanda hem de eksozomal olarak azalmasi hastalik patogenezine
olan etkisini artirmaktadir. miR-20a-5p’nin ise kot gidisli AAA hastalarinda
kontrollere gore anlamli bir sekilde arttigi gozlemlenmisti. miR-20a-5p’nin
inflamasyonu baskilayic1 6zellikte fakat hastalarda artis gosteriyor olmasi ise,
inflamatuvar siirecte daha gec¢ bir evrede baskilama agisindan 6nemli olabilecegini
disiindiirmiistii  (yaymlanmamis veri). Fonksiyonel c¢alismalar sonrasi anti-
inflamatuvar etki mekanizmasina sahip oldugu anlasilan miR-20a-5p’nin hastalardaki
ifadesi total kanda artmisti. Bu tez ¢aligmasinda, miR-20a-5p’nin ifadesi koti gidisli
AAA hastalarinda azaldi. Hastalarin miR-20a-5p ifadesinin, total kanda artip
eksozomlarinda azaliyor olmasi ise bu miRNA’nin daha ekstraseliiler bir etki
mekanizmasi olabilecegini diisiindiirmektedir. miR-20a-5p’nin hedef geninin
bulunarak daha kapsamli analizlere gidilmesi ve bu ifade farkliliginin daha detayl
olarak anlasilmas1 gerekmektedir.

Pediatrik  bireylerde yapilan eksozomal miRNA c¢alismalart Onceki
sonuglarimizla karsilastirilarak benzer ve farkli bulunan veriler anlasilmaya
calistlmistir. Onceki bulgularimizda, miR-197-3p’nin ifadesi, kotii gidisli AAA
hastalarinda kontrol bireylere gore azalmisti ama bu azalis anlamli degildi. Bu tez
sonucunda ise, miR-197-3p i¢in pediatrik bireylerde hasta ve kontroller arasinda ifade
diizeyinde fazla bir fark olmadigi goriilmistir. miR-20a-5p igin ise Onceki
projemizdeki mikrodizin ve biyoinformatik ¢alismalar sonucunda fark goériilmemis,
ancak inflamatuvar yolaklarda gorevli oldugu diisiiniilerek ¢alismalara dahil edilmisti.
Bu tez kapsaminda, miR-20a-5p’nin ifadesinin SAID’lerde koti gidisli AAA
hastalaria gore anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. SAID’ler ¢ok heterojen bir
grup oldugu i¢in, aynmi analiz CAPS hastalar1 ve kotii gidisli AAA hastalart i¢gin de
tekrarlanmis ve yine anlamli bir artiga rastlanmistir. Bu miRNA igin, 6zellikle CAPS
hastalarinda kotii gidisli AAA hastalarina gére anlamli bir artis saptanmasi biiyiik
onem tasimaktadir. Ozellikle, klinikte tan1 koyarken zorlanilan AAA disindaki benzer
otoinflamatuvar hastalik gruplari igerisinde olan CAPS hastalig1 daha az invaziv bir
sekilde bu miRNA araciligiyla tespit edilebilir ve bu hastalik i¢in bir aday biyobelirteg

molekiilii bu tez kapsaminda bulunmus olabilir. Proje kapsaminda yapilan deneylerde;
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miR-374b-5p’nin ifadesi kot gidisli AAA hastalarinda kontrollere gore azalmus,
SAID’lere gore artmisti. Tez kapsaminda yapilan deneylerde, miR-374b-5p’nin
ifadesi kotii gidisli AAA hastalarinda kontrollere gore anlamli bir sekilde azalmustir.
SAID’lerde ise miR-374b-5p’nin ifadesi kotii gidisli AAA hastalarina gore anlamli bir
sekilde artmustir. Onceki bulgularimizda, miR-30e-3p’nin ifadesi SAID’lerde
kontrollere gore azalmist1 ve tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda benzer azalig paterni
anlaml bir sekilde gbzlemlenmistir.

Bu tez calismasinin sonuglari diger arastirmalarimiz ile Dbirlikte
distintildiigiinde, islevsel olarak da galisilmis olan miR-197-3p’nin AAA hastaligi
patogenezinde, miR-20a-5p’nin ise o&zellikle sistemik otoinflamatuvar hastalik
grubundan CAPS hastaliginda etkili olabilecegi, diger miRNA’lardan miR-374b-
5p’nin ve mMiR-30e-3p’nin ise inflamasyon mekanizmasinda daha genel bir etkiye
sahip oldugu distiniilmiistiir. Ayrica, daha dnce AAA hastaliginda ya da SAID’lerde
tanimlanmamis olan miR-197-3p, miR-20a-5p, miR-374b-5p ve miR-30e-3p’nin ilk
defa eksozomlarda bu tez araciligiyla gosterilmis olmasi inflamasyon mekanizmasinin
daha iyi aydinlatilmasi agisindan ileride 6nemli olabilecektir. Ancak, bu miRNA’larin
tan1 ya da tedavi amagli potansiyellerinin belirlenmesi i¢in hasta ve kontrol sayilarinin
artirllarak analizlerin tekrarlanmasi gerekmektedir.

Eksozomlar araciligi tasinan miRNA’larin uzak hedeflere de gidebilecegi ve
orada da fonksiyonel aktivitelerini siirdiirebilecekleri kanitlanmistir (32). Biitiin bu
sonuglar birlikte degerlendirildiginde, ifade seviyelerindeki analizleri tamamlanmig bu
miRNA’larin eksozomlar aracilifiyla dolagimda uzak yerleri de etkileyebilecegi,
sadece inflamasyona sebep olan monosit ya da nétrofillerle sinirli kalmayacagi
unutulmamahidir. AAA, CAPS, TRAPS gibi sistemik etkinin goriildigii
otoinflamatuvar hastaliklar icin, eksozomal miRNA’larin hastaliklarin patogenezine
olas1 etkileri daha i1yi anlagilmasi ve arastirilmasi gereken 6nemli konular arasinda

gelmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Insan serum ve plazmasindan elde edilen eksozomlar iki farkli methodolojiyle
(TEM ve akim sitometri) karakterize edilebilmistir.

Plazmanin (%68,1), seruma gore (%53,3) daha yiiksek oranda eksozom
poplilasyonu tasidigt ancak TEM analizinde serum ve plazmadan elde edilen
eksozomlar arasinda yogunluk acisindan belirgin bir farklilik olmadigi
gorilmiustir.

Serum ve plazmadan daha o6nce izole edilmis ve -80 °C ‘de saklanan
eksozomlarin (%42,5, %57,6), taze izole edilmis olanlara gore (%53,3, %68,1)
oraninin diisiik oldugu ancak anlamli bir farkliligin olmadigi tespit edilmistir.
Bireyler arasinda eksozomdan elde edilen RNA konsantrasyonlar1 oldukg¢a
farkliik  gostermistir.  Plazmadan elde edilen eksozomlarin RNA
konsantrasyonlarinin, serumdan elde edilen eksozomlarin RNA
konsantrasyonlarina gore daha fazla oldugu goriilmistir (plazmadan elde
edilen eksozomlarin RNA konsantrasyonlar1 ortalama 13,39 ng/ul iken
serumdan elde edilen eksozomlarin ortalama konsantrasyonu 7,47 ng/ul idi).
Erigkin bireylerde miR-197-3p, miR-20a-5p ve U6 snRNA molekiillerinin
eksozomlar araciligiyla tasindigi, pediatrik bireylerde ise miR-197-3p, miR-
20a-5p, miR-374b-5p, miR-30e-3p, miR-186-5p, miR-29¢-3p ve U6 snRNA
‘nin eksozomlar araciligiyla tasindig tespit edilmistir.

miRNA analizlerinde genelde referans olarak kullanilan RNU48 molekiiliiniin
(61), hem eriskin hem de pediatrik bireylerde eksozomlar araciligiyla
tasinmadig1 tespit edilmistir. Ayrica, hem erigkin hem de pediatrik bireylerde,
onceki projemizde inflamatuvar yolaklarda goérevli olabilecegi tespit edilmis
miR-25-5p ve miR-329-3p’nin eksozomlarda tasinmadigi anlasilmistir.
Erigkin kotii gidisli AAA hastalarinin, serumdan elde edilen eksozomlarinda
MiR-197-3p’nin ifadesinin anlamli bir sekilde 3,16 kat azaldigi (p=0,02),
plazmadan elde edilen eksozomlarinda ise miR-197-3p’nin ifadesinin 2,35 kat
azaldigr ama anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p=0,11). Ayrica, eriskin koti

gidisli AAA hastalarinin, serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-20a-
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5p’nin ifadesinin anlamli bir sekilde 2,16 kat azaldigi (p=0,03), plazmadan elde
edilen eksozomlarinda ise miR-20a-5p’nin ifadesinin 2,69 kat azaldigi ama
anlamli olmadig goériilmiistir (p=0,11).

Pediatrik SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina gore serumdan elde edilen
eksozomlarda miR-20a-5p’nin ifadesinin anlamli bir sekilde 3,43 kat arttig1
gortilmiistir (p=0,02). Ayrica, CAPS hastalarinda da koti gidisli AAA
hastalarina gore, serumdan elde edilen eksozomlarda miR-20a-5p’nin
ifadesinin anlamli bir sekilde 3,75 kat arttig1 goriilmistiir (p=0,04).

Pediatrik kotii gidisli AAA hastalarinin serumdan elde edilen eksozomlarinda
mMiR-374b-5p’nin ifadesinin anlamli bir sekilde 2,78 kat azaldigi goriilmiistir
(p=0,09). Ayrica, pediatrik SAID’lerde kotii gidisli AAA hastalarina goére
serumdan elde edilen eksozomlarda miR-374b-5p’nin ifadesinin anlamli bir
sekilde 5,70 kat arttig1 goriilmiistiir (p=0,03).

Pediatrik SAID’lerin serumdan elde edilen eksozomlarinda miR-30e-3p’nin

ifadesinin anlamli bir sekilde 2,51 kat azaldig1 goriilmiistiir (p=0,06).
6.2. Oneriler

Daha fazla sayida kotii gidisli AAA hastasi, farkli otoinflamatuvar hasta
gruplarma sahip bireyler ¢alismaya dahil edilip ayn1 deneyler tekrar edilmeye
caligilabilir. Ayrica, U6 snRNA disinda baska bir referans gen daha
kullanilarak ekspresyon seviyeleri bir kere daha normalize edilebilir.

Idrar gibi daha az invaziv biyolojik sivilardan da eksozom eldesi yapilmaya
calisilabilir ve aynt miRNA’lar bu eksozomlar lizerinde de test edilebilir.
Hasta ve kontrol bireylerin gosterdikleri farkli eksozomal miRNA profilleri
disinda lipid ve protein seviyeleri de incelebilir ve yeni aday biyobelirtecler
belirlenebilir.

Belirlenen miRNA’larin hedef genlerinin bulunarak islevsel analizlerinin
yapilmasi ve etkiledikleri inflamatuvar yolaklarin aydinlatilmasi diisiintilebilir.
Eksozomlarla tasinan miRNA’larin komsu bdlgelere tasinabilecegi ama bu
miRNA’lar i¢in daha uzak yerlerin hedeflenebilecegi de unutulmamali ve bu
miRNA’larin ifadelerinin neden arttig1 ya da neden azaldigi bu baglamda

degerlendirilip ¢alisiimalidir.
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