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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

LiPQTOKSiK ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRES SONUCU iFADlgsi
DEGISEN MiIKRORNALARIN TANIMLANMASI VE REGULE ETTIiGI
GENLERIN ANALIZi

Misra NADIR
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Arzu ATALAY

Obezite, tip 2 diyabet ve ateroskleroz gibi metabolik diizensizliklerde serbest yag
asitleri, yag dokusunun yanisira baska dokularda da birikmektedir. Hiicre icindeki
serbest yag asidi birikimine karsi koyamayan -yag doku harici dokulardaki- hiicrelerde
Endoplazmik Retikulum (ER) stres ve lipotoksik hiicre olimii gergeklesir.
Katlanmamis Protein Yaniti (KPY) hiicrede biriken serbest yag asitlerinin endoplazmik
retikulumda meydana getirdigi stres durumuna karst koymak igin aktive olan bir
mekanizmadir ve hiicrenin ER'da olusan strese karsi koyarak adaptasyonu veya
hiicrenin kendini apoptoza programlamasi arasinda anahtar rolii tistlenmektedir. Ancak,
uzun siiren ve ¢oziimlenemeyen ER stresi, hiicreler ve dokular i¢in zararlidir, ER stresi
metabolik dokularda kroniklestigi zaman, metabolik hastaliklarin gelisimine yol
acmaktadir. Lipotoksisitenin KPY n1 hangi molekiiler mekanizmalarla aktiflestirdigi ve
KPY sinyal yolagimin adaptif veya destriiktif yanitlariin nasil kontrol edildigi halen
tamamen aydinlatilamamistir. Son yillarda tanimlanan ve gelisim, organogenez, kok
hiicre statiisliniin idamesi, kanser gibi biyolojik siireclerde rol alan mikroRNAlarin
(miRNA), protein kodlayan genlerin yaklagik %30-60"1n1 kontrol ettikleri tahmin
edilmektedir. Lipotoksik ER stres kaynakli KPY aktivasyonu sirasinda ifadesi degisen
miRNAlar1 tanimlamak amaci ile fare makrofaj hiicre hattinda (RAW 264.7), lipotoksik
ER stres olusturulmus ve ardindan bu hiicreler ve kontrol hiicre hattinin miRNAome
profilleri, QRT-PCR temelli miScript miRNA PCR array kullanilarak biyolojik tekrarli
analiz edilmistir. miRBase 16.siiriimdeki tiim fare miRNAlar1 ile yapilan taramada 227
adet miRNAnin ifade seviyesinde degisiklik gozlenmis, 43 tanesinde 2 kat ve iizeri
artma/azalma gozlenirken, 13 adetinde ise 3-24 kat artma/azalma goriilmiistiir.
Lipotoksik ER streste ifadesi degisen bu miRNAlarin hedef transkriplerini belirlemek
i¢in yolak analizleri yardimi ile olas1 hedef mRNAlar belirlenmis ve QRT-PCR ile ifade
seviyeleri analiz edilmistir.

2014, 113 sayfa
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IDENTIFICATION OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED MICRORNAS AND
ANALYSIS OF THE GENES REGULATED BY THEM DURING LIPOTOXIC
ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS
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During metabolic disorders such as obesity, type 2 diabetes and atherosclerosis, free
fatty acids accumulate in fat tissues as well as other tissues. When there is excess fatty
acid accumulation in the tissues other than fat tissue, ER stress and lipotoxic cell death
takes place. Unfolded protein response (UPR) is a mechanism that is activated against
the stress generated in endoplasmic reticulum by the accumulation of intracellular free
fatty acids and UPR is the key mediator between the cells' adaptation against the ER
stress or programming itself to apoptosis. Unsolved ER stress is harmful for the cells
and tissues. It is still not completely clarified how lipotoxicity activates UPR and how
the adaptive and destructive responses are controlled. It has been estimated that
microRNAs which function during development, organogenesis, maintenance of stem
cell status and cancer, regulates 30-60% of all protein coding genes. In order to identify
the differentially expressed miRNAs during lipotoxic ER stress originating UPR
activation, we have generated lipotoxic ER activation in mouse macrophage cell line
(RAW 264.7) and analyzed the miRNAome profiles of this cell line and control cell line
using QRT-PCR based miScript miRNA PCR array which contained all known mouse
miRNAs in miRBase release 16. After analysis, 227 miRNAs showed altered
expression levels; 43 miRNAs above 2 fold difference and 13 miRNAs 3-24 fold
difference. Pathway analysis was performed in order to identify the target mRNAs of
these lipotoxic ER stress associated miRNAs and the expession levels of these target
MRNASs were investigated.

2014,113 pages
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1.GIRIS
1.1.Endoplazmik Retikulum ve Stresi

Endoplazmik Retikulum (ER) sitozol boyunca yayilmis membran tiibiillerinden olugsmus
birbirine bagli yogun bir ag yapist olarak ilk olarak 1945 yilinda kesfedilmistir’.
Endoplazmik retikulum, hiicrede sentezlenen proteinlerin katlanmasi ve islenmesinden

sorumlu temel organeldir?.

ER, proteinlerin katlanmasi ve olgunlasmasinda, lipid biyosentezinde, hiicreler aras1 Ca”
dengesinin saglanmasinda ve redoks potansiyelinin diizenlenmesinde ¢ok Snemli role
sahiptir. ER’daki protein katlanma ve modifikasyon siireci, ER homeostazindaki
degisimlere oldukca hassastir’. ER fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik veya patolojik
durumlarda liimende katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein birikimi meydana gelir ve
bu durum ER stresi olarak isimlendirilmektedir. ER stresi hiicre igerisinde olustuktan sonra
hiicrenin hayati fonksiyonlarin1 devam ettirebilmek, hiicrenin homeostazin1 korumak i¢in
Katlanmamis Protein Yanit1 (KPY) devreye girmektedir. KPY, stres altindaki ER’in
protein katlama kapasitesini idame ettirmekten sorumludur. Protein Kinaz RNA (PKR),
benzeri ER Kinaz (PERK), Aktive edici Transkripsiyon Faktorii (ATF6), Inozitol
Gerektiren kinaz 1 (IRE1) yolaklari KPY sinyal yolaklarinin bashcalaridir®.

1.2.MikroRNA’larim Gorevleri

Mikroriboniikleik asitler (miRNA), ortalama 22 niikleotit uzunlugunda kiigiik, protein
kodlamayan diizenleyici RNA molekiilleridir. Hayvan ve bitkilerde, protein kodlayan
genlerin mRNAsma baglanarak transkripsiyon sonrasi baskilanmasini direk olarak
etkileyerek gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar’. 1990’larin basinda
Caenorhabditis elegans'ta (C.elegans) postembriyonik gelismenin temporal kontroliiniin
analizi sirasinda lin-4 ve let-7 RNAlarinin tanimlanmast ile kesfedilmistir®. Let-7

homologlari, memeliler de dahil olmak iizere diger bilateral hayvanlarda da bulunmaktadir.

C.elegans'ta gelisim zamanlamasini diizenleyen let-7°nin pek cok tiirde korunmus olmast

bu miRNA ailesinin biyolojik fonksiyonun 6nemini de vurgulamistir. Ardindan hiicre igi



kiigiik RNA smifinin 6nemli temsilcisi olan let-4 ve let-7 RNAlar1, kurtlarda, sineklerde ve

memelilerde rapor edilmis ve mikroRNA olarak isimlendirilmistir’ ™.

2001 yilinda sayisiz miRNAnin farkli canlilarda tanimlanmaya baslanmasi ile, miRNAlar
oldukca 6nemli ve cazip bir ¢alisma alani olmaya baslamlst1r7'1o. Son yillarda, yiiksek
verimle uygulanan dizileme c¢alismalariyla beraber miRNAlarin, olduk¢a fazla sayida
fosfataz ve kinazlar1 da regiile ettigi ortaya ¢ikmistir™’. insanda protein kodlayan genlerin
%60'!in miRNA aracili gen ifadesinin kontrolii igin potansiyel hedef oldugu in silico

olarak tahmin edilmektedir*2.

MikroRNA'lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz Il enzimi tarafindan
genomik DNA’dan sentezlenir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz Il enzim ailesinin bir
endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha kompleksi tarafindan yaklasik 70 niikleotid
uzunlugunda olan pre-miRNA’ya doniistiiriliir' Pre-miRNA molekiilii bir niiklear tasima
reseptorii olan Exportin 5 ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli sekilde
sitoplazmaya tasinir. Sonrasinda pre-miRNAlar sitoplazmada RNAz 11l enzim ailesinden
Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA-
miRNA* dupleksine ¢evrilir'®. Dicer, aym zamanda RNA ile indiiklenmis susturma
kompleksi (RNA-Induced Silencing Complex) RISC olusumunu baglatir. Dicer, pre-
MIRNA’nin sap- ilmigini kestikten sonra, miRNA-miRNA dubleksinden sadece biri RISC
kompleksine dahil olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz olan argonat’in
etkisiyle bu iki iplikten 5’ucu daha kararli olan1 segilip komplekse dahil edilir. Bu iplik
kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilir Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik
olarak adlandirilir, RISC kompleksinin substrati olarak islenir. MikroRNA’lar, aktif RISC
kompleksine entegre olduktan sonra, ya argonat proteinleri yardimiyla mRNA'nin
yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden olurlar. Sekil 1.1°de

mikroRNA biyogenezi sematik olarak goriilmektedir.
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Sekil 1. 1. MikroRNA biyogenezi( Kim 2005’den modifiye edilmistir).

Onceden miRNA:miRNA* c¢ifti olarak tammlanan yapida olgun miRNA, énciil miRNAnm 5’
kolundan koken aldi ise mMiIRNA-5p ve 3’ucundan koken aldi ise miRNA-3p olarak adlandirilir.



2.KURAMSAL TEMELLER
2.1.Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum yeni sentezlenen salgi ve membran proteinlerinin hiicrede yer
aldig1 organeldir. Bu proteinler organelden c¢ikarilmadan once post-translasyonel olarak
modifiye edilmeli ve uygun bir bigimde katlanmak zorundadir™. ER fonksiyon kapasitesini
asan fizyolojik veya patolojik durumlarda limende katlanmamis ya da yanlis katlanmis
protein birikimi meydana gelir ve bu durum ER stresi olarak isimlendirilmektedir. ER
stresi hiicre icerisinde olustuktan sonra hiicrenin hayati fonksiyonlarin1 devam ettirebilmek
icin Katlanmamis Protein Yaniti (KPY) adi verilen sinyal yolaklar1 devreye girmektedir.
Protein kinaz R benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktori (ATF6),
inozitol gerektiren kinaz 1 (IRE1) yolaklari, KPY sinyal yolaklarinin baslicalaridir. Bu
yolaklar ileride de bahsedilecegi gibi, sekil 2.1’de daha ayrintili bir sekilde

gosterilmektedir.

2.2.Protein Katlanmasinda Rol Oynayan Molekiiller

ER saperonlari, endoplazmik retikulumun fonksiyonu i¢in gereklidir. Bu saperonlardan
ozellikleri en iyi tanimlanan BIP, HSPAS seklinde de isimlendirilmis, glukozla diizenlenen
protein 78’dir(GRP78). Monomerik veya dimerik formdadir ve 78 kDa agirligindadir.
Ayni zamanda oligomerik formu depo halinde bulunmaktadir. Monomerik formu ise
saperon gorevi gormektedir. GRP78, ER haricinde, ¢ekirdek ve mitokondride de
bulunmaktadir. Proteinin ER’a translokasyonunun diizenlenmesi, protein katlanmasinin
saglanmasi, kalsiyum baglanmasi, apoptozisin diizenlenmesi, KPY’nin diizenlenmesi,
protein kalite kontroliiniin saglanmasi, protein yikiminin saglanmasi GRP78’in KPY ile
ilgili baglica gérevleridir16’17. GRP78 saperonu, kanser hiicrelerinin tiimor baskilama, ilag

direnci gibi patolojik kosullar altinda hayatta kalabilmesi icin gereklidir'®,

Protein katlanmasindan sorumlu bir diger protein olan glukozla diizenlenen protein 94
(GRP94) dimerik bir proteindir ve 94 kDa agirhigindadir. ER’da en fazla bulunan
proteindir. Protein katlanmasinin saglanmasi ve eger katlanamayan proteinler varsa

yikiminin saglanmasi GRP94’iin baglica gorevleridir. Bunlarin disinda ayrica kalsiyum



baglanmasi, apoptozisin diizenlenmesi, immiinite (antijen sunumu) gibi hiicre i¢i olaylarda

da rol almaktadir.

Kalneksin ve kalretikulin, glikoproteinlerin  kalite  kontroliinden = sorumludur.
Glikoproteinlere baglanan kalneksin ve kalretikulin, disiilfit izomerazlar ve foldazlar i¢in
substrat sunar ve bunun sonucunda proteinin tersiyer yapist sekillenmis olur™.
Olgunlasmamis protein endoplazmik retikuluma girdigi zaman N-bagl glikanlarla (iki N-
asetilglukozamin, dokuz mannoz ve ii¢ glukoz molekiiliinden olusur) modifiye edilir.
Protein dogru katlanmigsa son glukozun uzaklastirilmasi ile saperonlarin baglandigi bolge
ortadan kaldirilarak olgun proteinin golgiye transferi gerceklesir. Ancak protein dogru
katlanamamigsa ER liimenine gomili, UGGT ya da (UDP)-glukoz (glikoprotein,
glukoziltransferaz) katlanmamis kisma baglanir ve deglikozile glikana glukoz ekler.
Dolayisiyla kalneksin, kalretikulin i¢in baglanma bdolgesi olusturulur. Bu zaman zarfinda
dogru konformasyon saglanmigsa UGGT tekrar aktive olmaz ve protein golgiye gider. Bu
sart saglanamamigssa UGGT nin diizenledigi sikluslar protein yikimi gerceklesene kadar

tekrarlanir®®,

2.3.Katlanmamis Protein Cevabi

Katlanmamis protein cevab1 (KPY), ER’da lokalize olmus ii¢ temel sinyal yolaginin aktif
hale ge¢mesi ile diizenlenir. Son yapilan ¢aligmalarda, belirli hiicre tiplerinde bu
mekanizmanin aktif hale ge¢mesinin diger yolaklarla da iligkili olabileceginden
bahsedilmektedir. Farkli sinyal mekanizmalarinin da olmasina ragmen, her aktif hale gecen

yolak, ER strese yanit veren genlerin transkripsiyonunu yonetir™.

Hiicrede stres olusmasi durumunda, cevap vermesi ve stresi yenmesi homeostazin
saglanmas i¢in gereklidir. N-bagli glikozilasyon inhibisyonu ve kalsiyum homeostazinin
bozulmasi, enfeksiyon, genetik mutasyon, besin eksikligi, hipoksi gibi ekzojen ya da
endojen kaynakli bir ¢ok stres nedeni vardir™. Hiicrenin, karsilastigi ER stres ile bas
edebilmek ve homeostazi saglamak i¢in aktive olan baslica KPY yolaklari, sekil 2.1°de

gosterilmektedir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Uridine_diphosphate

ER, limeninde biriken katlanamamig proteinlerin katlanmasini saglamak icin kapasitesini
artirir. Katlanmaya destek olan yardimci molekiillerin sentezi artirilir. Yanlis katlanan
proteinler diizeltilemezse ER yiikiinii azaltmak i¢in yikima gonderilir. Hiicre yine de

adaptasyonu saglayamazsa ¢evre dokuya zarar vermemesi i¢in apoptoza yonlendirilir.

Makrofaj, pankreas beta hiicreleri gibi sekretuvar hiicrelerin farklilasma ve hiicre
biliyiimesi, yanlis katlanan protein iiretimine neden olur ve bu KPY’yi indiikleyen
fizyolojik durumlardir. Patolojik durumlar1 ise, hipoglisemi, hiper-homosisteinemi ve
iskemi gibi artmig metabolik durumlar; sekretuvar ve transmembran proteinleri kodlayan
genlerde mutasyon; hepatit C gibi enfeksiyonlardir™. Giniimiize kadar KPY sensorii

olarak {i¢ transmembran protein tanimlanmistir.

KPY, ER’da katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin birikmesi sonucunda

tetiklenen evrimsel siiregte korunmus bir cevaptir.

KPY aktivasyonunu tetikleyen etmenler sunlardir:

* Normal ER islevini yeniden kurmak ve degisen ¢evreye adaptasyonu saglamak,

* ER liimenine gelecek yeni proteinlerin miktarini azaltmak,

* ER’da proteinlerin katlanma kapasitesini arttirmak,

* ER’da bulunan katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin degredasyonunu (ERAD)

ve tekrar sitoplazmaya doniistinii saglamaktir.



Sekil 2.1. KPY Yolaklar1 (Kezhong Zhang & Randal J. Kaufman Nature 2008’den

modifiye edilmistir®®).

Eger KPY tarafindan aktive olan koruma mekanizmasi normal ER fonksiyonunu tamir
etmek i¢in yeterli degilse hiicreler apoptoza giderler. Son yapilan aragtirmalar ER stresi ve
KPY’nin diyabet, obezite ve ateroskleroz gibi metabolik hastaliklarda, kanserde, immun
yanitta ve Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
onemli rol oynadigin1 desteklemektedir. ER stresi ve KPY {izerinde yapilacak daha ileri
caligmalar bu fizyolojik mekanizmanin tam roliinii agiklamak igin gereklidir ve potansiyel

tedaviler igin yeni yollar saglayacaktir.



2.4. Katlanmamis Protein Cevabi Sinyal Yollari
2.4.1. Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) Sinyal Yolu

Memeli hiicrelerinde, ER strese verilen ilk yanit gecici olarak translasyonun etkisinin
azaltilmasidir. Bu olay PERK sinyal yolagi tarafindan yonetilmektedir. PERK, ER
membraninda lokalize, Tip I transmembran serin treonin kinaz proteinidir®*?*. Normal
sartlar altinda GRP78 ile beraber bulunmas1 molekiiliin inaktif durumda kalmasini saglar.
ER kapasitesini asan yiikle veya stresle karsilastigi zaman beraberinde bulunan GRP78
limene katlanmaya yardimci olmasi igin gonderilirken PERK homodimer olarak
fosforillenir®®. Aktive olan PERK daha sonra okaryotik baslama faktorii elF2a’daki
Serin-51°i fosforiller’*?*, Fosforile eIF2a, genel translasyonu hiicre i¢inde durdurur. Ancak
baz1 secilmis proteinlerin translasyonu devam eder ve miktarlari artar. Translasyonun
inhibe olmasi sonucu kisa omiirlii proteinler hiicreden temizlenir. En tipik 6rnek siklin
D’dir. ER stres sirasinda bu proteinin yoklugu memeli hiicrelerinin hiicre siklusu sirasinda

G1 fazinda kalmasina yol agar.

2.4.2. Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) Sinyal Yolu

ATF6, hiicrede ER stresi olmadiginda, ER membraninda GRP78 ile beraber inaktif sekilde
bulunmaktadir. Bu proteinin memeli hiicrelerinde, oldukg¢a sik rastlanan dokularin

dagiliminda ATF6a ve ATF6f olmak tizere iki izoformu bulunmaktadir®.

ER stres ile karsilasinca PERK’dekine ¢ok benzer bir mekanizmayla GRP78 liimene
katlanmaya yardimci olmak i¢in gonderilirken ATF6’da  posttranskripsiyonel
modifikasyona ugrar’’. Golgiye gonderilen ATF6, sitel proteazla (S1) sonra site2 proteaz
(S2) ile etkileserek kirpilir®®®. Ardindan site2 proteaz tarafindan kirpilan ATF6 gekirdege
gonderilir.Burada GRP78, GRP94 gibi ER saperonlarinin ifadesini artirir. Sonug olarak bu
proteinlerin sentezi artar ve ER katlama kapasitesi yiikselerek strese karsi korunma

saglanmaya caligilir.
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Sekil 2. 2. ATF6 Sinyal Yolagi (Rawson et. al. Mol Cell. 2000°den modifiye edilmistir®®)
2.4.3. Inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1) Sinyal Yolu

IRE1 transmembran yapida bir proteindir. iki formu vardir. IRE1l-a tiim hiicrelerde
bulunurken B formu ise bagirsaklarda bulunmaktadir®®. Her iki izoformu da ER’da
transmembran proteini olarak bulunmaktadir. IRE1a, farede yagamsal olarak 6nem tasiyan

genlerden biridir®.

IREI1, diger KPY yolaklar1 gibi GRP78 ile kompleks halindeyken inaktiftir. ER stres
sirasinda GRP78’in ayrilmasi, IRE1a’nin dimerizasyonunu, oligomerizasyonunu ve trans-
otofosforilasyonunu saglar. Aktif haldeki IRE1’in RNAaz aktivitesi ile X-box baglayici
protein 1 (XBP) mRNAsindan 26 niikleotid uzaklastirilir ve olusan kirpilmis XBP1 mRNA
translasyona girer ve transkripsiyon faktorii kodlar. XBP1 mRNAs1 sitoplazmasinda

normalde de bulunmaktadir. Ancak kirpilmamis sekildedir®.

2.5. Endoplazmik Retikulum Stresiyle Indiiklenen Apoptoz Yolaklari

Hatal1 katlanmis proteinlerin birikimi ve ER stresinin iistesinden gelmek icin hiicrede KPY
yolagi aktive olmaktadir. Eger hatali katlanmis protein miktar1 ¢ok fazla olursa ve stres
devam ederse, KPY’nin aktivasyonu ER stresiyle bas etmek i¢in yetersiz kalmaktadir ve

boyle bir durumda ER stresi programli hiicre 6liimiine yol acar. Ancak ER stresiyle



indiiklenen apoptozu diizenleyen mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir®.
PERK, ATF6 ve IRE1 sinyal yolaklari sadece yasama islevlerini saglayan yolaklari
baslatmazlar aym1 zamanda apoptoz yolaklarin1 da indiiklerler. ER stresi sirasinda
proapoptotik sinyalleri tetiklemektedir. Fakat direk olarak hiicre 6liimiine yol agmak yerine
CHOP ya da JNK gibi yolagmn ilerisindeki molekiillerin aktivasyonunu baglatarak etki

ederler*. Olusan bu programl 6liim yolaklar: sekil 2.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 2. 3. ER stres apoptoz yolaklari

2.5.1.CHOP (CCAAT/ Enhancer Binding Protein (C/EBP) Homolog Protein)
Indiiksiyonu

CHOP, bZIP-igeren transkripsiyon faktorii olarak C/EBP ailesinin iiyesi olarak
tanimlanmistir. CHOP GADD153 (growth arrest and DNA-damage inducible gene 153)
olarak da bilinir, ER stresle DNA hasarindan daha ¢ok indiiklenir**. Uzayan ER stres
siiresinde  CHOP, en fazla ifadesi artan genlerden biridir®®*®. CHOP’un transkripsiyonu
ER membraninda yer alan PERK, ATF6 ve IRE-1 tarafindan aktive edilmektedir?3>%°,
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Pek c¢ok caligmada ER stres kaynakli apoptoz CHOP yolagini igermektedir. CHOP’un
transkripsiyon ve translasyon seviyesindeki kontrollerine ek olarak, aktivasyonunu
artirmak i¢in P38 MAPK 78. ve 81. serinden fosforile ederek posttranslasyonel olarak da
kontrol saglamaktad1r34. CHOP’un maksimum olarak indiiklenmesi i¢in, biitiin ER strese
cevap yolaklart gereklidir. Ciinkii CHOP’un promotor bolgesi ATF4, ATF6, XPP-1 ve
ATF2/ATF3 tarafindan transaktive olan 4 cis-davranisli elementler tarafindan
diizenlenmektedir. CHOP’un ifadesi GADD34, ERO1, DRS5, karbonik anhidraz VI ve
TRB3 gibi proapoptotik proteinlerin indiiksiyonuna da yol agmaktadir. ERO1 ER luminal
proteinken, digerleri sitozoliktir”®. BCL2 protein ailesinin iiyeleri (BCL2, BAX, BAK,

BIK) apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenleyicisi olarak 6nem tasimaktadir (Sekil 2.4.).

Mitokondri aracili apoptozda oldugu gibi ER stresiyle indiiklenen apoptoz da BCL2
protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir. ER stresiyle indiiklenen hiicre 6liimiinde BCL2
proteinlerinin iligkisi agik olmasina ragmen, ER stresi tarafindan nasil diizenlendigi daha

az bilinmektedir®,

Inflammatory
mediators

HypOX|a
toxins

ERO1 F’ elF20.

ER Ca* P38 MAPK,
l depletion ~— cHOP ? STATH

FAS, SCD-1

.4
CAMK-II
ROS NO
Insulin Bax/Bak
C16:1n7- resistance
palmetoleate
ApoptOS|s

inflammation

Sekil 2. 4. CHOP, JNK, ATF4 aracili apoptoz yolaklar1
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2.5.2. INK Aktivasyonu

ER strese yanit olarak, IREla, adaptor protein TNF reseptor iliskili faktor 2(TRAF2) ile
beraber ER membraninda bulunmaktadir®, Sinyal iletiminde gorevli proteinlerden olan c-
jun NH2- terminal kinaz (JNK) ER stresinde baska bir apoptotik yoldur, gen
ekspresyonunu diizenler ve strese karsi yasam ve hiicre 6liimii arasindaki iligskiyi saglar.
ER stres yolunda JNK aktivasyonunun islevsel 6nemi heniliz tam olarak agiklanmis
degildir. KPY IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi tarafindan aktive olmaktadir. IRE1, Xbpl
kirpilmasindaki roliinden bagimsiz olarak JNK sinyal yolunu aktive ederek apoptozu
tetiklemektedir. IRE-1- TRAF2 etkilesimi apoptozu tetikleyen transkripsiyonel baskilayici
faktor olan ATF3’4 de aktive etmektedir. Ayrica JNK’m, fosforilasyonla BCL2

proteinlerini diizenledigi de bilinmektedir®.

2.5.3. Kaspaz Aktivasyonu

Kaspazlar, ER’la baglantil1 sistein proteaz ailesinin iiyesidirler. Hiicrelerin i¢inde inaktif
halde bulunmaktadir ve apoptozun indiiklenmesinden sonra aktif enzim formuna
dontismek iizere islenirler. Kaspazlarin aktivasyonu apoptoz i¢in gereklidir ve kaspaz 12,
3, 6, 7, 8 ve 9’un islevleri ER stresiyle ilgili calismalarda gosterilmistir. Kaspaz 12, ER
stresiyle indiiklenen apoptozun anahtar diizenleyicisi olarak 6nem tagimaktadir. Kaspaz 12,
cesitli yollardan ER stresi ile aktive olabilmektedir. Birinci yol; kalsiyum tarafindan aktive
olan sitoplazmik proteaz olan kalpainler tarafindan aktive olmasidir. ER’da kaspaz 12’nin
aktivasyonundan sonra kaspaz-12 prokaspaz 9’u keser ve kaspaz 9’da kaspaz 3’in
aktivasyonuna yol acar ve sonucta apoptoz gerceklesir. Ikinci yol; IRE1 ve adaptor protein
TRAF2 ile direk baglantili olarak aktive olabilmesidir. Ugiincii yol; Kaspaz 7’nin bazi
apoptotik uyarilara cevap olarak ER’da transloke olmasi ve direk olarak kaspaz 12 ‘yi
aktive edebilmesiyle gerceklesmektedir. ER stresiyle diger kaspazlarin da baglantili

oldugunu ve diger kaspazlarin aktivasyonunu da indiikledigi gosterilmistir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2. 5. Kaspazlarin apoptozdaki gorevleri
2.6. MikroRNA'lar ve ER Stres

MikroRNA’lar, diziye 6zgii bi¢imde gen ifadesini diizenleyen kodlanmayan RNAlarin
kiigiik bir ailesidir. MikroRNA ailesini olusturan iki énemli iiye ilk olarak C. elegans’da
gelismeyi diizenleyen genlerden tanimlanmistir. MikroRNA’lar, farkli ifade modellerine
sahiptir, pek ¢ok gelisimsel ve fizyolojik siirecleri diizenleyebilir. MikroRNA’larin kesfi,
kompleks gen regiilasyonunu anlamak i¢in yeni bir boyut kazandirmuistir™. Sonralari
yapilan caligmlarda, kanserde rol oynayan miRNA’lar “oncomir” olarak adlandirilmistir.
Memelilerde miRNA ifadesinin “antagomiR” denilen molekiillerle susturulabilecegi

gésterilmistir“.

Son calismalar KPY ile ilgili olan transkripsiyon faktorlerinin mikroRNAlar tarafindan
regiile edildigini desteklemektedir. Ayrica bu transkripsiyon faktorleri, mikroRNA
ifadesini ya da bu ifadenin devamliligini diizenleyebilir. Bu durum, mikroRNAlarin, KPY
yolaklarinda 6nemli pek c¢ok diizenleyici fonksiyonu oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica,
adaptif ve apoptotik mekanizmalarin1 kontrol ederek ER stresin hiicresel yanitini

yonetirler. Yapilan ¢alismalarin da bize gosterdigi gibi, bagimsiz mekanizmalar tarafindan
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olusan ER stres (protozomal degresyonun durmasi, ER bagl glikozilasyonun durmasi ya
da Ca® homeostazinin bozulmasi1) miRNA ifade modellerini farkli yollarla etkilemektedir.
Gozlemlenen farkliliklarin pek coguna ragmen, strese yol agan farkliliklar, tistiinde durulan

temel mekanizmalardir.

ER stres ve KPY bilesenlerini arastirmak iizere gergeklestirilen bazi yiiksek hacimli
mIRNA mikrodizilimlerinin analizi sonucu lipotoksisitenin miRNA ifadesi iizerinde etkisi
oldugu saptanmistir. Pankreas Beta-hiicrelerine serbest yag asidi verilerek 132 adet
miRNA’nin ifade seviyelerindeki degisiklikler analiz edilmistir43. Pek ¢ok miRNA’nin
yanisira en ¢arpict mmu-miR-34a ve mmu-miR-146’nin pankreas Beta hiicrelerinde artisi
mikroarray ile gosterilmis ve ¢alismada bu iki miRNA iizerine yogunlasilmistir. 2010°da
kimerik tRNA kullanilarak hiicrelerde ER stres olusturulmus ve KPY aktivasyonu

sonucunda yaklasik 200 miRNA "nin ifade seviyesinde degisiklik oldugu tespit edilmistir™.

2.7.MikroRNA’lar ve XBP1

XBP1, gelismekte olan polipeptidlerin ER’a girisini, proteinlerin olgunlagmasini ve
katlanmasin1 saglayan genlerin ifadesini artirarak pek c¢ok ER ve salgi yolaklarim

45,46

indiikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir™™. Cizelge 2.1'de KPYnin adaptif ve apoptotik

cevaplarini diizenleyen mikroRNAlarin listesi yer almaktadir

Cizelge 2.1.Farkli miRNAlarin, ¢esitli pro-adaptif ve pro-apoptotik KPY sinyal yolaklarina
katkis1 (Byrd et al, 2013’den modifiye edilmistir).

mikroRNA Diizenlenen Hedef KPY’ye katkisi
yolak Gen(ler)
MiR-346 XBP1(S) TAP1 adaptlf' TAPl ifadesi azalir, boylece MHC
siif-1 ilgili antijen sunumu azalir.
miR-708 CHOP Rhodopsin adaptif —ER protein katlanma talebini azaltir
NF_ B - - . . . .« .
MiR-30-2-3p K _ XBP1 agaptlf KPY siiresince XBP1 ifadesini
(PERK hedefi) diizenler
NF-xB T :
miR-214 K XBP1 (:idaptlf _ KPY aktive oluncaya kadar XBP1
(baglantlh) IfadeSInI diizenler
. CHOP . apoptotik - p27Kip1 ve MEK/ERK- bagiml
MiR-221/222 (baglantili) p27Kipl G1 faz arreste katkida bulunur
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miR-455 ATF6 Calreticulin | ;. i - calreticulin seviyesini diizenler
(baglantili)
. ER stres ATF4 adaptif - ATF4 hedefleri olan VEGF and
mIR-663 indiiklenebilir (baglantilr) TRIB' direk olmayan yoldan azaltir
miRs 17, IREL-bagmly adaptif - IRE1 miR'leri degrede edinceye
34a, 96, " Ii Caspase-2 kadar, miRler Caspase2 translasyonunu inhibe
1250 y eder, apoptozun baglamasi ile sonuglanir.
— ER stres apoptotik - KPY induksiyonu iizerine genel
MiR-204 indiiklencbilir | EPUMIANMAMIS | e etk
e 199 ER stres ERstres | ghoptotik -miR-122- PSMD10-UPR bagimli
indiiklenebilir proteinleri KPY gen diizenlenmesi
(baglantili)
miR- ER stres tantmlanmanm apoptotik -ROS iretimini artirir, ¢ogunlukla
23a~27a~24-2 | indiklenebilir ¥ | PERK ve IRELi aktive eder.

XBP1 mRNAsinin diizenlenmesi icin ongiiriilmiis hedef miRNA’lar
miR-449a ve miR-449b, bu yolakta etkili rol oynamaktadir. miR-449’un down
regiilasyonunun, mide kanserinde 6nemli role sahip oldugu gosterilmistir. Son yapilan bir

¢alismaya gore miR-30c-2 miRNA’sinin KPY siiresince ifadesinin arttig1 gosterilmistir®’.

BIP mRNAsinin diizenlenmesi icin ongiiriilmiis hedef miRNA’lar
miR-495’in, akciger kanser hiicreleri yiiksek seviyelere ulastiginda kanserin ilerlemesine
ve hiicrelerde hipoksi direngliligine neden oldugu belirtilmistir. Bu tiimor baskilayici

hareketin, diger tip kanser hatlarida da oldugu bilinmektedir®.

ATF4 mRNAsinin diizenlenmesi icin ongiiriilmiis hedef miRNA’lar
ATF4’iin 3’ UTR ucunun kisa olmasindan dolay1 (100 bazin altinda) hi¢bir tanimlanmis
miRNA bu bolgeyle eslesmemektedir®®,

PERK mRNAsinin diizenlenmesi i¢in ongiiriilmiis hedef miRNA’lar

Insan vaskiiler endotelyal hiicrelerde (HUVEC), yiiksek glukoz stresi boyunca vaskiiler
endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) negatif regiilasyonu miR-320’nin gérevidir. Bunun
yanisira, stromal fibroblastlarda tiimor gelisimini azaltici etkisi vardir. PERK mRNAs1 ile
intekraksiyonu Ongoriilen mMiR-454’in rolii ile ilgili literatiirde kesin bir bilgi

bulunmamaktadir®®,
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IRE1 mRNAsinin diizenlenmesi i¢in 6ngiiriilmiis hedef miRNA’lar

miR-506nin, kansere doniisen hiicrelerde ve akciger kanseri hiicrelerinde anti-onkogenik
bir miRNA olarak gorev aldigi bilinmektedir. miR-124 ise norogenezisin yonetildigi
beyinde oldukg¢a fazla bulunan bir miRNA’dir. Bu yiizden kanser siirecinde baskilayici rol

oynar®,

ATF6 mRNAs1 icin ongiiriilmiis hedef miRNA’lar

mMiR-203 miRNA’sinin tiimor baskilayici rolii daha onceden ispat edilmistir. Bu miRNA,
mezenkimal hiicrelerin, epitel hiicreye gegisini tesvik eder ve memeli epitel hiicre
farklilasmasi  boyunca kok hiicrenin = dzelliklerinin = yikimini ~ yonetir. miR-424,
anjiyogenezin diizenlenmesinde gorev alir. Son ¢alismalarda bu miRNA’nin azalmis

ifadesinin mikroplara kars: savunmada énemli bir rol oynadig goriilmektedir.

2.8. MikroRNA Tanimlanmasinda Kullanilan Biyoinformatik Araclar

Son yapilan ¢alismalarda, mikroRNA’larin  pek ¢ok organizmanin genlerinin
diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli rol oynadig1 ve sayisiz hastalik siirecinde etkili oldugu
gosterilmektedir®. Hastalik siirecinde nem teskil eden genetik yolaklar miRNAlar
tarafindan diizenlenmektedir™". MikroRNAlar, hedef mesajct RNA’larin 3’¢evrilmeyen
bolgelerine baglanan kisa (21-23 niikleotid uzunlugunda) RNA’lardir. Bu baglanma,
cogunlukla hedef genlerin translasyonel baskilanmasina yol agar, ayrica hedef transkriptin
hizli degredasyonunu da tetiklemektedir. MikroRNA’lar, pek ¢ok sayidaki ilacin hedefi
olabilecegi i¢cin Onem tasiyan proteinlerin olanak dahilinde, seviyelerinin kontrolii i¢in
diizenleyici genlerin yeni bir tiirii olarak sunulabilir. MikroRNA’lar, belirli dokularda,
belirli zamanlarda aktif hale gecerek spesifik mikroRNA’lara doniisiir®. MikroRNA’larin
hedeflerini bulmak, mikroRNAnin kendisini bulmak kadar 6nem tasir. Bu mikroRNA’lar1
tanimlamak ve hedef genlerini ortaya ¢ikarmak hastaliklarin patogenezini anlamak {izere
yapilan ¢alismalara bir platform saglarso. Pek ¢ok kanserde, mikroRNA ifadesi belirgin bir
sekilde degismistir ve bu oldukga yararli bir tanilama tabaninda gésterilmistir. MikroRNA

hedeflerini tahmin edebilmek i¢in halen pek ¢ok algoritma gelistirilmektedir.

MikroRNA’nin ifade seviyesinin ve hedeflerinin profillendirilmesi igin sayisiz veritabani

mevcuttur. Yapilan sekans ¢alismalarini ve mikroRNA genomunu baz alan veritabanlari;
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MiRBase, insan mikroRNA hastaliklar1 veritaban1 (HMDD), miRNAMap ve miRGen’dir.
miRBase, her bir desteklenen miRNA i¢in olgun mikroRNAnin sekansini kullanan genel
bir veritabani hizmeti sunar. Ayrica tahmin edilen onciil dizinin genomik koordinatlarini
saglar. TargetScan, PicTar, TargetMiner, miRDB, mikroRNAlarin tahmini hedefleri ve
hayvanlardaki fonksiyonel agiklamalar1 i¢in kullanilan veri tabanlaridir. Microrna.org 2005
yilindan beri, mikroRNAlarin tahmini hedeflerini, hedeflerin “seed regionlarindaki”
miikemmel baz uyumuna tamamlayict durumu baz alarak hedef ve ifade 6zelliklerini
barindirir. TarBase ise, gegerliligi kabul edilmis mikroRNA hedeflerini i¢eren aragtirmalar

icin kullamlir™®.

miRNA hedef tahmini yaklasimlar

Sayisal olarak ongoriilen hedefler igin farkli metodlar gelistirilmistir. Bu metodlar, web
temelli c¢alismalarda, en az bir grup transkriptin tahmin edilmesi i¢in her zaman

kullanilabilir.

Cizelge 2. 2.MikroRNAlarin hedef mRNAlarmin belirlenmesinde kullanilan veri

tabanlarinin 6zellikleri (Maziere et al 2007’den modifiye edilmistir).

Verilerin
. Metodun ulasilabil
Metod Metodun tipi Uygulanabilirligi irligi Adres
Stark et al®® | Tamamlayici Cevrimigi arastirma | Uygun http://www.russell.embl.de/miRNAs/
miRanda Tamamlayict Indirilerek kullamm | Uygun http://www.microrna.org/
miRanda . .
MiRBase Tamamlayict Cevrimigi arastirma | Uygun http://microrna.sanger.ac.uk/
Kuyruk bolgesinden L .
TargetScan tamamlayicr Cevrimigi arastirma | Uygun http://www.targetscan.org/
Kuyruk bolgesinden . .
TargetScanS tamamlayicr Cevrimigi arastirma | Uygun http://www.targetscan.org/
DIANA L s . .
microT Termodinamik Indirilerek kullanim | Uygun http://diana.pcbi.upenn.edu/
PicTar Termodinamik Uygun http://pictar.bio.nyu.edu/
. Termodinamik ve o http://bibiserv.techfak.uni-
RNAHYDIId | o atistiksel model | ndirilerek kullanim bielefeld.de/rmahybrid/
miTarget SVMe Cevrimigi arastirma http://cbit.snu.ac.krmiTarget/
Deneysel olarak s .

TarBase gecerli kabul edilmis | - Uygun m}p.//dlana.pcbl.upenn.edu/tarbase.ht
hedefler

miRBase Tiim tiirler icin Cevrimigi arastirma | Uygun http://www.mirbase.org/
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bilinen miRNAlar

miRNA-hedef
MiRvea ¢iftinin minimal Cevrimigi aragtirma | Uygun http://www.microrna.org/
serbest enerjisi

Deneysel olarak

. gecerli kabul edilmis o http://www.umm.uni-
miRWalk ve edilmemis tim Cevrimigi aragtirma |- Uygun heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
hedefler

miRNA ve Hedeflerinin Belirlenmesi I¢in Veritabanlarinin Kullanimi

Belli bagli veri tabanlart gizelge 2.2°de gosterilmistir. Bu veritabanlarindan bazilari, pek
cok makalede yayinlanmistir ancak nadir glincellenmektedir; bir kismi ise diizenli olarak
yeni miRNA sekanslarini ya da mRNAlarin 3'UTR’sini hedefleyen mikroRNA’lar1 dahil
ederek yeni siirimler halinde giincellenmektedir. Genel olarak daha ¢ok sayida
mikroRNA’nin hedefinin gegerli hale geldigini kabul etmekteyiz. Bu konuda yapilan
caligmalar, kullanicilara sayisal olarak tahmin edilen ve deneysel olarak gecerli kabul

edilen mikroRNA hedeflerinden kusku duymama olanagi verecektir.

Tahmin edilen mikroRNA hedefleri i¢in uygulanan tamamlayici metodlarin hizli gelisimi,
gelecekteki arastirmalar igin umut vericidir. MikroRNA’larin nasil baglandiginin
anlasilmasi, biyolojik stirecleri hizlandiracag: gibi var olan algoritmalar1 da daha kesin bir
hale getirecegi beklenmektedir. Yeni tip algoritmalar, yeni bulunmus bilgileri yayinlayacak
kesinlikte olmasi i¢in kullanilir Bunun yanisira, ¢evrimici ¢calismalarin, arastiricilara yararh
araclarla ve mikroRNAIlarin genlerdeki etkisini degerlendirmek i¢in ya da biyolojik siirecin
ilgisini cekmesini saglamasi beklenmektedir. Aslinda, mikroRNAlarin tahmini hedefleri ile
calismak yeni ilaclarin kesfi icin kazang saglar. Buna paralel olarak sekans verilerinin
Onemini arttiran ¢alismalar, 3’UTR’lerinin nitelendirilmesine daha iyi olanak saglar ve
splicing durumlarinda 6ngoriilen mikroRNA hedefi igin, sayisal yaklasimlari daha ileri

ta§1r49 .
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3.GEREKCE ve AMAC

Obezite, tip 2 diyabet ve ateroskleroz gibi metabolik diizensizliklerde yag asitleri, yag
dokusunun yam sira baska dokularda da birikmektedir. Hiicre igindeki serbest yag asidi
birikimine karsi koyamayan —yag dokusu harici dokularda- hiicrelerde Endoplasmik
Retikulum (ER) stres ve lipotoksik hiicre 6liimii gergeklesirsz. Katlanmamis Protein Yaniti
(KPY) hiicrede biriken serbest yag asitlerinin endoplazmik retikulumda meydana getirdigi
strese kars1 koymak i¢in aktive olan bir mekanizmadir ve hiicrenin ER’da olusan strese
kars1 koyarak adaptasyonu veya hiicrenin kendisini apoptoza programlamasi arasinda
anahtar rolii iistlenmektedir. Bu siirecte KPY hiicrenin ihtiyact olan saperon proteinlerinin
ifade edilmesi igin gerekli sinyallerin hiicre cekirdegine iletilmesini saglamaktad1r53.
Ancak ER stresi metabolik dokularda kroniklestigi zaman, sismanlik, diyabet, ateroskleroz
gibi metabolik hastaliklarin gelisimine yol agmaktadir. Normal kosullar altinda KPY, nihai
tic boyutlu konfigiirasyonlarina ulasamamis proteinlerin ER’da birikmesi sonucunda
hiicrelerin ~ stres durumundan  kurtulmak igin gelistirdigi bir mekanizmadir™.
Lipotoksisitenin KPYn1 hangi molekiiler mekanizmalarla aktiflestirdigi halen tamamen
aydmlatilamamistir. Son yillarda tanimlanan ve gelisim, organogenez, kok hiicre
statiistinlin idamesi, kanser gibi biyolojik siireclerde rol alan mikroRNAlarin (miRNA)
protein kodlayan genlerin yaklasik %60’mn1 kontrol ettikleri tahmin edilmektedir. Memeli
proteomunun yaklasik %30’unun salgi yolaklar ile baglantili oldugu ve bu proteinlerin
ER’da islendigi diisiiniildiigiinde ER’un protein trafigi ve islenmesi siirecindeki roliiniin
son derece onemli oldugu goriilmektedir. Yapilan tezin amaci, lipotoksik endoplazmik
retikulum stres sirasinda katlanmamis protein yanitinin diizenlenmesinde rol oynayan olasi
mikroRNAlar ve bunlarin regiile ettigi hedef mRNAlarinin ve diizenledikleri yolaklarin
analiz edilmesidir. Bu amacla fare makrofaj hiicre hattinda (RAW 264.7) lipotoksik ER
stres olusturulmustur.  Adipositler ve makrofajlar tarafindan fizyolojik kosullar ve
metabolik hastalik durumlarinda benzer sinyal yolaklar1 kullanildig1 ve obezitede kronik

inflamasyon gozlendigi daha 6nce pek ¢ok calismada gosterilmistir™.

Bu tez calismasinda QRT-PCR temelli miScript miRNA array kullanilarak miRNAom
analizi gerceklestirilmis ve yaklasik 940 miRNA arasindan lipotoksik ER stres sonucu
ifadesi degisen miRNAlar tanimlanmistir. Ardindan biyoinformatik araglar ve yolak
analizleri ile bazt miRNAlarin hedef genleri in silico tanimlanmis ve son olarak da bu
hedef mRNAlarin QRT-PCR ile ifade seviyeleri analiz edilmistir.
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Boylece lipotoksik ER streste KPYnin diizenlenmesinde rol oynayan olast miRNAlar ve
bunlarin regiile ettikleri yolaklar tanimlanmaya calisilmistir. Bu tez ¢iktilart ile ileride
gergeklestirilecek fonksiyonel deneylerle de miRNA’larin KPY ile etkilesimi, KPY nin
adaptif ve destriiktif yanitina katkilar1 daha detayli incelenecek ve potansiyel miRNA’larin
obezite hayvan modellerinde KPY diizenlemesine olan etkileri in vivo olarak analiz
edilebilecek ve antagomiRlerin metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanimi s6z konusu

olabilecektir.
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4. MATERYAL ve YONTEM
4.1.Materyal
4.1.1. Genel Reaktifler

Genel laboratuvar kimyasallari; Sigma Chemical Co.(St Louis, ABD), Merck (Darmstadt,
Almanya), Amresco (Ohio, ABD) ve AppliChem (Darmstadt, Almanya)’dan saglanmistir.

4.1.2. Kullanilan RNA Ornekleri

RAW 264.7 fare makrofaj hattinda palmitat ile ER stres olusturulmustur. %1 yag asidi
icermeyen BSA'li RPMI besiyeri i¢inde 1uM sodyum palmitat (Sigma) hiicrelere 6 saat
siire ile uygulanmistir. Bu hiicre peletleri Bilkent Universitesinden Yrd. Dog. Dr Ebru
Erbay ve ekibi tarafindan saglanmistir. RNA izole edilinceye kadar peletler -80°C'da

saklanmustir.

4.1.3. RNA Izolasyon Reaktifleri

Total RNA izolasyonu Trizol (Invitrogen) protokolii takip edilerek gergeklestirilmistir.

Izolasyonda kullanilan reaktifler ve markalari ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. Total RNA izolasyonu i¢in kullanilan malzeme listesi.

Reaktif Markast

Kloroform Sigma Chemical Co.(St Louis, ABD)
Izopropanol Isopropil Alkol, Ambresco

Ethanol Absolut AppliChem (Darmstadt, Almanya)
Glikojen Roche

DNaz ve RNazsiz ¢ift distile su Ambion

(molekiiler biyolojiye uygun)

4.1.4. cDNA Sentez Reaktifleri

Total RNAdan miRNA ifade seviyesi analizi i¢in miScript II Reverse Transcription kit

(Qiagen) tiretici talimatlar1 dogrultusunda kullanilmustir.
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Total RNAdan mRNA ifade seviyesi analizi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

Kit (Roche) iiretici talimatlar1 dogrultusunda kullanilmistir.

4.1.5. MikroRNAom PCR Temelli Profilleme Analizi

"Mouse miRNAome miRNA PCR Array" (Qiagen, MIMM-3216Z) ile miRBase
16.stiriimde yer alan bilinen tiim fare miRNA'larinin ifade seviyesi Roche Light Cycler 480
platformunda analiz edilmistir. Tiim miRNAom 3 adet 384 kuyulu plaka iizerinde

yeralmaktadir.

4.1.6. Kantitatif Es Zamanh PCR Reaktifleri

SYBR Green ROX Fast Mastermix (2x), Qiagen firmasindan saglanmig ve talimatlara gore

protokol uygulanmistir.

4.1.7. Primerler Ve Amplifikasyon Bolgeleri

Primer 3 programi ile tasarlanan ve tez ¢aligmasinda kullanilan primerlerin dizileri, gen

kimlikleri ve amplifiye ettikleri fragment uzunluklar ¢izelge 4.2°de yer almaktadir.

Cizelge 4. 2. Calismada kullanilmak {izere tasarlanan primerler.

Amplifiye
Gen Gen . . edilen
sembolii | kimligi AR PITElr CIPAE fragment
boyu (b¢)
Srsf3 173
20383 R |TAGAAAGTGACCTGCTCCGG
- F |[CTCACCTCAGGAATGCGAGTT
Fam108b 6282%%'12 165
R |CTCAAACAATGCGAGGCCAT
Gene ID: F |CATGTCTCGACCTGTGCAAC
Cct4 226
12464 R |CTTCCACCAGCTCACAGTCAT
Twistnb 160
28071 R |GTTGCAAACTGGTGGTACTCA
Chracl 168
93696 R |[CGCTTCCATCGTCCTCATTG
. F | ATCGGGCTCCAGAAGTCATC
Mapk9 ngjo'g : 152
R |CATGAACTCTGCGGATGGTG
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Gene ID:

ACAGTACCAGAGCCAGATCG

F
SpS 176
P 26420 R |GGCACACGTGTTGCTTCTTT
Lipm Gene ID: F |GAAAGCTGCGGATCCAGAAG
78753 R |CCCCAAGAAGACCATGTTGC 194
oNaja2 | Gene ID: F | CAGAAGAAGAGGCGAGGACA
56445 R |CATTACAGTCGGAGCACACG 245
B | GeneID: F |CTGTGTGGTAGCAGATGGGA
12223 R |GCCTTTCTCACAGATGCAGG 214
Gene ID: F | GCAGCAACCAACAGGAATGA
Ep300 : 178
328572 R |GTGCTGAAGAGGAGAGGGTT
Gene ID: F | ATCGGAATGGCAATGCACTC
Tramlll 195
229801 R |TTTCTGTGCCTTTTCTCGCC
Gene ID: F | AGCAGCCGGACAACTCTAAT
Herpudl 174
64209 R | TTGTGTAGCCAGAGAA
Gene ID: F | CCACTACAAGCAGATCCCCA
Dusp9 209
75590 R CCAAGTCGTAGGCATCGTTG
: F | ACAGGCGGTCTTCTTACAGT
sfrsiab | e [ 217
R |CCATGTGGTCTGGACTTTGC
wian | Gene 10: F |GGCAAGAGGAAAACAGAGCC -
67154 R | ACGGCTAACATCCCACTGAT
Gene ID: F | TTCGAAGCAGCAGTGGAATG
Rbmxrt 19656 198
R |GCGGTGCATAATCTCTGGTG
. F |GCTCCTGACATCAAGTGCTG
R | CAAACACCTCTGCCCAGTTC
siag | Gene ID: F | CGAGACCCCACAAGAGACAT -
106504 R |CTCCCTGATGTGTTCCCAGT
Gene ID: F |CCACATCAGCCCAGGGAC
Hmga?2 174
15364 R |TCTCTGCTTTCTTCTGGGCT
Gene ID: F |GAAAAGGGAGACAGAGGGCT
Msrl 207
20288 R TCTTGATCCGCCTACACTCC
s | GenEID: F |CCTCCAGTGATGAGTCGGAA N
14683 R |CGGGTACACTCGGATAGACC
Gene ID: F |CAGTCCTGTGCCAAAATGCT
Ppmld 3892 249
S R | TGCATCTTCTTCCGGTGACT
Gene ID: F | CAACACTGCAAACCGTCTGA
Ssfa2 217
70599 R | TTCTGTAACCGTAGCCAGCA
Gene ID: F |TGAGTCTCGCCATCTCTGAC
Ibp 244
16803 R | TGGAAGAGATTCAGCAGCCA
B-actin | Gene ID: F | TGAGAGGGAAATCGTGCGTGACAT 180
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6671509 R

ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATGA

Gene ID:

AGTATGACTCCACTCACGGC

Gapdh

6679937 [ g

159
CACCAGTAGACTCCACGACA

4.1.8. Kullanilan Cihazlar

Bu c¢aligmada kullanilan cihazlar ¢izelge 4.3’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 4. 3.Kullanilan cihazlar lisetesi.

Cihaz Adi

Markasi

-20 °C derin dondurucu

Sanyo Biomedical Freezer, Sanyo Electric G., Ltd. Japan

-80 °C derin dondurucu

Sanyo MDF-U6086S, Sanyo Electric G., Ltd. Japan

+4 °C kit saklama
dolabi

Sanyo Medicool, Sanyo Electric G., Ltd. Japan

Cift distile su cihazi

Millipore Gradient Milli-Q

Distile su cihazi

Millipore Elix

Elektroforez gii¢
kaynag1

Atto MyPower300 AE-8130

Hassas terazi

Shimadzu Corp. BX320H

Jel goriintiileme sistemi

GENE Genius Bio Imaging System

Manyetik karistirict DAIHAN WiseStir (Daihan Scientific) Co, LTD. Korea
Nanodrop NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, ABD)
Otoklav Hirayama Hiclave HVA-110

Santrifiij Hettich Zentrifungen Micro22 D-78532. Germany
Santrifiij Beckman Coulter Microfuge 18 Centrifuge

Termal cycler cihaz1

BIO-RAD DNA Engine Peltier

Vorteks

LMS (Laboratory Medical Supplies) Harmony Mixer
UZUSIO VTX-3000L

QRT-PCR Cihazi

LightCyler 480, ROCHE ve Rotor-Gene Q, QIAGEN
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4.2.Yontem
4.2.1. Total RNA Izolasyonu

RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda lipotoksik ER stres olusturulmus oOrneklerden
Invitrogen-Trizol protokolii ile total RNA izolasyonu gergeklestirilir. -80 9C’de saklanan
materyalin tizerine 1000 pl Trizol eklenir ve materyal pargalanir. Trizol ile homojenize
edilen 6rneklerin iizerine 200 pl kloroform eklenir, solusyon homojen bir goriiniim alana
kadar vortexlenir ve oda 1sisinda 5 dakika bekletilir. Ornekler daha sonra énceden 4°C’ye
sogutulmus santrifiijde 12000 g’de 15 dakika santrifiijlenir. Santrifiij sonrasinda tiiplerde 3
ayr1 faz olusur. En istte seffaf ve RNA’nin bulundugu temiz faz, ortada beyaz bulutumsu
DNA faz1 ve en altta, organik fazin goriilmesi beklenir. Tiipler fazlarin karigmamasi igin
hareket ettirilmeden santrifiijden ¢ikartilir. En iistteki RNA’y1 iceren seffaf faz ortada
bulunan faza yaklagsmadan baska bir tiipe aktarilir. Aktarilan RNA’nin iizerine 500 pl
izopropanol (2-propanol) ve pellet olusumunu kolaylastirmak i¢in 0,5 pl glikojen (20
mg/ml) eklenir ve oda 1s1sinda 10 dakika bekletililip 4OC’ye sogutulmus santrifiijde 12000
g’de 10 dakika santrifiijlenir. Santrifiijiin sonunda tiipiin dibinde beyaz bir RNA pelleti
goriilmesi beklenmektedir. Siipernatant atilir ve pellet 1 ml %70 etanol ile 12000 g’de 5
dakika santrifiij edilir, bu islem 2 kere tekrarlanir. Yikanan pellet tiiplerin kapaklart acik
birakilarak kurutulur ve uygun miktarda yaklasik 30-50 pl niikleaz icermeyen su ile

¢Oziiliir.

4.2.2.RNA Miktar1 ve Safliginin Belirlenmesi

RNAnin miktar1 ve saflig1 spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) ile dlgiiliir. DNA’nin,
280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur.

A260/A280 oraninin 1,8-2,2 araliginda olmast RNAnin saf oldugunu gosterir.

4.2.3.Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen RNAlarin biitiinliigii ve kalitesi ve ayrica PCR fiiriinlerinin bir kism1 yogunlugu
% 0.8-2 arasinda degisen agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Hazirlanacak jelin
konsantrasyonuna gore gerekli miktarlarda agaroz alinarak, 1xTBE ig¢inde ¢ozlilmiistiir.

Ardindan 10mg/ml stok etidyum bromiirden 30 ml jel i¢cin 1 pl alnarak iyice
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karistirtlmistir. 2 pl 6x yiikleme tamponu, 10ul RNA o6rneklerinden eklenerek 75V’°da 60
dakika yiirttiliir.

4.2.4. miRNA PCR-Array ile miRNAom Profillerinin Belirlenmesi

Biyolojik tekrarli olarak gerceklestirilmis ¢alismada Mouse miRNAome miRNA PCR
Array (Qiagen, MIMM-3216Z) kullanilmistir. miRBase 16. siiriimiinde yer alan tiim
bilinen fare miRNA’larinin ifade seviyeleri 384 kuyulu plakalar halinde Roche Light
Cycler 480 platformunda analiz edilmistir. 940 fare miRNAs1 3 plaka {iizerinde
yeralmaktadir. Sekil 4.1’de miRNA miScript PCR array ¢alisma semasi ve sekil 4.2°de
384 kuyu formatindaki normalizasyon ve PCR kontrollerinin bulundugu kuyular

goriilmektedir.

miRNA miScript PCR array ¢alisma formati

37°C, 60 dk
95°C,5 dk -

Revers-transkripsiyon

reaksiyonu hazirlanir PCR mix hazirlanir PCR mix miScript miRNA Real-Time PCR

PCR array lizerine eklenir

Sonuglar miScript H S i
miRMA PCR Array veri 3 ol o B {
analiz programinda H - ‘ :
degerlendirilir < "if; [ &
w-c‘t-o-q: nm:tlu,-. Dreast Tamms

Sekil 4. 1. miRNA miScript PCR array caligma semasi
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
A 01 02 (03 ‘04 ‘05 ‘06 07 ‘@ @ 10 M 12 13 4 5 (6) 7)) (18)(19)(2) (21)(22)(23) (24
B (25 2 27 28 (9 30 31 32 33 34 35 36 37 38 P (40)(a)(42)(a3)(aa)(45)(a6)(a7) (48
C (49 (50 (51 52 (m (54 (55 (56 (57 (58 (59 60 61 62 &3 (64)(65) (66 (67)(68)(&9)(70)(7) (72
D (73 74 75 76 (7 78 79 (80 81 (82 (83 (84 85 86 @ (88)(89)(%0) (91)(92)(93)(9a)(95) (96
E 97 ‘98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 10 A (112) M3 (M4 (15 (16 (117 (118’ (119) (120
F A21 122 128 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 (136) (137) (138) (139) (140) (141) (142) (143) (124
G 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 (160) (161) (162) (163) (164) (165) (166) (167) (168)
H 169 70 471 A72 173 274 174 76 177 278 179 180 18 1z 183 (184) (185) (186) (187) (188) (189) (190) (191) (192
| 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 (208) (209 (210 211 (212) (213) (214 (215 (216
J 217 218 219 220 21 222 223 24 B5 26 227 28 29 20 231 (232) (233) (234) (235) (236) (237) (238) (239) (240
K 241 242 243 244 245 246 247 :9 250 251 252 253 254 255 (256) (257 (258) (259) (260) (261 (262 (263) (264
L 267 268 260 270 271 272 273 274 T5 276 277 278 279 280 281 (282) (283) (284) (285) (286) (287) (288) (289) (290
M 291 292 298 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 (306) (307) (308) (309) (310) (311) (312) (313) (314
N 315 316 37 318 319 320 321 32 23 323 324 325 3% 37 328 (328 (329) (330) (331) (332 (333) (334) (335) (336
O 337 338 3% 340 341 342 343 M4 U5 346 U7 U8 M9 30 351 (352) (353 (354) (355) (356) (357) (358) (359) (360
P31 32 33 %4 X5 %6 W %8 ¥ 0 7 72 @ @ & & & @ & @ o (- @

C. elegans  snoRNA/snRNA Reverse Positive
miR-39 miScript miScript transcription PCR
Primer Assay  PCR Controls control  control

Sekil 4. 2. miRNAom PCR array iizerinde normalizasyon ve diger kontrollerin yerlesimi

4.2.5. miRNAom Analizi i¢cin CDNA Sentezi

Lipit strese bagli ER stres olusturan palmitat ile muamele edilmis RAW 264.7 fare
makrofaj hiicre hattindan elde edilen RNA’lardan miScript Il RT Kit kullanilarak cDNA
sentezi yapilmistir. miRNAom caligsmasi igin gerekli olan bu cDNA hazirlanirken, miScript
HiSpec Buffer kullanilmistir. cDNA sentezi sirasinda miScript Primer assay ile es zamanh
PCR i¢in ileri primer kaliplart olusturulur. miScript SYBR Green PCR kit icerisinde
bulunan miScript evrensel primer de geri primer olarak es zamanli PCR’da fonksiyon

gostererek olgun miRNAlarin nicel olarak tespitini saglar.

cDNA sentezi i¢in orneklerin RNA konsantrasyonu esitlenir, 20 pl cDNA reaksiyonu i¢in
500 ng RNA baslangic materyali olarak kullanilir. Cizelge 4.4'de reaksiyon bilesenleri yer

almaktadir.
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Cizelge 4. 4. miRNA PCR Array ters transkripsiyon reaksiyonu

Bilesen Miktar
5x miScript Hispec Tampon 4 ul
10x miScript Nucleics Karigimi 2 ul
RNazsiz su Degisken
miScript Ters Trankriptaz Karigimi 2 ul
Kalip RNA (500 ng) Degisken
Toplam Hacim 20 pl

Ornekler 60 dakika 37°C, 5 dakika 95°C (enzim inaktivasyonu)’de termal déngii cihazinda

inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirilir. Cihazdan alinan 6rnek tiipleri daha sonra

QRT-PCR reaksiyonunda kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirilir.

4.2.6.miScript miRNA PCR Array

Bir onceki basamakta sentezlenen 20 pl ¢cDNA tizerine, 310 ul su eklenir, her biri 110

ul'lik 3 tiipe ayrilarak reaksiyon kuruluncaya kadar kaldirilir. miRNAom PCR array iki

biyolojik tekrar halinde ¢alisilmistir. Biyolojik tekrarlara ait isimlendirme ¢izelge 4.5'te yer

almaktadir. Kit talimatlar1 dogrultusunda PCR reaksiyonu hazirlanir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 5.Calismada kullanilan 6rnekler ve kisaltmalari

Biyolojik érnek Kisaltmast Aciklama
Raw 264.7 (1) RAL, Kontrol Ornegi, deney 1
Raw 264.7 + Palmitat (1) RA+PA1 Test Ornegi, deney 1
Raw 264.7 (2) RA2 Kontrol Ornegi, deney 2
Raw 264.7 + Palmitat (2) RA+PA2 Test Ornegi, deney 2

Cizelge 4. 6.miScript miRNA PCR Array QRT-PCR Reaksiyonu.

Bilesen

Miktar
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2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Karigimi 2050 pl
10x miScript Evrensel Primer 410 pl
RNazsiz su 1540 ul
Kalip cDNA 100 pl
Toplam Hacim 4100 pl

Karigim hazirlandiktan sonra miScript plakast ambalajindan c¢ikarilir ve yiikleme
rezervuarina transfer edilen reaksiyon karisimindan her kuyuya c¢ok kanalli pipet yardimi
ile 10 ul eklenir. Optik yapiskan film ile plakanin iistii kapatilir. Orneklerin yiiklendigi
384’lik PCR plakast 1 dakika 1000 g’de oda sicakliginda santrifiij edilir. Plaka,
LightCycler®480 Real-Time PCR System (Roche) cihazina yerlestirilir. Reaksiyon
kosullar1 ¢izelge 4.7°de gosterilmektedir.

Cizelge 4. 7.Light Cycler 480 platformunda gergeklestirilen QRT-PCR reaksiyon kosullar

PCR_ baslangic 15 95°C
aktivasyonu

« Deaturasyon 15" 94°C E 3
_— c
= Annealing 30" 55°C | & &
To) s O
<t " 0 2

Uzama 30 72°C  |& =

QRT-PCR bitiminde elde edilen sonuglar, miScript miRNA PCR Array Veri Analiz

Platformu kullanilarak analiz edilmistir.

4.2.7.miRNAom Veri Analizi

Sonuglar miScript miRNA PCR Array Data Analysis web yaziliminda analiz edilmistir.

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php). Bu yazilim real-time
PCR datasinin analizi igin gelistirilmistir. Threshold cycle degerleri (CT) yiiklendikten
sonra, yazilim otomatik olarak relatif kantifikasyonu ve kag¢ kat degisim oldugunu AACT

metodu ile hesaplar ve farkli formatlarda sonuglar1 gosterir.
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4.2.8. ifadesi Degisen miRNAlarin Hedeflerinin in silico Analizi

miRNAome veri analizi sonucu ifadesi degisen aday mikroRNAlarin hedeflerini
tanimlamak iizere microRNA.org web yazilimi kullanilmistir. Her bir miRNAnin hedef
gene hangi kismindan baglandigi, miRSVR skoru, esleniklik derecesi ve aynt mRNAy1
hedef alan diger miRNAlar belirlenir. Tespit edilen hedeflerin GeneCodis 3.0 web tabanli
analiz programui ile yolak analizi gerceklestirilmistir. GeneCodis programi, analiz sonrasi,
iliskilendirilen genlerin kag¢ tanesinin hangi biyolojik siiregte etkili oldugunu farkli

formatlardaki grafiklerle sunabilmektedir.

4.2.9.Primer Tasarim

Sec¢ilen miRNAlarin hedef mRNAlarina yonelik primerler, Primer3 programi kullanilarak
tasarlanmigtir.  Gen  bolgelerine  spesifik  primer  bolgelerinin  6zgilinliigi,

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi  kullanilarak saglanmistir. Primer tasarlanirken

kullanilacak olan primerlerin; sa¢ tokasi yapist olusturmamasina, iiriiniin biyiikliigline,
tekrar bazlarin olmamasma ve Tm degeri dikkate alinmalidir. Sekil 4.3'te tiim bu

parametrelerin goriildiigli Primer3 arayiizii goriilmektedir.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

No mispriming library specified

Using l-kbased segquence positions

CLIGS start len Tm gc3 any _th _35' th
LEFT FRIMER 233 20 58.97 45.00 17.38 0.00
RIGHT PRIMER 411 20 59.02 55.00 0.00 0.00

SEQUENCE SIZE: 1176
INCLUDED REGION SIZE: 1176

PRODUCT SIZ

1

81

301

541

601

PAIR ANY TH CCMFL: 0.00, PAIR 3" TH CCHMPL:

ATGGRAGCCCGAGCCACAGCCCEGAGCCEETCACGCTEGCTGETGAAGRAGTCCCARTCAGCGEC

CARCCECGACTTGGAGCTIGAGTGECEACCECAGTTGEAGTGTGAGTCGCCTCARGGCCCAC

CTGAGCCGAGTCTACCCCGAGCGCCCGCGTCCAGAGGACCAGAGGTTAATTTATTICTGGG

ARGCIGCIGITGGAICACCAGIGICTICCAARGATTIGCTITCCARAGCAGGRARAGCGACAT

e

GITITGCRACCTIIGIGIGCARTGIGALGART CCCTCCARAATGCCAGRARRCCAGCRACAALG
ST

GETGCTGAATCCACAGAGCAGCCGEACARCTCTAATCAGRACACAGCATCCTGEEGRACTCC
TCARAGTCGATGETTITACGECARAGAGARGTTCTTCGEARCCTITCTCCCTCCGEATGEGEAG

LLLL L L CLL L L LLL L L LLLL

ARCATCTCTAGGCCTGAGGCTGTCCAGCAGRCTTTICCAAGGCCTGGEEGCCTGGCTTCTCT
GGCTACACARCGTATGGGTIGGCTGCAGCTCTCCTGGTTCCAGCAGATCTATGCAAGGCAG
TRACIACATGCAATACTITAGCTIGCCACTIGCIGCATCAGGARCTITTIGICCCGACACCARGT

GCRCAALGAGATACCTIGIGETCTCTACACCTGCTCCEEGCTCCTATACACARCCAGTTTICCE

GCRGRAARAMRCCAGCCGECCARTCAGRATGCAGCTGCTCAAGCGETTIGTCAATCCCGEAGCC

[s]

LADDITIONAL OLIGOS
start _len tm gc? _anv th _3' th hairpin seq

1 LEFT PRIMER 35 20 58.393 50.00 0.00 0.00 0.00 TGCTGGIGRAGAGTCCCAAT
RIGHT PRIMER 251 20 58.87 45.00 13.89 0.91 0.00 AGGIGCAARACATGICGCIT
PRODUCT SIZE: 217, PAIR ANY TH CCMPL: 0.00, PRIR 3" _TH CCMPL: 0.00

2 LEFT PRIMER 7089 20 55.08 50.00 0.00 0.00 0.00 ARTCCCGGAGCCLRATCAGLL
RIGHT PRIMER 948 20 59.03 55.00 0.57 0.00 0.00 CTGRACTGGCCICTGICTGA
PRODUCT SIZE: 240, PAIR RNY TH CCMPL: 29.31, PRIR 3" TH CCMPL: 9.31

3 LEFT PRIMER 317 20 55.09 50.00 0.00 0.00 0.
RIGHT PRIMER 430 20 58.94 50.00 0.00 0.00 0.8
PRODUCT SIZE: 174, PAIR ANY TH CCMPL: 0.00, PAIR 3'_TH CCMPL: 0.00

4 LEFT PRIMER 471 20 58.94 50.00 0.00 0.00 0.00 TGGCTTCTCTGGCTACACAR
RIGHT PRIMER 652 20 58.88 55.00 5.05 0.00 0.00 GGITGTGIATAGGAGCCGER

Sekil 4. 3.Herpud1 transkriptine spesifik primerlerin Primer3 programu ile tasarlanmasi

PRCDUCT SIZE: 152, PRIR RNY TH CCMPL:

16.72, PRIR 3'_TH CCMPL: 18.82

Liyofilize halde gelen primerler DNaz ve RNazsiz suda 100 pmol/pl konsantrasyonda

¢oziiliir. Stoklar -20°Cda saklanur.
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4.2.10. Hedef mRNA Seviyesi Analizi icin cDNA Sentezi

Tez g¢alismasinda kullanilan RNA Orneklerinden ters transkripsiyon, "Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit" (Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. Prensip olarak,
miRNAlarin uglarina poliA polimeraz enzimi aracilii ile poliadenil eklenir ve oligo-dT
primerleri  kullanilarak ters transkripsiyon ile c¢DNA sentezi gergeklestirilir.

Poliadenilasyon ve ters transkripsiyon bir tiipte paralel olarak gerceklesir.

cDNA sentezi i¢in 6rneklerin RNA konsantrasyonu esitlenir. Reaskiyon buz lizerinde

kurulur. Her 6rnek igin;

500 ng total RNA

1 pul oligo (dT) primer (50 pmol/ml)

4 pl transkriptor geri transkriptaz tampon,5x

0.5 ul RNase inhibitor, 40U/ ul

2 ul deoksiriboniikleotid karigimi; (herbiri 10 mM)
0.5 ul geri transkriptaz 20U/ pl

su ile reaksiyon 20 ul’ye tamamlanir ve karisim pipetle karistirilir.

Ornekler 25°C 10°, 55°C 30°, 85°C 5° termal dongii cihazinda inkiibe edilerek cDNA
sentezi gerceklestirilir. Cihazdan alinan tiipler ya -20°C’da saklanir ya da QRT-PCR igin

kullanilir. 20 pl cDNA iizerine 80 pl su eklenerek cDNA sulandirilarak PCRda kullanilir.

4.2.11. Kantitatif Es-zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Es zamanli PCR sirasinda, hedef transkripte 6zgii primerlerin cDNA {izerinde uygun
bolgeye baglanmasiyla amplikonun logaritmik artisinin goriilebildigi bir amplifikasyon
egrisi olusur. Amplifikasyonun gerceklesmesine paralel olarak, ¢ift zincirli DNA’ya
baglanan SYBR Green floresan boyasi 1sima verir. Verdigi 1simanin miktari, ornekteki

spesifik transkriptin ifade seviyesini gosterir. Floresan i1simalarin esik degerini gectigi
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dongli sayist Ct (Cycle threshold) veya Cp (Crossing point) olarak isimlendirilir.
Transkript ifadesi ne kadar c¢ok ise, esik degerine o denli hizli ulasir ve Cp degeri kiigiik

olan 6rnegin ifadesi fazladir.

Qiagen RotorGene-Q cihazinda Qiagen kit talimatlart dogrultusunda PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Biitlin reaksiyonlarda her bir mRNA i¢in negatif kontrol olarak cDNA

icermeyen bir PCR reaksiyonu hazirlanmistir.

-Primerler DNaz ve RNaz igermeyen su i¢inde ¢oziiliir.

-Tiim reaktiflerin buz iizerinde erimesi saglanir. Reaksiyon hazirligi sirasinda hi¢ bir
tampon ya da enzim vortekslenmez.

-Kullanilan primerlerin tek bir {iriin verdiginden emin olmak i¢in ¢ogalma reaksiyonunun
sonuna bir erime reaksiyonu eklenir ve olusan PCR iiriinleri 1sitilarak ¢ift zincirli DNA
yapisi bozulur. Cift zincirli DNA’ya bagli SYBR Green boyasi araciligiyla erime egrisi
olusur.

-72 reaksiyon tiipii iceren rotorda her tiipte 10 pl olacak sekilde teknik tekrarlari ile birlikte
reaksiyonlar kurulur. QRT-PCR reaksiyonu reaktif miktarlar1 ise Cizelge 4.8.’de
belirtilmistir.

Cizelge 4. 8. QRT-PCR reaksiyonu reaktif miktarlari

Reaktif Miktart (ul)
SYBR Green ROX Fast Master PCR master karisimi 12.5 pl

10 pmol F+R Primer im

cDNA (6,25 ng/ul) Sul

H,O 6.5 ul

Cizelge 4. 9.RotorGene-Q platformunda gergeklestirilen QRT-PCR reaksiyon kosullari.

PCR_ baslangig 10 95°C
aktivasyonu

« Deaturasyon 10" 95°C g 2
_ c
= Annealing 30" 60C |2 8§
o = O
< " 0 <

Uzama 30 72°C |~ =
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-Deney protokoliiniin sonlanmasinin ardindan sonuglar, cihazin yaziliminda bulunan

programlar dogrultusunda analiz edilir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Makrofaj hiicre hattina palmitat uygulamasi ve hiicrelerden total RNA Eldesi

Tez g¢aligmasi kapsaminda RAW 264.7 fare makrofaj hiicreleri 6 saat siire ile 1 pM
sodyum palmitat ile muamele edilerek lipotoksik ER stres olusturulmustur. IRE1 bagimli
ER stres gerceklestiginden emin olmak amaci ile hiicrelerden elde edilen RNAdan QRT-
PCR yapilarak Xbpl mRNAsimin kirpildigi kontrol edilmistir. Sekil 5.1deki PCR
sonuglarina gore positif kontrol olarak kullanilan tapsigargin ve palmitat orneklerinde
Xbpl mRNAsinin kirpildigi, dolayist ile KPY aktivasyonu oldugu goriilmektedir. Xbpl
nornalde 283 bg¢ bant verirken kirpildiginda 257 b¢ bant vermektedir. Tapsigargin 300 nM
konsantrasyonda kullanilmistir. Buraya kadar olan kistm Dr Ebru Erbay'in ekibince

gerceklestirilmistir.

Sekil 5. 1. Xbp-1 kirpilma testi. 1) RAW+ Tapsigargin, 2) RAW, 3) RAW+Palmitat

Lipotoksik ER stres olusturulan orneklerinin izolasyonu Trizol protokiine gore
gerceklestirilmis ve Nanodrop ile konsantrasyon ve safliklari analiz edilmistir (Cizelge
5.1). Ayrica RNAlarin biitiinligli %0.8 agaroz jel elektroforezi ile de kontrol edilmistir
(Sekil 5.2). Hem miRNAom hem de hedef transkript ¢alismalari i¢in drnekler galisilabilir

kalitede ve konsantrasyonda elde edilmistir.
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Cizelge 5. 1. RNA oOrneklerinin konsantrasyonlari

Biyolojik ornek Kisaltmasi Elde edilen RNA miktart
Raw 264.7 (1) RAL 583,2 ng/ul
Raw 264.7 + Palmitat (1) RA+PA1 502,2 ng/pl
Raw 264.7 (2) RA2 722 ng/pl
Raw 264.7 + Palmitat (2) RA+PA2 660 ng/ul
Raw 264.7 (3) RA3 632 ng/pl
Raw 264.7 + Palmitat (3) RA+PAS3 777 ng/ul

Sekil 5. 2. RNA 6rneklerinin AGE goriintiisii

5.2. MiRNA PCR-Array ile miRNAom Profillendirilmesi

Biyolojik sistemlerde ve 0Ozellikle hiicre kiiltiirii deneylerinde tekrarlanabilirlik ¢ok
onemlidir. Palmitat ile lipotoksik ER stres olusturulmus fare makrofaj hattinda ifadesi
degisen miRNAlar1 tanimlamak amaciyla iki biyolojik tekrarli miRNAom taramasi
gerceklestirilmistir. Mouse miRNAome miRNA PCR Array (Qiagen, MIMM-3216Z7)
sistemi ile miRBase 16.siiriimde yer alan tiim bilinen fare miRNA'larinin ifade seviyesi
384 kuyulu plakada Roche Light Cycler 480 platformunda profillendirilmistir. Yaklagik
940 fare miRNAs1 3 adet 384 kuyulu plaka {izerinde yer almaktadir. Ek 1'de miRNA ve
kontrol primerlerinin plakalar {izerideki yerlesime ait liste yeralmaktadir. Bu tezdeki
miRNAom c¢alismasi i¢in toplam 12 run gergeklestirilmistir. Caligmadaki PCR
reaksiyonlarindan bir 6rnek Sekil 5.3 'de yer almaktadir. Tiim sonuglar "miScript miRNA

PCR Array Data Analysis" web yaziliminda analiz edilmistir.
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Ca sl
Samples |
Include| Color| Pos| Name | Cp | Concentrs
B A1 Sample 1 39.42
B iz sample 2 35.96
B i3 semple 3 28.59 _
B 2 sanple 4 30.85 5 10 15 n % 30 35 40 45
B A5 Sample S 39.56
A6 Sample 6 36.55
Bl A7 Sample 7 40.00
A5 Sample & 35.65
B 9 Sauple 9 40.00
0 210 sample 10 35.26
B 11 sample 11 31.83
A1z Sample 12 30.88
B 213 Sample 13 35.64
B 214 Sample 14 29.87
B 215 Sample 15 31.65 ':|
al

Sekil 5. 3.Calismadaki es zamanli PCR reaksiyonlarindan bir 6rnek

Iki biyolojik tekrarli veriler yazilimda birlestirilerek analiz edilmistir. Analiz dosyasinda
kontrol 6rnek verileri (RAW) incelendiginde her bir deneyden gelen CT degerleri goriiliir
(Sekil 5.4.A). Buna gore bu grupta miRNAomun %50'sinin ifade edildigi, bunlarin
yaklagik %10'unun 25 siklustan 6nce amplifiye oldugu goriilmektedir. Benzer olarak sekil
5.4.Bde de RAW+PA verileri kismi olarak yeralmaktadir. Sekil 5.5'de ¢alismada her 384
Kuyulu plakada bulunan normalizasyon genlerinin CT degerleri gosterilmektedir. Bu g
sekil detayl incelendiginde iki biyolojik tekrar arasindaki tutarlilik daha net olarak goze
carpmaktadir. Bu sebeple ¢calisma duplike olarak gerceklestirilmistir.
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<25 25-30 30-35 Absent Calls
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Sekil 5. 4. (B) Test 6rnekleri (RAW+PA) Ct degerlerinin kismi listesi
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A B C D E F N (0] R Q R

1 Plate Housekeeping Well Test Sample Housekeeping Well Control Sample
2 Gene Symbol exp1| exp2| exp3| Gene Symbol exp1| exp2| exp3
3 SNORD61 P15 | 239| 241 SNORD61 P15 | 240( 245

4 = SNORD68 P16 | 199| 199 SNORD68 P16 | 199( 20.3

5 Q SNORD72 P17 | 219| 220 SNORD72 P17 | 219| 225

6 "t"e SNORD95 P18 | 21.3| 212 SNORD95 P18 | 212| 216

7 —— SNORD96A | P19 | 206| 20.7 SNORD96A [ P19 | 206| 21.0

8 m RNU6-2 P20 | 19.9] 201 RNU6-2 P20 | 200 205

23 AVERAGE 212 213 AVERAGE 213|821
24 SNORD61 P15 | 240( 240 SNORD61 P15 | 241| 245
25 N SNORD68 P16 [ 199 199 SNORD68 P16 | 19.8] 204
26 Q SNORD72 P17 [ 219] 220 SNORD72 P17 | 221| 226
27 ﬁ SNORD95 |P18 | 21.2| 21.2 SNORD95 P18 | 21.3| 216
28 | SNORD96A |P19 | 20.5| 20.8 SNORD96A | P19 | 20.7| 21.0
29 ﬂ. RNU6-2 P20 | 19.8| 201 RNUG6-2 P20 | 20.1| 20.3
44 AVERAGE 2122|0213 AVERAGE 213| 21.7
45 SNORD61 P15 | 238| 248 SNORD61 P15 | 239| 246
46 ™ SNORD68 P16 | 19.7| 206 SNORD68 P16 | 19.7] 203
47 Q SNORD72 P17 | 219| 229 SNORD72 P17 | 21.8| 226
48 ‘."u' SNORD95 P18 | 212 219 SNORD95 P18 | 210 216
49 | SNORD96A | P19 | 205| 216 SNORD96A [ P19 | 206| 21.0

50 m RNU6-2 P20 | 196] 20.7 RNU6-2 P20 | 19.7| 199
65 AVERAGE 21.1| 221 AVERAGE 211 217

4 4 » M -~ Gene Table - Test Sample Data Control Sample Data Choose Hc keeping Genes .~ QC Report _~ Results

Hawir | Vorbantdr 971

Sekil 5. 5.Tiim ¢alismada yer alan 12 adet plakadaki internal kontrol genlerinin Ct
degerleri

Analiz dosyasinin results sekmesi secildiginde ise test/kontrol 6rneklerindeki artis azalis
AACT metodu ile hesaplanmis olarak goriilmektedir. Sekil 5.6'da kismi liste yer
almaktadir. Program otomatik olarak anlamli artis azalan gdsteren (>2 kat) sonuglar
renkli olarak gostermektedir. Sekil 5.7'de tiim calisma verisinin 3 boyutlu profili, sekil

5.8'de ise scatter plot goriintiisii yer almaktadir.
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1

Test | Control
2 Sample | Sample
£33 06 | 548 | 15E-02 | 22E-0Z 67 NIA -1.49 OKAY
4 98 | 984 |9.9E-04 | 11ED: 51 N/A 110 B
5 07 88 | 24E.01| 2 7EL 88 NIA 1.14 OKAY
6 1371 | 13.02 | 75€E-05 | 1.2E-04 62 N/A 16 B
7 834 | 854 |31E-03|27E-03 15 N/A 115 A
8 1371 | 1351 | 7.5€.05 | 8.6E-05 87 NIA -1.15 C
9 475 468 | 37E-02 | 3.9E-02 95 N/A -1.05 OKAY
10 554 | 531 |21E-02|25€-02 85 NIA 47 OKAY
1 1371 | 1351 | 7.5€-05 | 8.6€-05 87 A 115 c
12 1371 | 1351 | 7.5E-05 | B.6E-05 .87 N/A -1.15 C
13 12 | 596 [14E-02]16E02 0.90 NIA 112 OKAY
14 95 | 1022 | 1.0E-03 | 84E-04 21 NIA 121 B
15 5.65 550 |20E-02]|22€E-02 90 N/A -1.11 OKAY
16 1084 | 10.76 | 5.56-04 | 58E-04 7] NIA -1.06 B
17 1371 | 1351 | 7.5€-05 | 8.6E-05 7 NIA 115 C
18 1371 | 1351 | 7.5E-05 | 8.6E-05 7 NIA -1.15 C
19 977 | 935 |11E-03|15E-03 B A -1.34 B
20 1356 | 1351 | 8.3E.05 | 8.6E-05 7 N/A -1. B
21 371 | 1 7.5E-05 | 8.6E-05 7 N/A -1.15 Cc
22 1143 | 12 3.6E-04 | 1.2€-04 2.91 NIA 2.91 B
23 1298 | 1312 | 12€.04 | 1.1E-04 1.11 N/A 1.1 B
L 1333 | 1351 [9.7E-05 | 8.6E-05 1 NIA 1.13 B
25 234 192 |20E-01]26E-0 0.75 N/A -1.34 OKAY
2% 1272 | 1277 | 1.5€-04 | 14E-04 1.04 A 104 B
21 1371 | 1330 [ 7.5E-05 | 9.9E-05 075 NIA -1.33 B
28 1.32 1,01 4,0541 5‘0_5-01 0.81 NA -1.24 Oi_(_AY
2 11.89 | 12.02 | 26E-04 | 24E-04 1.10 N/A 1.10 B
30 590 | 553 |17E-02|22E-02 0.78 N/A -1.29 OKAY
3 485 | 430 |35E.02]51E-02 0.68 N/A -1.46 OKAY
32 13.13 | 1351 | 1.1E-04 | 8.6E-05 30 N/A 1.30 B
33 3n 339 | 7.6E-02 | 9.5E-02 0.80 N/A -125 OKAY
k7] -1 1161 | 1275 | 32604 | 15604 2.21 A 2.21 B
35 137 1351 | 7.5E-05 | 8.6E.05 87 N/A -1.1 C
36 137 13.47 | 7.5E6-05 | 8.8E-05 85 NA 11 Z
37 10.40 | 10.06 | 7 4E-04 [ 9.4E-04 78 A -126 :
38 mmu-miR. 1190 | 13.00 |26E-04 | 12E-04 2.14 /A 2.14 :
39 1.28 128 |41E-01 | 4 1E-01 .00 N/A 1.00 OKAY
40 10.65 | 10.98 | 6.2E-04 | 5.0€-04 26 NIA 1.26 B
4 1290 | 1261 | 1.3E-04 | 1.6E-04 82 NIA 122 B
2 1371 | 1351 | 7.5E-05 | B.6E-05 87 A 115 C
43 073 | 069 |60E-01]62E01 97 NIA 1.03 OKAY
a 1327 | 1351 | 1.0E-04 | 8.6E-05 18 N/A 1.18 B

Sekil 5. 6.miRNAom veri analizinin kismi listesi
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Fold Difference (Test/Control)

Column

’»1(11(!)

10.00

1.00

Sekil 5. 7.Tiim miRNAom caligmasi sonucu ifadesi degisen miRNAlarin 3 boyutlu grafik
ile gosterimi

A B G D E F G H K L ]

1 4/

‘The black ine mdicates fold changes ((2 * (-AC,)) of 1. The pink ines mdicate the desred n
2 9eNe eXprossion hreshoid, cefined by the user with the entry In cel A1
3

The scaie of the X and Y axes can be adusted by double clicking on them and then re-formating (sing the e Tt
4 standard functions of Microsoft Excel.
5

s vul wiRNA ID

6
7 / ADY R-183-5p
s 16402 i 4 02
9 o AGG
10 1E01 7 A04 9
11 & A0S R-1998-50
121 o 1E+00 1 A6 _|memu-miR-369.5p
13 & 07 R-1012-3p
14 5 A0 R-324-5
15 1600 200 R-292-3
16 § A10_|mmu-miR-676-3p
17 F 1E02 A11_jmmu-miR-194-§
18 Al2_|mmu-miR 4499 5p
9. 1E0 mmu-miR 712-5p
20 A4 334D 5
21 ALS JR-470-5p
e 1E-04 : A6 iR-16
2 7 A17 R-1930-3p
24 1E-05 * Z ™ ™ ™ ™ ™ ™ v 1 A0 R-471-5p
25 m m m m m m m m m A19 uR-483-3%
» 8 ® 8 8 & 3§ & & 2 20 4495
27 Control Sample A21 R-149.5p
28 22 )
29 A23 |mmu-miR-191-5p 0.1082| 02647
16U ] Gane Toble . Tem Savgle Dota _ Control Sample Dus  Gheess Housskaeping Genes . GC Report _ Reasks 30 frofie _ Duta ter 30 Profle | Scatter Plot .- Vakaeo bor . Calcubzions - 51

Sekil 5. 8. miRNAom verilerinin scatter plot goriintiisii
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Lipotoksik endoplazmik retikulum stres sonucu ifadesi 2 kat ve iizeri degisiklik gosteren
mikroRNAlar ¢izelge 5.2'de yer almaktadir. miRBase 20. siiriimde (Haziran 2013) Mus
musculus'a ait 1186 onciil (precursor) ve 1908 olgun miRNA tanimlanmisken c¢alismada
kullanilan miRNA PCR array iizerinde, miRBase 18.stliriim kapsamindaki 900 kadar olgun
miRNA yer almaktadir. Ote yandan bu miRNAlarmn regiile ettikleri mRNA hedeflerini
belirlemek i¢in kullandigimiz microRNA.org sitesindeki veri ise Agustos 2010'dan bu
yana giincellenmedigi i¢in bir kisstm miRNAnin hedef gen listelerine ulagilamadigindan
yolak analizi yapilamamustir. Ulasilan bir kistm hedef listeleri de miRNA'min -3p veya -5p
hedeflerinin toplamini i¢ermektedir. Bu yilizden hedef segerken pek ¢ok kriter gdzoniine
alimmistir. Benzer sekilde 8 adet miRNA hedef tahmin eden programini kullanarak

olusturulan miRWalk veritaban1 da Mart 2011'den bu yana giincellenmemistir.

Cizelge 5.2'de ozetlendigi lizere ¢alisma sonucu fare miRNAomundaki 940 miRNAnin 43
adetinin ifadesi lipotoksik ER stres sonucu 2 kat ve iizeri artmis/azalmistir. + degerler
ifadesi artan, - degerler ifadesi azalan miRNAlardir. Baslangigta ileri analizler igin
cogunlukla 3 kat ve ilizeri artig/azalis gosteren miRNAlar incelenmek istenmis ancak
hepsinin hedef genleri microRNA.org son siiirmde yer almadigi icin hedef genlere
ulagilabilen tiim miRNAlar i¢in yolak analizi gergeklestirilmistir. Tabloda hangileri ile
yolak analizi veya hedef mRNAlara yonelik ¢alismalarin yapildig: bilgisi mevcuttur. Hedef
genlerine ulasilabilen 9 adetinin yolak analizi gergeklestirilmis ve yine 5 tanesininin de

secilen hedeflerinin transkript seviyeleri QRT-PCR ile analiz edilmistir.

Cizelge 5. 2. Lipotoksik ER stres sonucu ifadesi degisen 43 miRNA

Test/kontrol kat i
. . i QRT-PCRile
MIRNA degisim olak analizi veya Nedef | hedef mRNA ifade
seviyesi analizi
(RA+PA/RA)
mmu-miR-449a-5p 2,91 \
) microRNA.org'da gen
mmu-miR-126-5p 2.21 listesi mevcut degil.
. microRNA.org'da gen
mmu-miR-346-5p 24 listesi mevcut degil.
) microRNA.org'da gen
mmu-miR-34b-3p 2,38 listesi mevcut degil.
mmu-miR-542-5p 3,62 \ 1gen
. microRNA.org'da gen
mmu-miR-31-5p 2,43 listesi mevcut degil.
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microRNA.org'da gen

mmu-miR-338-5p 219 listesi mevcut degil.
mmu-miR-125a-3p -2,38 \
MmmU-miR-466¢-5p 245 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MmU-miR-742-3p a4 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-132-3p 4,73 v 7 gen
mmu-miR-124-3p -3,39 Y
MMU-MiR-698-3p 253 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-let-7¢-1-3p 16 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-101a-5p -3.99 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-1190 -2,05 mlicroRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-1191 4,06 v 6 gen
MMU-MiR-1892 256 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-1896 3,04 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MMU-MiR-1901 6.79 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MmU-miR-1947-5p 39 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
Mmu-miR-200a-5p 204 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MmU-miR-218-2-3p 323 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-24-1-5p 15.33 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-294-3p 2,34 \
mmU-miR-3100-3p 2 microRNA.org'da gen
listesi mevcut degil.
mmu-miR-3085-5p 296 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-135a-1-3p 2,38 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MmU-miR-3105-5p a1 microRNA.org'da gen
’ listesi mevcut degil.
MmU-miR-1955-3p 251 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-302d-5p 209 microRNA.org'da gen
’ listesi mevcut degil.
mmu-miR-3058-3p 2 99 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MMU-MiR-2137 273 microRNA.org'da gen

listesi mevcut degil.
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mmU-miR-1912-5p o microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MMU-miR-1894-5p 247 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MMU-miR-1930-3p 233 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MMU-MiR-598-5p 2 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
MmU-miR-320-5p 202 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-3091-5p 259 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-106a-3p 262 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
Mmu-miR-1964-5p 213 microRNA.org'da gen
' listesi mevcut degil.
mmu-miR-2136 5,89 \ 4 gen
mmu-mlR-zllg’?)6-5p//3107- 23.97 \ 7 gen

5.3. ifadesi Degisen MikroRNAlarin Hedeflerinin 7n Silico Analizi

Bir mikroRNA binlerce transkripti in silico regiile edebilmektedir. miRNAom analizi
sonucu ifadesi degisen miRNAlar arasindan secilen bir grup miRNA'nin lipotoksik ER
stres sirasinda hangi mRNAlar regiile ettiklerini belirlemek icin 6ncelikle microRNA.org
sitesinden mevcut siiriimde yer alan her bir mikroRNAya ait hedef genler belirlenmis ve
gen listeleri indirilmistir. Sekil 5.9'da  mmu-miR-132-3p hedefleri microRNA.org
veritabanina gore 7,143 adet olarak ¢ikmaktadir. hedefler linki tiklandiginda ise bu
mRNAlar ve gen kimlikleri goriilmektedir, kismi liste sekil 5.10" da yer almaktadir.
miRSVR skorlarina gore siralama gerceklestirilmistir. Bu listedeki baglanma detaylarina
tiklandiginda ise her transkripte baglanan miRNAlar ve baglanma bdlgeleri detayli bir
sekilde goriilebilmektedir. Sekil 5.11'de  mmu-miR-132-3p hedeflerinden Herpudl
transkripti ile baglanma bdlgesinin, transkriptin 3'UTR bdlgesinde yer aldigi ve ayrica
komplementeritesinin ve miRSVR skorunun da oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir.
miRNA hedef transkripte seed bolgesinden ve diger bazlardan komplementerite

gostermektedir. Bu transkripte baglanan diger aday miRNAlar da sekilde yer almaktadir.

Binlerce olas1 hedef transkript arasindan hedef belirlemek zor olacagi i¢in microRNA.org

sitesinde ilgili miRNAnin olasi tiim hedef transkriptlerinin listeleri -mevcutsa- indirilmis
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ve yolak analizleri gergeklestirilmistir.Yolak analizi gergeklestirilen bazi miRNA
hedeflerinin kismi listesi sekil 5.12'de goriilmektedir. mmu-miR-132p 3719 gen, mmu-
miR-486-5p'nin ise 1881 gen, mmu-miR-449a-5p’nin 5039 gen, mmu-miR-542-5p’nin
731, mmu-miR-125a-3p’nin 3933 gen, mmu-miR-124-3p’nin 3652 gen, mmu-miR-
1191’in 1808 gen, mmu-miR-294-3p’nin 3558 gen ve mmu-miR-2136’nin 1813 genin
mRNAsina baglanabilecegi ongoriilmektedir, bu sadece korunmus miRNAlarin yiiksek

miRSVR skor ile baglandiklar1 hedefler listesinde yer alanlardir.

microRNA.org - Targets and esby:  Computationsl Biclogy Center:
d d

JicBio

miRNA

:::r:;fn:f""t‘y Searched for: mmu-miR-132 AND Mus musculus

1 match | selectall || dlear all
- Mus musculus L it |

- mmu-miR-132 miRNA Genes Targeted Links.

mmu-miR-132 7,143 [ view targets ] [ view expression profile ] [ view in miRBase ]
miRNA Stats:

-Homo sapiens: 1100 | | view mRNAs targeted by ALL selected miRNAs ] [ view expression profiles of ALL selected miRNAS ]
- Mus musculus: 717

- Rattus norvegicus: 387

Sekil 5. 9.mmu-miR-132-3p' nin hedefledigi potansiyel mRNA sayisi

microRNA.org - Targets and Expression target sites by: scores by:  Computational Bioloqy Centar:
ets & target dovmregulation scores. Experimentally obsarved expression patterns. N
Last Update: 2010-11-01 [ release notes ] A e «CBio

Predicted micr

~Mus musculus Click [ to vig
- mmu-miR-132
[ view targets 1 Displaying recylts 1 - 50 of 7,143

cprassion profle | first | next | 13
1

T MRNAs Targeted by M wun- 132 MIrSVR score

alternative isoforms

-Home sapiens: 1100 Hmga2 [TTU] NM_010441 [ zlianment detsils ] -3.38
~Mus musculus: 717
“Rattu gicus: 387 Pspcl TiT] NM_025682 [ slignment detsils 1 it

~Drosophila

IS 125 Lipm [T BCD31933 [ alignment details | -2.48

- Caenorhabditis
| 1233
Seens Pnn [0 NM_008891 [ slignment detsils ] -2.40
slit2 (D) NM_178804 [ alianment details ] -2.27
= Hmbox1 T NM_177338 [ slignment detsils ]
For this gens, anly zltermative isoforms met sesrch critsris
BC002212,BC051457 [ glignment details ] -2.18
& nras (i) NM_010937 [ zlianment details 1 -1.32
AKO10412 [ alignment detailz 1 211
[ phis (MUl AK122447,BC033569 [ slignment details ] -0.31
AK147939 [ slignment dtails ] -2.10
2210403K04Rik [T7U] AKDO8813 [ slignment details ] -2.09
Dnaja2 [T0) NM_019794 [ lignment detsils ] -2.04
= nin (7] NM_001081453 [ slignment details ] -0.01
NM_008687,AK167264,U40342 [ slianment details ] -2.02
Trmtil (0] NM_028604,BC048703 [ slignment detsils | -1.98
Bic (M) NM_007568 [ zlianment details 1 -1.97
w1 [Tl NM_144783,DQ537939 [ slignment datsils ] -1.96
E prg1 [T) NM_007879 [ zlignment detsils ] E

Sekil 5. 10. mmu-miR-132-3p' nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin miRSVR
skoruna gore siralanmis kismi listesi
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miRNA Stats:

-Homo sapiens: 1100
-Mus musculus: 717

- Rattus norvegicus: 387
- Drosophila
melanocgaster: 186

- Caenorhabditis
slegans: 233

Query Target Sites:

- mmu-miR-132

4328

mirSVR score: -1.1981
PhastCons score:
0.7850

587

mirSVR score: -0.2085
PhastCons score:
0.56918

gcUGGEU-AC-CGAC-AUCUG-LACLIN 5"
=11
naAUCAGUGARUUGCUAGRCAUGILPS

Herpudl homocysteine-inducible, endoplasmic reticulu

1 UGGCCCUUGUGCUCUGUCGCUGEUGECUUTUGACAGCUCGEACUGGAUCGUCUGECUCCGECUCCUUTUCCICCCC

& mmu-miR-132 fHerpudi Alignment

TR mirSVR score:

il PhastCons scorg

3' Herpudl

Mouseover a miRNA mature name to see the miRNA/Herpudl alignment.

stress-inducible, u like domain member 1

miR-96 miR-218

75

7¢ UGGCGUGGACUCGACAGAGUCAUUGARARCCCACAGEAUGACAUGUGCUUCUGUGCCARGCARMRGCACARRCTR 150

Displayed miRNAs
orderad by sum of
mirSVR scores:

- mmu-miR-542 285
- mmu-miR-122 438
587
-mmu-miR-340-5p 418
-mmu-miR-144 205
-mmu-miR-217 4591
-mmu-miR-218 126

- mmu-miR-544 350
-mmu-miR-451 354
-mmu-miR-96 111
-mmu-miR-320 191
“mmu-miR-410 413
-mmu-miR-370 448
-mmu-miR-376b 57
-mmu-miR-101a 204
-mmu-miR-101b 2032
-mmu-miR-22 452

151

n
m
o

201

378

miR-451

miR-320 144

miK
LGRCAUGARAGCCGUGGUACRRACUGRACAGGGCCCCUCAUGUCGUUATUCUGAR GAGCUUUARTGUATACTGUAT

GUAGUUUCAUAGGCACUGUARGCAGRAGGCCCAGGEUCGCAUGUUCUGCCUGAGCACCUCCCCAGRUGUGUGUGEE

miR-544
AGUGUIGCUGUACATGEAAGUCATAGRCGUGUGUGCATGUGUGCUCUACATUGERAGUCAUAGRAUGCAGRRARCGET

miR-410
miR-543 miR-340-5p
UCUGCUGEUUCGATTUGATUICCUGUUGEARATGUUCAR ATUACACTARGUGUACTACUTUATATALTCAGUGRATT

miR-376b
LLCCGAGEEUGECEACTUGGCAGRGEUARRLCCUUUGCCERAGUUUUICUGTUCARTAR A GUUIUGCUATGRARATIGAC

Sekil 5. 11.mmu-miR-132-3p’nin hedeflerinden Herpudl mRNAsi ile interaksiyon

bolgeleri

300

450

w
3]
w

800
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A B = D E F G H 1

1 'mmu-miR-132 mmu-miR-486 mmu-miR-2136 mmu-miR-125a-3p mmu-miR-124  mmu-miR-294 mmu-miR-1191 mmu-miR-542-5p | lﬂmll-lﬂiR—449l-5]l|
2 |Husl Obfc2a Mylk2 Obfc2a Hmgcr Obfc2a Mybl1l Bend6 2010110K18Rik
3 Cpsfe Mrk Lphn3 Flnc Mrk Wdrds Arfgefl Maadd Antxrl

4 |Cpsfé Nsund Mtx3 Phf8 Nsund Tcfl2 AB30018L16RIk Nrxn3 Pbx1

5 |2510039018Rik sh2d3c Dnajc21 Bends Tcf12 Mrps3 Slcosal Gm33s0 Phfa

6 |2510039018Rik 2510039018Rik Lphn3 Mrps9 2510039018Rik  Ubap2l Traml Luc7l Celg

7 |Phfs Bende Arid3c Mamldl Mylk2 Pdcl Kenb2 Mapks Gata3

8 Gata3 Mrps3 Prir Dscamll Mrps3 Mga Gm106 Samd14 Spagd

9 |Pdcl Med26 Git2 Cnot2 Ubap2l Med26 Gdapl Zfp521 Shkbpl

10 |E130309F12Rik Crh Bcle Cnot2 Gnglo CcdcBBa Phf3 Lrpl Gpred

11 Mtx3 Slitrka Bcle Fam115a Shkbp1 Notchd BC0D43098 Lcn3 Naas0

12 |Gpred Esyt2 Bcle Clta Med26 Cepbd Cnnm3 Chmpdc CepBs

13 Fam35b Rpgr Asba Leprot Plekhhl Tmtcl Tmem131 Usp33 Tmem184b
14 |Dctd Medd4l Bcl2l11 Arhgap20 Gprad Tmtcl Tmeml31l Sprr2d Mfap3

15 Chkb Chracl C030029H02Rik Prir Cepb68 Cdc27 Inpp4a Stagl Apol7b

16 |Gli3 BC025920 Samd14 Arleip6 Tmem184b Cyhrl Tsgall Lrtm2 11C0022H11Rik
17 |Fam115a Armex2 Xlr3b Gsdme Cecbll P2rx5 Eifsb Mapka GmM98E0

18 |Nola Meurodl Dck Slegal2 Slitrka Prir Creg2 Septd Medd4l

19 |Nola Meurodl Mpzl1 Gm5475 Arhgap2l Gufl Creg2 Chrm3 Myle

20 Neddal Asb4 Irfg Gm13646 Arhgap2l Bcle Col3a2 Slco2al 4732416M19Rik
21 Mapks Gm5149 E330016L19Rik Pphinl Dscamll Meurodl Tmeff2 Spnbl Ktnl

22 Zygllb Pnkp Gjc2 Lepl Esyt2 Tmemod Gls Pigs Txnrd2

23 |Ktnl Cadml Gpd2 Vwal Tmtcl Fbxls Mstn Vatl Tommd40

24 5100pbp Cadml Gpd2 Gtf3cl Ydjc Spinlwl Mobkl3 Dtl Bcle
Eﬁufl Mrpsl8c Lefl Bai2 Ydjc Pphinl EG329160 Hoxall Bdnf

26 Adam29 Cdka Muted Esrpl Nol4 Irfg EG329160 Lhx6 Bdnf

27 |Arhgap27 Dck Eifdelb Btla Luc?l Tmem72 D1Ertd53e Ythdcl Lck

28 | Tmemed Gpd2 Jazfl Fkbpll Gtf2irdl Mfhasl D1Ertd53e Gnat2 Rufy3

23 |Crem Kennl Aplgl Mfhas1 Tomma0 Tceanc D1Ertds3e Ipmk Cadml

30 |Zfp521 Chbin3 C77080 Teeanc Git2 Lemd3 D1Ertds3e Cd109 Dger2

31 Lcpl Aplgl Tubgcpd D16Ertd472e Vsnll Pax3 D1Ertd53e Fbxl19 Nkx2-6

32 lpmk R3hdm1 Apols Rassfe Bele Asb8 D1Ertd53e Abccs Pedhgal

4 4 » W[ mmo_predictions_S_C_aug2010 | Sayfal . Sayfa2 /%] (|

Sekil 5. 12. Yolak analizi i¢in kullanilan miRNA hedeflerinin kismi listesi



Her bir miRNA yiizlerce gen regiile edebilecegi i¢in bu genlerin biyolojik islev, molekiiler
fonksiyon, hiicresel komponent ve protein domainlerinin ayni1 anda analiz edilebilecegi bir
yolak analizinin gergeklestirilmesi genlerin siniflandirilmast ve hedef mRNAlarin
yakalanabilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu kapsamda miRNA hedef genlerinin
karakterizasyonu ve yolak analizlerinin ger¢eklestirilmesi i¢in web tabanli bir program
olan GeneCodis yolak analiz programi kullantlmigtir
[http://genecodis.dacya.ucm.es/analysis/]. Yolak analizleri se¢ilecek hedef mRNA tayini

acisindan 6nemlidir. Sekil 5.13'te GeneCodis araylizii goriilmektedir.

Analysis | Comparative Analysis | Web Services | Help | Release info | Other GeneCodis sites

’ GeneCodis Gene gnnotations

Co-Oocurrence discovery

Modular and Singular Enrichment Analysis [?]

1. Select the organism [?]

Mus musculus

please select

Please select

2. Select the annotations [?] [Last update on Dec, 2011]

~ GO Biological Process
GO Molecular Function
GO Cellular Component
GOslim Process
GOslim Function
GOSslim Component
KEGG Pathways
InterPro Motifs
MicroRNA
Omim Diseases
Panther Pathways
PharmGHKE Drugs
Pubmed
Transcription Factors

Sekil 5. 13.GeneCodis arayiizii

Hedef gen listelerine ulasilabilen miRNAlar i¢in yolak analizi gergeklestirilmistir. Yolak
analizi gerceklestirilemeyen miRNAlar i¢in hedef gen se¢imi manuel olarak yapilmaya
calisilmig ancak anlamli genlere ulagilamamistir. Agirlikli olarak KEGG ve GO analizleri
gerceklestirilmis ve bu sekilde hedef genler se¢ilmistir. Tiim sonuglar ve gen listeleri
detayli olarak incelenmis, sadece ER grubu degil, ayn1 zamanda ubikutin aracili proteoliz,

golgi, apoptoz, RNA kirpilmasi, lipid metabolizmasi gibi yolaklar da incelenmistir.
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Smiflandirilmis genler elde edildikten sonra ise gruptaki hedef mRNAlar tek tek ayrintili

olarak incelenerek;

e Komplementerite derecelerine,

e Baglanma bolgelerindeki baz sayisina,
e Baglanma bolgelerinin lokasyonuna,

e mirSVR skoruna gore,

e ve literatiir bilgisi incelenerek hedef mRNA secimi yapilmistir.

Yolak analizleri igin tipik bir 6rnek olarak sadece mmu-miR-132-3p olasi hedef genlerinin
yolak analizi grafik olarak asagidayer almaktadir(Sekil 5.14). 62 adet kanser, 50 adet
MAPK yolagi, 39 adet kemokin sinyal yolagi, 38 adet merkez adhezyon, 32 adet ERda
protein iglenmesi ile ilgili gen smiflarina bu sayede ulasilmistir. Pasta grafigi olarak ise
ayni siniflandirma sekil 5.15'de goriilmektedir. Sekil 5.16'da ise ER’da protein islenmesi
ile ilgili gen smifi goriilmektedir. Ornegin Herpudl geni bu yolakta yer almaktadir.
Interaktif bir liste olarak cikan gen gruplari iizerine tiklandiginda hedef mRNAlar ve
fonksiyonlar1 incelenebilmektedir. Buna gore Herpudl yolak analizi sonucu mmu-miR-
132-3p olas1 hedefi olarak primer tasarlanan genlerden birisidir, miRSVR skora gore
listeye bakildiginda yakalamak imkansizdir. Bu da yolak analizi ile genleri fonksiyonlarina

gore zenginlestirmenin dnemini vurgulamaktadir.

mmu-miR-294-3p, mmu-miR-124-3p mmu-miR-486-5p, mmu-miR-542-5p ve mmu-
miR-1191, mmu-miR-125a-3p, mmu-miR-449a-5p, ve mmu-miR-2136 i¢in
gergeklestirilen yolak analizlerinin pasta grafikleri sirast ile Sekil 5.17 ile 5.24 arasinda
goriilmektedir. Tiim yolak analiz tablosu ise c¢izelge 5.3'te goriilmekte, yolak analizi
gerceklestirilen miRNA hedeflerinin iligkili olduklar1 biyolojik siireglerde yer alan gen

sayilar1 6zetlenmistir.
Sadece KEGG degil ayn1 siire¢ "GO: Biyolojik islev" i¢in de gercgeklestirilmis, ancak bu

kez siniflandirilan gen sayilar1 ¢ok fazla olmustur. Bu yolak analizine ait gen listesi EK2de

yer almaktadir. Ozet pasta grafikleri Sekil 5.25, 5.26 ve 5.27'de goriilmektedir.
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Analysis | Comparative Analysis | Web Services | Help | Release info | Other GeneCodis sites
m '
' Co-ocuirence

Modular and Singular Enrichment Analysis Results

Organism: Mus musculus

Annotations selected: KEGG Pathways
Summary of the user provided list of genes - (zipped)

Following genes do not show annotations in the selected categories:
=+ 115 Genes (3.98%)

Hyp = Hypergeometric pValue; Hyp® = Corrected hypergeometric pWalue
Filter the results by annotation name [Reset

Sekil 5. 14.mmu-miR-132-3p'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak analizi

sonucu KEGG smiflandirmasi
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Number of genes per concurrent annotations

M Fathways in cancer

B MAPK signaling pathway

[ Chemokine signaling pathway

M Focal adhesion

B Vnt signaling pathway

Il RNA transport

M Tight junction

B Axon guidance

B mRNA surveillance pathway

B Oocyte meiosis, VWnt signaling pathway
B Pathways in cancer, Adherens junction

Fsthwsys in cancer

MAFK signaling pathway

Chemokine signaling pathway

Focal adhesion

Wint signaling pathwsy

RMA transport

Tight junction

FAxon guidanoe

mRAMA zurveillance pathwsy

Cocyte meiosis, Wt signaling pathway

Pathways in cancer, Adherens junction

Sekil 5. 15. mmu-miR-132-3p'nin
analizinin pasta grafik sunumu

hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin

yolak
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Gene Group Details

Organism: Mus musculus
Annotations enriched: (KEGG) 041Q1: Protein processing in endoplasmic reticulum
Genes related:

Rpn1 ribophorin | [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:38084]
Hzpalb heat shock protein 1B [Source:MGI Symbal;Acc:MGI=59517]
Hspadl heat shock protein 4 like [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:107422]
Dad1 defender against cell death 1 [Source:MG] Symbol;Acc:MGI101912]
Capn? calpain 2 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:BB264]
Seclda Sec24 related gene family, member A (5. cerevisiae) [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1924621]
Uggt? LDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 2 [Source:MG| Symbol;Acc:MGI:1913685]
Dnaja2 DnaJ {Hsp40) homaolog, subfamily A, member 2 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1931882]
Mely1 M-glycanase 1 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1913276]
EifZak3 eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1341830]
Dnajci DnaJ {Hspd0) homolog, subfamily C, member 1 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:103268]
Hspala heat shock protein 1A [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:96244]
Lman2 lectin, mannose-binding 2 [Source:MGI Symbol;Acc:MGL1914140]
Ssr3 signal sequence receptor, gamma [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1914687]
Dnajch DnaJ {Hsp40) homolog, subfamily C, member 5 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:B92995]
Sarla SAR1 gene homolog A (5. cerevisiae) [Source:MGl Symbol;Acc:MGI:98230]
Pdia3 protein disulfide isomerase associated 3 [Source:MG| Symbol;Acc:MGI:%5834]
Ube2d3 ubiguitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homolog, yveast) [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1%13355]
Tusc3 tumor suppressor candidate 3 [Source:MG| Symbol;Acc:MGI:1933134]
Plaa phospholipase A2, activating protein [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:104810]
Yep valosin containing protein [Source:MGI Symbol;Acc:MG1:99919]
Manla mannosidase 1, alpha [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:104677]
Hsph1 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:105053]

homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-like domain member 1 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1927408]

Ube2d1 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1, UBC4/5 homolog (veast) [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:2384911]
Nfe2l2 nuclear factor, erythroid derived 2, like 2 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:108420]
Ern1 endoplasmic reticulum (ER) to nucleus signalling 1 [Source:MGI SymbolAcc:MGI:1930134]
MapkB mitogen-activated protein kinase 8 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1346861]
Sechlal Sechl, alpha subunit 2 (5. cerevisiae) [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1931071]
Yodi YOD1 OTU deubiquitinating enzyme 1 homologue (5. cerevisiae) [Source:MGI Symbal;Acc:MGl:24425%6]
Amfr autocrine motility factor receptor [Source:MGI SymbolAcc:MGl:1345634]
Dnajb12 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 12 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1931881]

Sekil 5. 16. mmu-miR-132-3p'nin hedefledigi ER'da protein islenmesi ile ilgili potansiyel
MRNA hedeflerinin listesi (KEGG)
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Number of genes per annotation

W Pathways in cancer

W MAPK signaling pathway

M Cytokine-cytokine receptor interaction

M Endocytosis

W Ubiguitin mediated proteolysis

[l Osteoclast differentiation

W Axon guidance

W Chagas disease (American trypanosomiasis)
[ T cell receptor signaling pathway

M Pancreatic cancer

Pathways in cancer

MAPK signaling pathway

Cytokine-cytoking receptor interaction
Endocytosis

Ubiquitn medated proteclysis

Osteoclast dif ferentiation

Axon guidance

Chagas disease (Amencan trypanosomasss)
T cell receptor signaling pathway

Pancreatic cancer

Sekil 5. 17. mmu-miR-294-3p'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak
analizinin pasta grafik sunumu

Graphs

Number of genes per annotation

M Pathways in cancer

| Regulation of actin cytoskeleton

M Focal adhesion

[l Chemokine signaling pathway

[ Neurotrophin signaling pathway

W Insulin signaling pathway

W Axon guidance

W Fc gamma R-mediated phagocytosis
[ Chronic myeloid leukemia

[l Notch signaling pathway

Fathways in cancer
Regulation of 3ctin cytoskeleton
Focal achesion

Chemokine signaiing pathway
Neurotrophin signaling pathway
Insuiin signaling pathway

Axon guidance

Fc gamma R-mediated phagocytosss
Chronic myeloid leukemia

Noteh sigraing pathway

0 20 40 60

Sekil 5. 18. mmu-miR-124-3p'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak
analizinin pasta grafik sunumu
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Number of genes per annotation

M Pathways in cancer

W vnt signaling pathway

I Regulation of actin cytoskeleton

M Focal adhesion

W Ubiguitin mediated proteclysis

W mRNA surveilance pathway

M Prostate cancer

B TGF-beta signaling pathway

M Basal transcription factors

M vasopressin-regulated water reabsorption

Regulation of actin cyto:

TGF-bata sig

Vasopressin-regulat

Fathways in cancer

Fooal ad

proteolysis

mRNA surveillance pathway

Prostate cancar

ing pathusy

iption factors

ter rzzbsorption

Sekil 5. 19. mmu-miR-486-5p'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak

analizinin pasta grafik sunumu

Number of genes per annotation

M Pathways in cancer

M 4PK signaling pathway
M Endocytosis

M Focal adhesion

W Wnt signaling pathway
M Insulin signaling pathway
W Osteoclast differentiation
M Adherens junction

W Pancreatic cancer

M Colorectal cancer

Patiways in cancer

Sekil 5. 20. mmu-miR-542-5p'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak

analizinin pasta grafik sunumu
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Number of genes per annotation

W Pathways in cancer

M Focal adhesion

M Regulation of actin cytoskeleton

M Meurotrophin signaling pathway

M Frostate cancer

M Small cell lung cancer

M ErbB signaling pathway

M Fc gamma R-mediated phagocytosis
M Fhosphatidylinosital signaling system
I Renal cell carcinoma

Pathways in cancer

Fox:

Regulation of actin cyto: n

Neurotrophin signaling patiwsy

Froz

Small cell lung
EbE signaling patiway

Fc gamma R-m phagocytosis

Phosphatidylinositol signaling system

Renal o2ll carcinoma

20 30

Sekil 5. 21.mmu-miR-1191'in hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak analizinin

pasta grafik sunumu

ber of genes per annotation

Sekil 5. 22.mmu-miR-125a-3p
analizinin pasta grafik sunumu

M Pathways in cancer

W MAPK signaling pathway

Il Focal adhesion

Il Ubiquitin mediated proteolysis

[l Insulin signaling pathway

Il Lysosome

W Axon guidance

W T cell receptor signaling pathway
W ECM-receptor interaction

W Hypertrophic cardiomyopathy (HCM)

Pathways in cancer

MAPK signaling pathway

Focal aghesion

Ubiquitin mediated proteolysis
Insulin signaling pathway
Lysosome

Axon guidance

T cell receptor signaling pathway
ECM-receptor interaction

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM)

40 60

'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak
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Graphs

Number of genes per annotation

Sekil 5. 23.mmu-miR-449a-5p
analizinin pasta grafik sunumu

Number of genes per annotation

-

W Pathways in cancer

B Endocytosis

I MAPK signaling pathway

Il Cytokine-cytokine receptor interaction
[l Regulation of actin cytoskeleton

W Wnt signaling pathway

W Axon guidance

Il Phosphatidylinositol signaling system
Il Acherens junction

M inositol phosphate metabolism

Fathuays in cancer
Endocytosis
MAPK signaiing pathway

Cytoxne-cytoxine recestor interaction

Reguiation of actin cytoskeleton

Wit signaling pathway

Axon guidance

Phosphatidylinositol signaling system

Agnerens uncton

Inositol phosphate metaboksm

'nin hedefledigi potansiyel mRNA hedeflerinin yolak

W Pathways in cancer

W MAPK signaling pathway

M Focal adhesion

[ Regulation of actin cytoskeleton

[l Cell adhesion molecules (CAMs)

W Wnt signaling pathway

W Ubiquitin mediated proteolysis

W T cell receptor signaling pathway

[l Small cell lung cancer

M RIG-Hlike receptor signaling pathway

Pathways in cancer

MAPK signaling pathway

Fozal adhesion

Regulation of actin cytoskeleton

Cell adhesion molecules (CAMs)

Wt signaling pathuay

Ubiquitin mediated proteolysis

T cell receptor signaling pathway

Small cell lung cancer

RIG-1-fike receptor signaling pathway

Sekil 5. 24.mmu-miR-2136'nin hedefledigi potansiyel mMRNA hedeflerinin yolak analizinin

pasta grafik sunumu
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Cizelge 5. 3.Lipotoksik ER stres sonucu ifadesi degisen miRNA hedeflerinin gorev

aldiklar1 yolaklar (KEGG)

o8 B O B IS B B A I O
mRNA'larn etkili oldugu biyolojik siirecler EIE|E|E|E|%& | x| x|E
THEHEEEREEHEE
Ubikiitin aracili proteolizis 8 20 | 27 | 30 | 22 | 24 19
Tip 2 diyabet 4 10| 6
mTOR sinyal yolag: 5 8 9 |13 9
Kemokin sinyal yolag: 13| 8 15139 (25|41 30 | 31
Insiilin sinyal yolag 11 (11 | 15| 23 |24 |35 26 | 32 (14
ER protein siireci 11 14 | 32 130 | 26| 26 | 30 | 14
Adipositokin sinyal yolagi 9 7 16 15 10
Apoptoz 8 18 |18 | 21| 12 | 19
ABC transporterlari 4 8 8 8 | 13
Adherens birlesimi 17 18 | 20 | 19
Akson rehberligi 12 7 29 | 27131 30 | 28 |14
Aktin iskeletinin diizenlenmesi 17 22 | 28 | 35|46 | 37 | 38 | 23
Akut myeloid 16semi 6 8 15 16 | 11 | 11
Aldosteron diizenleyici sodyum geri emilimi 8
Alzheimer hastaligi 22 25
Amerikan uyku hastalig 9 10 [ 19 [ 27 | 21 | 16
Amoebiasis 18
Amyotrofik lateral skleroz 5 10 111 9 | 11
ARVC 5 11 [ 12 | 18 | 14 11
B hiicre reseptor sinyal yolagi 7 6 16 20 19
Bazal hiicre karsinomasi 5 5 13 11
Bazal transkripsiyon faktorleri 12 9 |12
Beta-alanin metabolizmasi 6 6 7
Biiyiik hiicreli akciger kanseri 7 8 131 9 |14 14
Dilate kardiyomiyopati 10
Dorsa-ventral aksis formasyonu 5 7 5 |13
ECM- reseptor etkilesimi 8 19 211 12 | 24 | 11
Endokrin ve diger faktor diizenleyi kalsiyum geri emilimi 11 ] 11
Endometrial kanseri 6 8 | 16 14 | 10
Endositoz 15 | 17 | 36 | 41 [ 36 | 50 16
Epitel hiicrelerin bakteriyel invazyonu 7 9 [ 13 20
ErbB sinyal yolag 12 12 | 20 [ 20 | 22 | 16 | 17 | 10
Eter lipid metabolizmast 7 8
Fagozom 21
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Fc epsilon RI sinyal yolagi 6 7 14 112 | 15| 12 | 19

Fc gama R-aracili fagositoz 11 17 | 16 | 24 | 14 | 13

Folat biyosentezi 5 4

Folik asit biyosentezi 4

Fosfatidilinositol sinyal sistemi 11 9 13119 | 20 11
Fruktoz ve mannoz metabolizmasi 11

Galaktoz metabolizmast 7

Gap junction 13 114 |20 | 15

Gastrik asit salgilanmasi 15 19

Glikolizis 10 12 | 15
Glikosfingolipid biyosentezi 6 5
Glikozaminglikan biyosentezi 8

Glikozaminglikan biyosentezi-keratin siilfat 4

Glioma 9 10 | 12 | 15 | 16 | 13 7
Gliserofosfolipid metabolizmasi 16 14 10
Gliserolipid metabolizmasi 9 (10|10 11 |10 10
Glutamik asit sinapslari 25 119|125 17 | 23
GnRH sinyal yolagi 17 19 119 | 15 | 17
Hedgehog sinyal yolag1 6 5 8 | 13 13
Hematopoetik kokenli hiicreler 6 16 | 12 | 17 17
Hepatit C 12 7 14 | 26 [ 23| 24 15
Hipertrofik kardiyomiyopati 12
Hipertropik Kardiyomiyopati 6 16 | 13 | 24
Histidin metabolizmasi 6 6 01|s
Hiicre adhezyon molekiilleri (CAMs) 0] 9 21 |19 ] 28| 21 23
Hiicre dongiisii 12 1 22 | 26 | 21 | 22 14
IgA iiretiminde bagirsak immun sistem ag1 9

Inositol fosfat metabolizmasi 8 13 | 17 9
Jak-STAT sinyal yolagi 11 13 28 129 | 24 | 24 | 17
Kalsiyum sinyal yolagi 10 | 17 | 23 [ 31 | 33| 25

Kanal asidi salgisinin toplanmasi 3 38
Kanser yolaklari 35121 |3 | 62 (57|69 ]| 59 39
Karbonhidrat sindirimi ve absorbansi

Kizamik 8 12 120 |26 (221 19 |19 | 6
Kolorektal kanser 8 8 14 [ 13 | 13 | 16

Kronik miyeloid 16semi 9 5 16 | 17 | 22 | 13 8
Kiigiik hiicreli akciger kanseri 14 9 14 | 17 | 22 | 15 13
Leishmaniasis 11 11

Lizin degradasyonu 10 {13]10| 9 |10 ]| 6
Lizozom 21 20 | 23 12
Lokosit transendotelyal migrasyon 24 231 16 | 21 |12
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MAPK sinyal yolag1 19 [ 17 | 22 | 50 | 44 | 40 | 45 28
Melanogenez 9 21 21 10
Melanoma 9 9 15 15 (12| 9
Memelilerdeki giinliik kalp ritmi 7 7

Merkez adhezyon 22 | 14 [ 22 | 38 [ 30 | 46 | 33 28
Mesane kanseri 8 8 110 8
Mineral absorbanslanmasi 10 10
Mitokondrideki yag asidi uzamast 4 4

mRNA takip yolaklar 15 | 26 14 | 14

N-glikan biyosentezi 10 11 | 9
NOD-benzeri reseptor sinyal yolagt 7 14 |1 10 | 12 12| 8
Notch sinyal yolagi 11 17 | 12

Noroaktif ligand-reseptor iliskisi 15 33 35 19
Norotrofin sinyal yolagi 14 | 8 22 | 18 |1 36 | 25 13
Niikleotid eksizyon onarimi 7 11 11
O-glikan'in diger tiplerinin biyosentezi 4 9

Oosit cogalmasi 13 |1 23 (17|16 | 17 | 15| 13
Osteoklaz farklilagmasi 11 (12 | 17 | 29 | 18 | 16 12
Okaryotlarda ribozom biyogenezi 5 12

p53 sinyal yolag 9 18111 12 | 11
Pankreas kanseri 9 8 17 | 20 [ 16 | 15 11
Pankreatik salgilanma 16 22

Pentoz fosfat yolagi 7 8

Peroksizom 6 12 8
Primer bagisiklik yetersizligi 5 7 7

Primidin metabolizmasi 15 | 19 22
Prion hastaliklar1 8 7

Progesteron kaynakli oosit olgunlagmasi 15 14 | 14 11
Propanat metabolizmasi 7110 9

Prostat kanseri 14 13 | 21|18 18| 19 12
Protein sindirimi ve emilimi 13| 18 | 19 | 10
Purin metabolizmasi 20 | 23 | 27

Renal hiicre karsinomasi 10 14 | 13| 16 | 17 | 19
Renin-anjiotensin sistemi

RIG-1 reseptor sinyal yolagt 5 9 12 | 14 | 13 13
RNA degradasyonu 11 | 13

RNA transportlari 32 23

Romatoid artrit 6 13 13

Safra salgilanmasi 13 | 13

Salg1 sekresyonu 9 13 (12 | 18 | 11
Selenocompound metabolizmast 5
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Sfingolipid metabolizmasi 9 8 9 9

Sistein ve metionin metabolizmasi 7 5
Sitokin:sitokin reseptor iliskisi 14 21 | 35 | 42 44
Sitotoksisite kaynakli hiicre 6limii 16 22 |1 22 | 26
Sitozolik DNA-sensing yolagt 10

Sitrat dongiisii 4 7 6
Spliceosome 25 19

Steroid biyosentezi 5 5

T hiicresi reseptor sinyal yolagi 11| 7 13 1 23 (24 21| 19 16
Tamamlayici ve pihtilasma basamaklari

TGF-Beta sinyal yolagi 12 | 17 | 17 | 18 | 13

Tight junction 10 12 | 31 21 |1 20 15
Tiroid kanseri 10 7 ] 10

Tirozin metabolizmasi 8
Toksoplazmozis 11 7 22 | 22 | 22 11
Toll-benzeri reseptor sinyal yolagi 8 7 17 | 17

Tiiberkiiloz 9 23 | 27 | 28 | 23 | 27
Uzun siireli depresyon 9 14 [ 18 | 12 | 17
Uzun siireli potansiyel artis 8 13 (13| 14 | 12 7
Vaskiiler diiz kas konsantrasyonu 15 | 16 | 22 22
Vazopresin diizenleyici su geri emilimi 5 9 9

VEGTF sinyal yolagt 17 15 17| 8
Vezikiiler transportda SNARE iliskisi 11 | 10

Viral miyokarditis 12 16 | 14

Whnt sinyal yolagi 10 ] 13 | 23 | 34 [ 24 | 31| 30 20
Yag asidi biyosentezi 3

Yag asidi metabolizmasi 8 | 10
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Sekil 5. 25.miRNA hedeflerinin gorev aldiklar1 biyolojik siire¢lere gore pasta grafik
sunumu(GO: Biyolojik siirec)
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Sekil 5. 26.miRNA hedeflerinin gorev aldiklar1 biyolojik siire¢lere gore pasta grafik
sunumu(GO: Biyolojik siirec)
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mmu-miR-2136

Sekil 5. 27.miRNA hedeflerinin gérev aldiklar1 biyolojik siireglere gore pasta grafik
sunumu(GO: Biyolojik siirec)

GO: biyolojik siire¢ analizleri sonucu yine mmu-miR-132-3p’nin potansiyel hedeflerinden
iki grup gen Sekil 5.28’te goriilmektedir. Endoplazmik retikulum liimeni ve ER-golgi ara
kompartmanda rol alan gen listesi verilmistir. Herpudl geni diger genlerle beraber bu

analizde de siniflandirilmistir.

Tiim bu analizlerden sonra miRNAlar tarafindan regiile edilen potansiyel hedef mRNAlar
daha once belirtilen kistaslar dogrultusunda belirlenmistir. Cizelge 5.4'te bu miRNAlar,
Palmitat muamelesi sonucu kag kat artip azaldiklari, potansiyel hedefleri, mMRNA acik adi
ve baglanti spesifitesini gosteren MiRSVR skorlar1 yer almaktadir. 4 miRNAnin ER stres
stirecinde ifadesi artmigken, 1 adetininki ise azalmistir. Sekil 5.29da ise bazi miRNA ve
hedeflerinin komplementeritesi goriillmektedir.
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Sekil 5. 28.mmu-miR-132-3p hedeflerinde gergeklestirilen biyolojik siire¢ analizi sonucu
gruplanan gen kiimesi
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Cizelge 5. 4. {leri analizler i¢in segilen mRNA ve ilgili olduklari miRNAlar.

Kat degisiklik _ Primer
miRNA adi (RA mlsii?’/R ?::23?32 Genin gorevi veya acik adi
gen kimligi
| RA+PA)
Cct4, . L
chaperonin containing Tcpl,
159 Gene ID: subunit 4 (delta)
' 12464
Srsf3, . L -
299 serine/arginine-rich splicing
' Gene ID: factor 3
20383
Fam108b, .
187 Abhd17b abhydrolase domain
' Gene ID: containing 17B
226016
mmu-miR-486-5p 23,97 Twistnb,
-1,58 Gene ID: TWIST neighbor
28071
Chracl, . -
129 chromatin accessibility complex
' Gene ID: 1
93696
Sp5,
-1,21 Gene trans-acting transcription factor 5
1D:64406
Mapk®,
mitogen-activated protein kinase
0,209 | Gene ID: 9
26420
Gnas . . —
101 guanine nucleotide binding
' Gene ID: protein, alpha stimulating
14683
Ppm1d protein phosphatase 1D
-1,4 ] magnesium-dependent, delta
mmu-miR-2136 5,89 656229”23' isoform
Ssfa2
-0,69 Gene ID: sperm specific antigen 2
70599
Lbp
i lipopolysaccharide binding
123 616220?3 protein
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Lipm

-2,48 Gene ID: lipase, family member M
78753
DNAja2
204 DnaJ (Hsp40) homolog,
' Gene ID: subfamily A, member 2
56445
Btc
1,97 Gene ID: betacellulin, ep_idermal growth
12223 factor family member
mmu-miR-132-3p 4,73
Ep300
-1,48 Gene ID: E1A binding protein p300
328572
Tramlll . .
-0.18 translocation associated
' Gene ID: membrane protein 1-like 1
229801
Herpud1 homocysteine-inducible,
119 endoplasmic reticulum stress-
' Gene ID: | inducible, ubiquitin-like domain
64209 member 1
-1,15 Dusp9 dual specificity phosphatase 9
Mtdh
-2,38 Gene ID: metadherin
67154
Rbmxrt o ] .
19 RNA binding motif protein, X
' Gene ID: linked-like-1
19656
mmu-miR-1191 9,96 Usp24
-1,71 Gene ID: ubiquitin specific peptidase 24
329908
Stk38
-1,69 Gene ID: serine/threonine kinase 38
106504
Hmga2 . .
-1,45 high mobility group AT-hook 2
Gene ID:
Msrl Gene
-1,38 ID: 20288 macrophage scavenger receptor 1
) Sfrs13b serine/arginine-rich splicing
mmu-miR-542-5p -3,62 -1,16 factor 12
Gene ID:
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& mmu-miR-486/Sfrs3 Alignment

3 CGUCGAGUCAUGUCCu 5' mmu-miR-48 :
= gagcccl ]J[ *l‘ “I‘[‘I s St RLE s mirSVR score:  -1.1152
42:5' cugacaGGAG-UAUGUACAGGa 3' Sfrs3 PhastCons gcord: 10,5620

Mouseover 3 miRNA mature name to see the miRNA/Sfrs3 alignment,

Sfrs3 splicing factor, arginine/serine-rich 3 (SRp20)
& mmu-miR-486/Fam108b Alignment

3 MEGAGUCAUGUCCY 5' mmu-miR-48

= q“;CCCCG“CT“T“TTfoU* S LS MIrSVR score:  -0.7161

478:5' auauauacucCACUGUACAGGy 3' FamiOSb PhastCons score: 0.6222
Mouseover a3 miRNA mature name to see the miRNA/Fam108b alignment.

Fam108b family with sequence similarity 108, member B

& mmu-miR-486/Cct4 Alignment

mirSVR score: -0.6986

3' gagccccgucGAGUCA
: = PhastCons score: 0.5000

I

- 3
@
IS

TS —

©— Q

Q) - O
O
W

) -

625:5' guucauaugaUUGAGUA

Mouseover a miRNA mature name to see the miRNA/Cct4 alignment.

Cct4 chaperonin containing Tcp1, subunit 4 (delta)

& mmu-miR-486/Twistnb Alignment

R Te it T

qaqccchJCGIrG'J----‘_nu_-.u;.: S' mmu-miR-486 mirSVR score: -1.0628
PhastCons score: 0.5243

:
AR TTITITR B ITR TTATIR R (s

1140:5' augacaGCAAUUUAAUAUGUACAGGu 3' Twistnb
Mouseover a miRNA mature name to see the miRNA/Twistnb alignment.

Twistnb TWIST neighbor

& mmu-miR-486/Chracl Alignment

an CoUC-GART - CAUGTUCCY ' ve-miR-48 .
3 GaQCCCfT’fT *]“-T j‘}“_‘:‘_""" S' mmu-miR-486 mirSVR score: -1.1921
Pl =ie AN PhastCons score: 0.5295

I
371:5' gacuauGCAGUUUUAUUGUACAGGa 3' Chracl
Mouseover 3 miRNA mature name to see the miRNA/Chrac1 alignment.

Chracl chromatin accessibility complex 1

& mmu-miR-486/Sp5 Alignment

GUCAUGUCCu S5' mmu-miR-486
1= 1LLELd

|
363:5' ccCGAUUCGGACUUUGUACAGGu 3' SpS

(2]
x

mirSVR score: -1.2055
PhastCons score: 0.5965

3' gaGCCCCGUC-
| 1
G

Mouseover a miRNA mature name to see the miRNA/SpS alignment.

Sp5 trans-acting transcription factor 5

Sekil 5. 29.Bazit miRNA ve hedef mRNAlarinin komplementeritesi
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5.4. Kantitatif Gercek Zamanh PCR Sonuclari

MiRNAome PCR Array sonuglarim1 valide etmek amaciyla, Qiagen ROTOR-GENE Q
platformunda 3 biyolojik tekrarli c¢alisilan QRT-PCR sonuglari ¢izelge 5.5.°de
gosterilmektedir. Lipotoksik ER stres sonucu ifadesi degisen miRNA hedef mRNAlarinin
ifade seviyesi QRT-PCR ile analiz edilmistir. RA ve RA+PA kolonlarinda 3 biyolojik
tekrar ortalama Ct degerleri yer almaktadir. Kat artis AACt metoduna gore formiile
yerlestirilip hesaplanmistir, palmitatla ER stres uygulanan 6rnegin kontrole gore ifadesinde

degisim goriilmektedir.

Tablo incelendiginde kirpilmis Xbpl (sXbpl) -ki lipotoksik ER stres isaretcisidir-
ifadesinde 2.8 katlik bir artis gozlenirken, diger genlerde anlamli artis veya beklendigi
lizere azalmalar gozlenmemistir. 2 kat ve lizeri degisiklik gdsteren bir ka¢ gen ise 30

siklustan sonra ifade edilmeye baslandigi i¢in tarafimizca anlamli bulunmamastir.
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Cizelge 5. 5. QRT-PCR sonuglar (3 biyolojik tekrar ortalamalari)

RA raPA | RS R 2naace log2

sXbpl | 2147 20,13 15,16 15,31 2,8 1,49
srsf3 | 16,89 17,04 18,42 18,44 0,91 0,13
Fam108b | 21,16 21,17 18,42 18,44 1,01 0,01
Cctd | 18,08 17,72 18,42 18,44 13 0,38
Twistnb | 21,16 20,91 18,42 18,44 121 0,27
Mapkd | 20,49 20,33 18,42 18,44 1,13 0,18
Lipm | 1885 18,7 18,42 18,44 1,13 0,17
Sfrs13b | 16,86 16,75 18,42 18,44 1,09 0,13
Dusp9 | 32,02 30,96 17,26 17,26 2,08 1,06
Tramill | 26,16 24,77 17,26 17,26 2,63 1,39
Btc 21,36 21,18 17,26 17,26 1,13 0,18
Chracl | 2013 20,14 17,26 17,26 0,99 0,01
Herpudl | 26,89 27,35 17,26 17,26 0,73 0,46
Msrl | 21,12 21,06 17,26 17,26 1,04 0,06
Sp5 31,43 32,13 17,32 17,84 0,88 0,18
Gnas | 2155 21,77 17,26 17,26 0,86 0,22
Dnaja2 | 36,62 35,69 17,26 17,26 191 0,93
Ibp 35,52 34,5 17,26 17,26 2,03 1,02
Usp24 | 21,27 21,06 17,26 17,26 1,16 0,21
Rbmxit | 218 21,76 17,26 17,26 1,03 0,04
Stka8 | 16,99 17,63 17,32 17,84 0,92 0,12
Midh | 18,03 17,86 17,32 17,84 1,61 0,69
Hmga2 | 30,19 30,15 17,32 17,84 1,47 0,56
Ep300 | 3236 30,86 17,26 17,26 2,83 1,50
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6. TARTISMA ve SONUC

Obezite, tip 2 diyabet ve ateroskleroz gibi metabolik diizensizliklerde hiicre igindeki
serbest yag asidi birikimine kars1 koyamayan —yag dokusu harici dokularda- hiicrelerde
Endoplasmik Retikulum (ER) stres ve lipotoksik hiicre 6liimii gerceklesir. Ancak ER stresi
metabolik dokularda kroniklestigi zaman, sismanlik, diyabet, ateroskleroz gibi metabolik
hastaliklarin gelisimine yol agmaktadir. Son yillarda tanimlanan ve gelisim, organogenez,
kok hiicre statiistiniin idamesi, kanser gibi biyolojik siire¢lerde rol alan mikroRNAlarin
(miRNA) protein kodlayan genlerin yaklasik %60°1n1 kontrol ettikleri tahmin edilmektedir.
Memeli proteomunun yaklasik %30’unun salgi yolaklar1 ile baglantili oldugu ve bu
proteinlerin ER’da islendigi diisiiniildiigiinde ER’un protein trafigi ve islenmesi
siirecindeki roliiniin son derece Onemli oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda
lipotoksik ER stres durumundaki hiicrelerde “miRNAom” profilleri tanimlanmis metabolik

hastaliklarda rol oynayan aday mikroRNAlar belirlenmistir.

mikroRNAlar gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan endojen kiiciik RNA
molekiilleridir. Hedef mRNAlar ile baz eslesmesi temeline dayanan etkilesmeleri ile
transkriptleri baskilayarak ya da yikarak fonksiyon gosteren miRNAlar; gelisim, hiicre

farklilagsmasi, bagisiklik ve kanser gibi 6nemli biyolojik siireclerde etkilidir.

Yapilan literatiir calismalarinda da goriildiigii gibi ER stres ile iliskilendirilmis pek ¢ok
miRNA vardir. ER stres ve KPY bilesenlerini arastirmak tizere gergeklestirilen yiliksek
islem hacimli miRNA mikrodizilimleri sonucu lipotoksisitenin miRNA ifadesi tizerinde
etkisi oldugu saptanmistir. Pankreas Beta-hiicrelerine serbest yag asitleri verilerek, 132
adet miRNA’nin ifade seviyelerindeki degisiklikler analiz edilmistir® Pek cok miRNAnn
yanisira, mmu-miR-34a ve mmu-miR-146'nin pankreas beta-hiicrelerinde artisi miRNA
mikroarray ile gosterilmis ve ¢alismada bu iki miRNA iizerinde yogunlasilmistir. 2010'da
kimerik tRNA kullanilarak hiicrelerde ER stres durumu olusturulmus ve KPY aktivasyonu
sonucunda yaklasik 200 miRNA’nin ifade seviyesinde degisiklik oldugu tespit edilmistir.

Gergeklestirilen tezin amaci, lipotoksik endoplazmik retikulum stres sirasinda katlanmamis
protein yanitinin diizenlenmesinde rol oynayan olas1 mikroRNAlar ve bunlarin regiile ettigi

hedef mRNAlarimin ve diizenledikleri yolaklarin analiz edilmesidir. Bu amacla fare
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makrofaj hiicre hattinda (RAW 264.7) lipotoksik ER stres olusturulmustur. Adipositler ve
makrofajlar tarafindan fizyolojik kosullar ve metabolik hastalik durumlarinda benzer sinyal
yolaklar1 kullanildig1 ve obezitede kronik inflamasyon goézlendigi daha once pek g¢ok

calismada gosterilmistir.

Bu tez caligmasinda QRT-PCR temelli miScript miRNA array kullanilarak miRNAom
analizi gerceklestirilmis ve lipotoksik ER stres sonucu ifadesi degisen miRNAlar
tanimlanmistir. Ardindan biyoinformatik araglar ve yolak analizleri ile miRNAlarin hedef
genleri in silico tanimlanmis ve son olarak da bu hedef mRNAlarin QRT-PCR ile ifade

seviyeleri analiz edilmistir.

Calismada kullanilan hiicreler, RAW 264.7 fare makrofaj hiicre hatti ER stres olusturmak
icin satiire yag asidi olan palmitat ile kiiltiire edilmistir. 6 saat palmitat ile inkiibasyondan
sonra XBP1 mRNAsmin “kirpilmis” formunun varligt RT-PCR ile kontrol edilerek
lipotoksik ER stres yolu ile KPY ’nin aktive edildigi dogrulanmistir.

KPY’nin aktive edildigi RAW 264.7 ve RAW 264.7+ palmitat hiicrelerinden total RNA
izolasyonu yapilmigtir. Boylece "Qiagen miRNAome PCR Array” igin kullanilacak
baslangi¢ materyali hazir duruma gelmistir. Yapilan biyoinformatik analizler sonucu
gercekten anlamli degisim gbézlenen miRNAlar icin literatliir ve mikroRNA veri tabanlari
taranmis, analizleri yapilmistir. Ifadesi anlamli olarak degisen miRNAlar in vitro ve in
silico analizler igin se¢ilmis, miRNAlardan bir kisminin yolak analizleri ile diizenledikleri
yolaklar ve hedef mRNAlar1 belirlenerek ifade seviyeleri biyolojik tekrarlarla

incelenmistir.

Lipotoksik ER stres siirecinde rol oynayan miRNAlar1 tanimlamay1 hedefleyen bu tez
calismasinda 43 miRNA ifadesinde anlamli artis azalis gozlenmis ve asagidaki
miRNAlarin hedefleri ile ileri analizler gergeklestirilmistir. Yalnz ifadesi degisen 43
miRNAdan sadece 9'unun hedef gen listelerine wulasilarak yolak analizleri
gerceklestirilebilmistir. Bunlardan da yalnizca 5 tanesinin hedef genlerine primer

tasarlanabilmistir.
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mmu-miR-1191

mmu-miR-132-3p

mmu-miR-2136

mmu-miR-486-5p

mmu-miR-124-3p

mmu-miR-449a-5p

mmu-miR-125a-3p mikroRNAlar1 miRNAome PCR Array sonucunda artis gosteren

gruptandir ve hedef genlerine ulagilarak yolak analizi gerceklestirilebilmistir.

mmu-miR-542-5p ve mmu-miR-294-3p mikroRNAlar1 ise ifadesi azalan gruptadir ve

hedef genlerine ulasilarak yolak analizi gerceklestirilebilmistir.

Biyolojik tekrarli gergeklestirilen miRNAom ¢aligmasi, son derece yakin degerler
vermistir. Bu da sonuglar1 giivenilir kilmaktadir. Yolak analizleri ile bu siiregte ifadesi
diizenlenen hedef mRNAlar da belirlenmistir. Ifadesi artan miRNAlarin hedef
mRNAlarinin azalmasi, ifadesi azalan miRNAlarin da hedef mRNAlarinin artmasi
beklenmektedir. Ancak miRNAlar nihai etkilerini protein seviyesinde gostermektedirler.
Dolayist ile mRNA QRT-PCR analizlerinde mRNA degradasyonu yerine translasyonel

represyon da olabilecegi icin mRNA seviyesinde azalma/artma goriilmeyebilir.

mmu-miR-1191: Bu miRNA i¢in secilen “RNA baglama motif proteini”, “ubikutin”,

“serin/treonin kinaz” gibi lipotoksik ER stres ile baglantili olan Mtdh, Rbmxrt, Usp24,
Stk38, Hmga2, Msrl hedef mRNAlar1 i¢in QRT-PCR ile ifade seviyeleri analiz edilmis ve

anlamli degisiklikler gozlenmemistir.

mmu-miR-132-3p: “Lipaz ailesi”, “epidermal biiyiime faktorii”,” E1A binding proteini”
ile ilgili olan Lipm, DNAja2, Btc, Ep300, Tram111, Herpudl, Dusp9 mRNAlarin1 in silico
regiile eden bu mikroRNA’nin hedef mRNAlar1 i¢in hedef mRNAlar1 igin QRT-PCR ile

ifade seviyeleri analiz edilmis ve anlaml degisiklikler gézlenmemistir.
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mmu-miR-2136: Gnas,Ppmld,Ssfa2,lbp protein fosfataz ve lipopolisakkarit binding

proteinini igeren hedef mRNAlarin QRT-PCR ile ifade seviyeleri analiz edilmis ve anlamli

degisiklikler gozlenmemistir.

mmu-miR-486: Saperonlarla ve serin-arginin splicing ile iligkili segilen hedef mRNAlar
Srsf3, Fam108b, Cct4, Twistnb, Chracl, Sp5, Mapk9’dur. QRT-PCR ile ifade seviyeleri

analiz edilmis ve anlamli degisiklikler gozlenmemistir.

mmu-miR-542-5p: Bu mikroRNA miRNAom analizinde lipotoksik ER stres sonrasi

ifadesi azalan grupta yer almaktadir. Serin, arginin amino asitleri ile iligkili olan sfrs13b
hedef mRNAsi belirlenmistir. QRT-PCR sonuglarinda ise beklenilen bir artma

goriilmemistir.

Tez calismasinda lipotoksik ER stres siirecinde KPYnin diizenlenmesinde rol oynayan
miRNAlar ve bunlarin regiile ettikleri yolaklar tanimlanmaya g¢alisiimistir. miRNAom
analizi biyolojik tekrarli gergeklestirilmis ve tekrarlar son derece tutarli ¢ikmustir; bu da
sonuglart giivenilir kilmaktadir. Benzer sekilde QRT-PCR analizleri ise ii¢ biyolojik
tekrarla gerceklestirilmistir. Ifadesi degisen miRNAlar belirlendikten sonra yolak analizleri
ile bu siiregte ifadesi diizenlenen hedef mRNAlar da belirlenmistir. Ifadesi artan
miRNAlarin hedef mRNAlarinin azalmasi, ifadesi azalan miRNAlarin da hedef
mRNAlarmin artmast beklenmektedir. Ancak miRNAlar nihai etkilerini protein
seviyesinde gostermektedirler. Dolayisi ile mRNA QRT-PCR analizlerinde mRNA
degradasyonu yerine translasyonel represyon da olabilecegi i¢in mRNA seviyesinde
azalma/artma goriilmeyebilir. Fare miRNA hedef tahminleri i¢in kullanilan programlara
bakildiginda her miRNA i¢in 3000-6000 civar: hedef mRNA go6zlenmistir, yolak analizleri
sonrast ER stres ile ilgili olan ve seed bolgeye olan komplementeriteye gore hedefler
secilse de QRT-PCR sonuglarinda beklenildigi kadar yiiksek seviyede azalma/artma
gozlenmemistir. Bu yiizden QRT-PCR analizleri 6nce LightCycler 480 ardindan
RotorGene Q platformunda gergeklestirilmistir. LightCycler sonuglar1 tez calismasina
eklenmemistir. Ancak sonuglarda goriildiigii gibi secilen genlerin ifadeleri anlamli olarak

degismemistir.
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Bundan sonra, ayni hedef genlerin immiinblotlama ile protein seviyeleri de analiz
edilebilir ¢linkii miRNAlar bazen hedef mRNA transkripti yikmak yerine protein seviyesi
iizerinde etki gosterebilirler. ifadesi degisen bu ve diger miRNAlar ile pek ¢ok fonksiyonel
calisma da gerceklestirilebilir. Hedef mRNAlarin 3'UTR bélgelerinin lusiferaz veya GFP
raportdr fiizyonu ile ifadesi sonucu o miRNAnin gercekten hedefi regiile edip etmedigi
gosterilmeli, antagomiR kullanilarak hedef mRNA/protein seviyeleri incelenmelidir.
Boylece bu miRNAlarin obezite hayvan modellerinde KPY diizenlenmesine olan etkileri
analiz edilebilecektir. Ayrica miRNAlar tarafindan diizenlenen yeni bir metabolik yol
literatiire eklenebilir ve antagomiRlerin metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanim1 s6z

konusu olabilecektir.
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8.EKLER

EK 1. PCR Array tizerinde yer alan miRNA listesi (Mus musculus miRNAome, katalog no: MIMM-32162)

Plate 1 Plate2 Plate3 Plate 1 Plate2 Plate3

AO01 101 mmu-let-7a-1-3p // mmu-
mmu-miR-183-5p mmu-miR-1898 mmu-miR-1894-5p mmu-miR-196a-5p mmu-miR-764-5p let-7¢-2-3p

AD2 102 mmu-miR-28a-5p // mmu-
mmu-miR-877-5p mmu-miR-1899 mmu-miR-1929-5p mmu-miR-380-3p mmu-miR-3087-5p miR-28c

A03 103 mmu-miR-3096a-5p //
mmu-miR-15b-5p mmu-miR-18a-3p mmu-miR-194-2-3p mmu-miR-701-5p mmu-miR-3072-5p mmu-miR-3096b-5p

A04 104 mmu-miR-3096a-3p //
mmu-miR-9-3p mmu-miR-190a-5p mmu-miR-653-3p mmu-miR-350-3p mmu-miR-369-3p mmu-miR-3096b-3p

A05 mmu-miR-199a-5p mmu-miR-1900 mmu-miR-3110-5p 105 mmu-miR-154-3p mmu-miR-1936 Empty

A06 mmu-miR-369-5p mmu-miR-1901 mmu-miR-326-5p 106 | mmu-miR-467c-5p mmu-miR-135a-1-3p Empty

A07 mmu-miR-101a-3p mmu-miR-1902 mmu-miR-1930-3p 107 mmu-miR-125a-3p mmu-miR-1251-3p Empty

A08 mmu-miR-324-5p mmu-miR-1903 mmu-miR-3080-5p 108 | mmu-let-7¢c-5p mmu-miR-3066-5p Empty

A09 mmu-miR-292-3p mmu-miR-1904 mmu-miR-32-3p 109 | mmu-miR-881-5p mmu-miR-1981-5p Empty

Al0 mmu-miR-676-3p mmu-miR-1905 mmu-miR-873a-3p 110 mmu-miR-674-5p mmu-miR-1247-5p Empty

All mmu-miR-194-5p mmu-miR-1906 mmu-miR-379-5p 111 mmu-miR-654-3p mmu-miR-146a-3p Empty

Al2 mmu-miR-449a-5p mmu-miR-191-3p mmu-miR-3088-3p 112 mmu-miR-546 mmu-miR-223-5p Empty

Al3 mmu-miR-712-5p mmu-miR-1928 mmu-miR-200c-3p 113 mmu-miR-100-5p mmu-miR-205-3p Empty

Al4 mmu-miR-34b-5p mmu-miR-193a-5p mmu-miR-34a-3p 114 | mmu-miR-20b-5p mmu-miR-2183 Empty

Al5 mmu-miR-470-5p mmu-miR-1935 mmu-miR-143-5p 115 mmu-miR-362-5p mmu-miR-1b-5p Empty

Al6 mmu-miR-184-3p mmu-miR-1938 mmu-miR-3070b-3p 116 mmu-miR-133a-3p mmu-miR-133b-5p Empty

Al7 mmu-miR-193b-3p mmu-miR-1942 mmu-miR-1251-5p 117 | mmu-miR-700-3p mmu-miR-26a-1-3p Empty

Al8 mmu-miR-431-5p mmu-miR-1946a mmu-miR-3059-5p 118 mmu-miR-615-3p mmu-miR-363-3p Empty

A19 mmu-miR-483-3p mmu-miR-1947-5p mmu-miR-1843a-3p 119 mmu-miR-467e-5p mmu-miR-677-3p Empty

A20 mmu-miR-449c-5p mmu-miR-1948-3p mmu-miR-1948-5p 120 mmu-miR-708-5p mmu-miR-1933-5p Empty

A2l mmu-miR-149-5p mmu-miR-1949 mmu-miR-377-5p 121 | mmu-miR-217-5p mmu-miR-370-5p Empty

A22 mmu-miR-215-5p mmu-miR-1950 mmu-miR-432 122 | mmu-miR-301a-3p mmu-miR-1981-3p Empty

A23 mmu-miR-191-5p mmu-miR-1954 mmu-miR-3065-3p 123 mmu-miR-140-3p mmu-miR-3064-3p Empty

A24 mmu-miR-331-5p mmu-miR-1957a mmu-miR-1952 124 | mmu-miR-503-5p mmu-miR-3105-3p Empty
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B01 mmu-miR-200b-5p mmu-miR-1962 mmu-miR-208b-5p J01 | mmu-let-7d-5p mmu-miR-679-3p Empty
B02 mmu-miR-92a-3p mmu-miR-1983 mmu-miR-696 J02 | mmu-miR-335-3p mmu-miR-3062-5p Empty
B03 mmu-miR-770-3p mmu-miR-199b-5p mmu-miR-135a-2-3p J03 | mmu-miR-26b-5p mmu-miR-3105-5p Empty
B04 mmu-miR-326-3p mmu-miR-200a-5p mmu-miR-3082-3p J04 | mmu-miR-542-3p mmu-miR-3083-5p Empty
B05 mmu-miR-210-3p mmu-miR-203-5p mmu-miR-3108-3p JO5 | mmu-miR-19a-5p mmu-miR-3098-3p Empty
B06 mmu-miR-216a-5p mmu-miR-204-5p mmu-miR-182-3p J06 | mmu-miR-135b-5p mmu-miR-3061-3p Empty
BO7 mmu-miR-125a-5p mmu-miR-207 mmu-miR-3079-5p JO7 | mmu-miR-720 mmu-miR-539-3p Empty
B08 mmu-miR-126-5p mmu-miR-20a-3p mmu-miR-18b-3p J08 | mmu-miR-195a-5p mmu-miR-486-3p Empty
B09 mmu-miR-376¢-3p mmu-miR-20b-3p mmu-miR-871-5p JO9 | mmu-miR-711 mmu-miR-3101-5p Empty
B10 mmu-miR-466g mmu-miR-218-1-3p mmu-miR-19b-1-5p J10 | mmu-miR-34a-5p mmu-miR-215-3p Empty
B11 mmu-miR-138-5p mmu-miR-218-2-3p mmu-miR-1956 J11 | mmu-miR-130b-3p mmu-miR-136-5p Empty
B12 mmu-miR-346-5p mmu-miR-22-5p mmu-miR-701-3p J12 | mmu-let-7e-5p mmu-miR-329-5p Empty
B13 mmu-miR-18a-5p mmu-miR-24-1-5p mmu-miR-1264-5p J13 | mmu-miR-681 mmu-miR-541-3p Empty
B14 mmu-miR-665-3p mmu-miR-24-2-5p mmu-miR-652-5p J14 | mmu-miR-188-3p mmu-miR-760-3p Empty
B15 mmu-miR-345-3p mmu-miR-26a-5p mmu-miR-493-5p J15 | mmu-miR-32-5p mmu-miR-1955-3p Empty
B16 mmu-miR-290-5p mmu-miR-26b-3p mmu-miR-1a-2-5p J16 | mmu-let-7i-5p mmu-miR-224-3p Empty
B17 mmu-let-7f-5p mmu-miR-27a-5p mmu-miR-132-5p J17 | mmu-miR-208b-3p mmu-miR-302d-5p Empty
B18 mmu-miR-134-5p mmu-miR-28a-3p mmu-miR-3072-3p J18 | mmu-miR-135a-5p mmu-miR-1968-5p Empty
B19 mmu-miR-216b-5p mmu-miR-293-3p mmu-miR-1947-3p J19 | mmu-miR-707 mmu-miR-1953 Empty
B20 mmu-miR-362-3p mmu-miR-293-5p mmu-miR-1197-3p J20 | mmu-miR-298-5p mmu-miR-302a-3p Empty
B21 mmu-miR-434-5p mmu-miR-294-3p mmu-miR-27b-5p J21 | mmu-miR-666-3p mmu-miR-3058-3p Empty
B22 mmu-miR-342-3p mmu-miR-295-5p mmu-miR-3074-5p J22° | mmu-miR-181h-5p mmu-miR-3094-5p Empty
B23 mmu-miR-125b-5p mmu-miR-297b-5p mmu-miR-673-3p J23 | mmu-miR-466¢-5p mmu-miR-463-3p Empty
B24 mmu-miR-874-3p mmu-miR-297¢-5p mmu-miR-669f-3p J24 | mmu-miR-384-3p mmu-miR-344g-3p Empty
co1l mmu-miR-299a-5p // mmu- KO1

mmu-miR-672-5p miR-299b-5p mmu-miR-3472 mmu-miR-200c-5p mmu-miR-3091-3p Empty
C02 mmu-miR-382-5p mmu-miR-29a-5p mmu-miR-3093-3p K02 | mmu-miR-140-5p mmu-miR-92b-5p Empty
C03 mmu-miR-872-5p mmu-miR-29¢-5p mmu-miR-196a-2-3p KO3 | mmu-miR-7a-5p mmu-miR-3093-5p Empty
C04 mmu-miR-484 mmu-miR-300-5p mmu-miR-3083-3p K04 | mmu-miR-185-5p mmu-miR-1b-3p Empty
CO05 mmu-miR-688 mmu-miR-302b-5p mmu-miR-1298-3p K05 | mmu-miR-496a-3p mmu-miR-4661-3p Empty
C06 mmu-miR-122-5p mmu-miR-30a-3p mmu-miR-490-5p K06 | mmu-miR-129-5p mmu-miR-592-5p Empty
C07 mmu-miR-710 mmu-miR-30b-3p mmu-miR-450a-1-3p K07 | mmu-miR-758-3p mmu-miR-138-2-3p Empty
C08 mmu-miR-455-3p mmu-miR-30c-1-3p mmu-miR-760-5p K08 | mmu-miR-128-3p mmu-miR-3097-3p Empty
C09 mmu-miR-880-3p mmu-miR-30c-2-3p mmu-miR-101b-5p K09 | mmu-miR-30e-5p mmu-miR-298-3p Empty
C10 mmu-miR-485-5p mmu-miR-30e-3p mmu-miR-669b-3p K10 | mmu-miR-339-5p mmu-miR-3067-5p Empty
Cl1 mmu-miR-146a-5p mmu-miR-31-3p mmu-miR-136-3p K11 | mmu-miR-337-3p mmu-miR-3080-3p Empty
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C12 mmu-miR-489-3p mmu-miR-325-5p mmu-miR-3102-3p K12 | mmu-miR-342-5p mmu-miR-3106-3p Empty
C13 mmu-miR-21a-5p mmu-miR-33-3p mmu-miR-297a-5* K13 | mmu-miR-20a-5p mmu-miR-599 Empty
Cl4 mmu-miR-196b-5p mmu-miR-330-3p mmu-miR-1965 K14 | mmu-miR-429-3p mmu-miR-206-5p Empty
C15 mmu-miR-137-3p mmu-miR-339-3p mmu-miR-99a-3p K15 | mmu-miR-141-3p mmu-miR-344c-5p Empty
C16 mmu-miR-377-3p mmu-miR-340-5p mmu-miR-1839-5p K16 | mmu-miR-7b-5p mmu-miR-1197-5p Empty
C17 mmu-miR-654-5p mmu-miR-365-3p mmu-miR-92a-2-5p K17 | mmu-miR-93-5p mmu-miR-127-3p Empty
C18 mmu-miR-677-5p mmu-miR-374b-3p mmu-miR-667-5p K18 | mmu-miR-30c-5p mmu-miR-421-5p Empty
C19 mmu-miR-671-3p mmu-miR-376a-5p mmu-miR-3076-5p K19 | mmu-miR-543-3p mmu-miR-665-5p Empty
C20 mmu-miR-466d-3p mmu-miR-376b-3p mmu-miR-383-3p K20 | mmu-miR-10a-5p mmu-miR-1968-3p Empty
c21 mmu-miR-224-5p mmu-miR-376¢-5p mmu-miR-466h-5p K21 | mmu-miR-449b mmu-miR-3063-3p Empty
C22 mmu-miR-434-3p mmu-miR-378a-5p mmu-miR-3057-5p K22 | mmu-miR-338-3p mmu-miR-193b-5p Empty
C23 mmu-miR-375-3p mmu-miR-382-3p mmu-miR-3082-5p K23 | mmu-miR-214-3p mmu-miR-210-5p Empty
C24 mmu-miR-302b-3p mmu-miR-410-3p mmu-miR-18b-5p K24 | mmu-miR-574-3p mmu-miR-3060-3p Empty
D01 mmu-miR-652-3p mmu-miR-411-3p mmu-miR-1955-5p L0l | mmu-miR-335-5p mmu-miR-3084-5p Empty
D02 mmu-miR-330-5p mmu-miR-425-3p mmu-miR-134-3p L02 | mmu-miR-453 mmu-miR-491-5p Empty
D03 mmu-miR-495-3p mmu-miR-433-5p mmu-miR-4661-5p LO3 | mmu-miR-291a-3p mmu-miR-3078-5p Empty
D04 mmu-miR-667-3p mmu-miR-450b-5p mmu-miR-431-3p L04 | mmu-miR-211-5p mmu-miR-29b-1-5p Empty
D05 mmu-miR-341-3p mmu-miR-455-5p mmu-miR-3112-5p LOS | mmu-miR-684 mmu-miR-19b-2-5p Empty
D06 mmu-miR-541-5p mmu-miR-463-5p mmu-miR-379-3p LO6 | mmu-miR-27b-3p mmu-miR-494-5p Empty
D07 mmu-miR-30d-5p mmu-miR-466j mmu-miR-219-1-3p LO7 | mmu-miR-205-5p mmu-miR-344d-3p Empty
D08 mmu-miR-582-3p mmu-miR-466k mmu-miR-129-1-3p LO8 | mmu-miR-683 mmu-miR-410-5p Empty
D09 mmu-let-7a-5p mmu-miR-467b-5p mmu-miR-1198-5p LO9 | mmu-miR-337-5p mmu-miR-344d-2-5p Empty
D10 mmu-miR-376a-3p mmu-miR-467f mmu-miR-1193-5p L10 | mmu-miR-742-3p mmu-miR-128-1-5p Empty
D11 mmu-miR-34b-3p mmu-miR-467h mmu-miR-7b-3p L11 | mmu-miR-384-5p mmu-miR-1188-3p Empty
D12 mmu-miR-21a-3p mmu-miR-470-3p mmu-miR-153-5p L12 | mmu-miR-325-3p mmu-miR-25-5p Empty
D13 mmu-miR-487b-3p mmu-miR-485-3p mmu-miR-3071-3p L13 mmu-miR-501-5p mmu-miR-1247-3p Empty
D14 mmu-miR-22-3p mmu-miR-488-5p mmu-miR-664-3p L14 | mmu-miR-324-3p mmu-miR-468-3p Empty
D15 mmu-miR-721 mmu-miR-493-3p mmu-miR-200b-3p L15 mmu-miR-423-3p mmu-miR-190a-3p Empty
D16 mmu-miR-504-5p mmu-miR-503-3p mmu-miR-1907 L16 | mmu-miR-451a mmu-miR-214-5p Empty
D17 mmu-miR-200a-3p mmu-miR-540-3p mmu-miR-3475 L17 | mmu-miR-132-3p mmu-miR-1969 Empty
D18 mmu-miR-378a-3p mmu-miR-551b-3p mmu-miR-3075-3p L18 | mmu-miR-669b-5p mmu-miR-1943-3p Empty
D19 mmu-miR-29¢-3p mmu-miR-568 mmu-miR-471-3p L19 | mmu-miR-153-3p mmu-miR-3086-3p Empty
D20 mmu-miR-344e-5p // mmu- L20

mmu-miR-294-5p mmu-miR-598-3p miR-344h-5p mmu-miR-96-5p mmu-miR-3471 Empty
D21 mmu-miR-467b-3p mmu-miR-615-5p mmu-miR-547-5p L21 | mmu-miR-1a-3p mmu-miR-217-3p Empty
D22 mmu-miR-340-3p mmu-miR-666-5p mmu-miR-208a-5p L22 | mmu-miR-10b-5p mmu-miR-1970 Empty
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D23 mmu-miR-290-3p mmu-miR-669e-5p mmu-let-7e-3p L23 | mmu-miR-653-5p mmu-miR-301b-5p Empty
D24 mmu-miR-380-5p mmu-miR-669g mmu-miR-367-3p L24 | mmu-miR-383-5p mmu-miR-2137 Empty
E01 mmu-miR-744-5p mmu-miR-669h-3p mmu-miR-598-5p MO1 | mmu-miR-300-3p mmu-miR-363-5p Empty
E02 mmu-miR-500-3p mmu-miR-669h-5p mmu-miR-195a-3p MO02 | mmu-miR-9-5p mmu-miR-375-5p Empty
EO03 mmu-miR-155-5p mmu-miR-669i mmu-miR-1224-5p MO3 | mmu-miR-743b-5p mmu-miR-664-5p Empty
E04 mmu-miR-101b-3p mmu-miR-669j mmu-miR-320-5p MO04 | mmu-miR-421-3p mmu-miR-1941-3p Empty
E05 mmu-miR-875-3p mmu-miR-669k-3p mmu-miR-3064-5p MO5 | mmu-miR-148a-3p mmu-miR-7a-2-3p Empty
E06 mmu-miR-29a-3p mmu-miR-674-3p mmu-miR-3068-5p MO06 | mmu-miR-181d-5p mmu-miR-412-5p Empty
EQ7 mmu-miR-302¢-5p mmu-miR-675-3p mmu-miR-1930-5p MO7 | mmu-miR-223-3p mmu-miR-3070a-3p Empty
E08 mmu-miR-130a-3p mmu-miR-676-5p mmu-miR-212-3p M08 | mmu-miR-763 mmu-miR-6690-5p Empty
E09 mmu-miR-882 mmu-miR-682 mmu-miR-100-3p M09 | mmu-miR-702-3p mmu-miR-743a-5p Empty
E10 mmu-miR-542-5p mmu-miR-693-3p mmu-miR-874-5p M10 | mmu-miR-488-3p mmu-miR-344f-3p Empty
E1l1 mmu-miR-203-3p mmu-miR-693-5p mmu-miR-128-2-5p M1l | mmu-miR-15a-5p mmu-miR-1934-5p Empty
E12 mmu-miR-27a-3p mmu-miR-694 mmu-miR-543-5p M12 | mmu-miR-24-3p mmu-miR-551b-5p Empty
E13 mmu-miR-301b-3p mmu-miR-695 mmu-miR-3104-3p M13 | mmu-miR-124-3p mmu-miR-144-5p Empty
E1l4 mmu-miR-331-3p mmu-miR-697 mmu-miR-181c-3p M14 | mmu-miR-127-5p mmu-miR-154-5p Empty
E15 mmu-miR-34c-5p mmu-miR-708-3p mmu-miR-544-5p M15 | mmu-miR-450b-3p mmu-miR-3095-5p Empty
E16 mmu-miR-218-5p mmu-miR-709 mmu-miR-381-5p M16 | mmu-miR-221-3p mmu-miR-3075-5p Empty
E17 mmu-miR-302d-3p mmu-miR-741-3p mmu-miR-505-3p M17 | mmu-miR-202-5p mmu-miR-504-3p Empty
E18 mmu-miR-187-3p mmu-miR-742-5p mmu-miR-138-1-3p M18 | mmu-miR-678 mmu-miR-344d-3-5p Empty
E19 mmu-miR-188-5p mmu-miR-743b-3p mmu-miR-3060-5p M19 | mmu-miR-193a-3p mmu-miR-1971 Empty
E20 mmu-miR-139-5p mmu-miR-744-3p mmu-miR-3088-5p M20 | mmu-miR-99a-5p mmu-miR-1967 Empty
E21 mmu-miR-19a-3p mmu-miR-872-3p mmu-miR-1a-1-5p M21 | mmu-miR-547-3p mmu-miR-669k-5p Empty
E22 mmu-miR-343 mmu-miR-877-3p mmu-miR-450a-2-3p M22 | mmu-miR-151-3p mmu-miR-16-1-3p Empty
E23 mmu-miR-295-3p mmu-miR-878-5p mmu-let-7f-2-3p M23 | mmu-miR-33-5p mmu-miR-491-3p Empty
E24 mmu-miR-181c-5p mmu-miR-879-5p mmu-miR-3091-5p M24 | mmu-miR-497-5p mmu-miR-1931 Empty
FO1 mmu-miR-23b-3p mmu-miR-879-3p mmu-miR-367-5p NO1 | mmu-miR-23a-3p mmu-miR-344f-5p Empty
F02 mmu-miR-532-5p mmu-miR-93-3p mmu-miR-351-3p NO2 | mmu-miR-582-5p mmu-miR-1306-3p Empty
F03 mmu-miR-876-5p mmu-miR-99b-3p mmu-miR-1927 NO3 | mmu-miR-761 mmu-miR-691 Empty
F04 mmu-miR-133b-3p mmu-miR-1946b mmu-miR-106a-3p NO4 | mmu-miR-465a-5p mmu-miR-487b-5p Empty
F05 mmu-miR-192-5p mmu-miR-881-3p mmu-miR-23a-5p NO5 | mmu-miR-687 mmu-miR-717 Empty
F06 mmu-miR-883a-3p mmu-miR-297a-5p mmu-let-7a-2-3p NO6 | mmu-miR-106b-5p mmu-miR-1224-3p Empty
Fo7 mmu-miR-883b-3p mmu-miR-30d-3p mmu-miR-873a-5p NO7 | mmu-miR-152-3p mmu-miR-216a-3p Empty
FO8 mmu-miR-770-5p mmu-miR-3084-3p mmu-miR-871-3p NO8 | mmu-miR-299a-3p mmu-miR-1964-3p Empty
F09 mmu-miR-883b-5p mmu-miR-344b-5p mmu-miR-222-5p NO9 | mmu-miR-704 mmu-miR-1894-3p Empty
F10 mmu-miR-323-5p mmu-miR-700-5p mmu-miR-181b-2-3p N10 | mmu-miR-17-5p mmu-miR-670-3p Empty
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F11 mmu-miR-322-5p mmu-miR-511-5p mmu-miR-540-5p N11 | mmu-miR-30a-5p mmu-miR-1960 Empty
F12 mmu-miR-222-3p mmu-miR-125b-2-3p mmu-miR-452-5p N12 | mmu-miR-764-3p mmu-miR-3102-5p Empty
F13 mmu-miR-590-5p mmu-miR-92a-1-5p mmu-miR-3101-3p N13 | mmu-miR-147-3p mmu-miR-3108-5p Empty
F14 mmu-miR-425-5p mmu-miR-322-3p mmu-miR-16-2-3p N14 | mmu-miR-150-5p mmu-miR-1963 Empty
F15 mmu-miR-144-3p mmu-miR-758-5p mmu-let-7f-1-3p N15 | mmu-miR-698-3p mmu-miR-465b-5p Empty
F16 mmu-miR-804 mmu-miR-23b-5p mmu-miR-350-5p N16 | mmu-miR-296-3p mmu-miR-365-1-5p Empty
F17 mmu-miR-719 mmu-miR-3062-3p mmu-miR-466n-3p N17 | mmu-miR-743a-3p mmu-miR-10a-3p Empty
F18 mmu-miR-759 mmu-miR-450a-5p mmu-miR-3090-5p N18 | mmu-miR-151-5p mmu-miR-130a-5p Empty
F19 mmu-miR-345-5p mmu-miR-471-5p mmu-miR-1964-5p N19 | mmu-miR-501-3p mmu-miR-412-3p Empty
F20 mmu-miR-30b-5p mmu-miR-500-5p mmu-miR-344c¢-3p N20 | mmu-miR-423-5p mmu-miR-192-3p Empty
F21 mmu-miR-25-3p mmu-miR-302c-3p mmu-miR-2136 N21 | mmu-miR-105 mmu-miR-3068-3p Empty
F22 mmu-miR-875-5p mmu-miR-361-3p mmu-miR-129-2-3p N22 | mmu-miR-124-5p mmu-miR-208a-3p Empty
F23 mmu-miR-433-3p mmu-miR-135b-3p mmu-miR-3092-5p N23 | mmu-let-7b-3p mmu-miR-344e-3p Empty
F24 mmu-miR-509-5p mmu-miR-374c-3p mmu-miR-204-3p N24 | mmu-let-7c-1-3p mmu-miR-155-3p Empty
GO01 mmu-miR-883a-5p mmu-miR-190b-3p mmu-miR-206-3p 001 | mmu-let-7d-3p mmu-miR-3110-3p Empty
G02 mmu-miR-31-5p mmu-miR-1249-3p mmu-miR-449a-3p 002 | mmu-let-7g-3p mmu-miR-3097-5p Empty
G03 mmu-miR-201-5p mmu-miR-344d-1-5p mmu-miR-3086-5p 003 | mmu-let-7i-3p mmu-miR-465¢-5p Empty
G04 mmu-miR-142-3p mmu-miR-196b-3p mmu-miR-1933-3p 004 | mmu-miR-101a-5p mmu-miR-1958 Empty
G05 mmu-miR-686 mmu-miR-511-3p mmu-miR-211-3p 005 | mmu-miR-106b-3p mmu-miR-122-3p Empty
G06 mmu-miR-291a-5p mmu-miR-3099-5p mmu-miR-3079-3p 006 | mmu-miR-10b-3p mmu-miR-448-3p Empty
GO07 mmu-miR-296-5p mmu-miR-3077-3p mmu-miR-3109-3p 007 | mmu-miR-1187 mmu-miR-212-5p Empty
G08 mmu-miR-361-5p mmu-miR-429-5p mmu-miR-143-3p 008 | mmu-miR-1188-5p mmu-miR-3065-5p Empty
G09 mmu-miR-351-5p mmu-miR-3100-3p mmu-miR-1249-5p 009 | mmu-miR-1190 mmu-miR-499-5p Empty
G10 mmu-miR-103-3p mmu-miR-3087-3p mmu-miR-669m-3p 010 | mmu-miR-1191 mmu-miR-679-5p Empty
G11 mmu-miR-148b-3p mmu-miR-3102-5p.2-5p mmu-miR-219-5p 011 | mmu-miR-1192 mmu-miR-3090-3p Empty
G12 mmu-let-7g-5p mmu-miR-3059-3p mmu-miR-3099-3p 012 | mmu-miR-1194 mmu-miR-3061-5p Empty
G13 mmu-miR-409-5p mmu-miR-672-3p mmu-miR-3074-1-3p 013 | mmu-miR-1195 mmu-miR-669e-3p Empty
G14 mmu-miR-190b-5p mmu-miR-201-3p mmu-miR-1298-5p 014 | mmu-miR-1196-5p mmu-miR-668-5p Empty
G15 mmu-miR-16-5p mmu-miR-3063-5p mmu-miR-1951 015 | mmu-miR-1199-5p mmu-miR-3078-3p Empty
G16 mmu-miR-409-3p mmu-miR-802-3p mmu-miR-1943-5p 016 | mmu-miR-130b-5p mmu-miR-1198-3p Empty
G17 mmu-miR-876-3p mmu-miR-496a-5p mmu-miR-3089-3p 017 | mmu-miR-133a-5p mmu-miR-328-5p Empty
G18 mmu-miR-126-3p mmu-miR-3071-5p mmu-miR-499-3p 018 | mmu-miR-141-5p mmu-miR-1912-3p Empty
G19 mmu-miR-320-3p mmu-miR-3103-3p mmu-miR-194-1-3p 019 | mmu-miR-145a-5p mmu-miR-26a-2-3p Empty
G20 mmu-miR-381-3p mmu-miR-3085-5p mmu-miR-1940 020 | mmu-miR-145a-3p mmu-miR-1193-3p Empty
G21 mmu-miR-182-5p mmu-miR-1945 mmu-miR-483-5p 021 | mmu-miR-146b-3p mmu-miR-452-3p Empty
G22 mmu-miR-590-3p mmu-miR-448-5p mmu-miR-467g 022 | mmu-miR-148a-5p mmu-miR-3073a-3p Empty
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G23 mmu-miR-106a-5p mmu-miR-3069-5p mmu-miR-668-3p 023 | mmu-miR-15a-3p mmu-miR-7a-1-3p Empty
G24 mmu-miR-532-3p mmu-miR-3057-3p mmu-miR-1941-5p 024 | mmu-miR-15b-3p mmu-miR-152-5p Empty
HO1 mmu-miR-142-5p mmu-miR-670-5p mmu-miR-221-5p POl | mmu-miR-17-3p mmu-miR-544-3p Empty
HO02 mmu-miR-186-5p mmu-miR-495-5p mmu-miR-4660-3p P02 | mmu-miR-181a-5p mmu-miR-3106-5p Empty
HO3 mmu-miR-107-3p mmu-miR-539-5p mmu-miR-147-5p P03 | mmu-miR-181a-1-3p mmu-miR-98-3p Empty
HO4 mmu-miR-29b-3p mmu-miR-181d-3p mmu-miR-301a-5p P04 | mmu-miR-181a-2-3p mmu-miR-1932 Empty
HO05 mmu-miR-329-3p mmu-miR-187-5p mmu-miR-34c-3p P05 | mmu-miR-183-3p mmu-miR-3085-3p Empty
HO06 mmu-miR-92b-3p mmu-miR-216b-3p mmu-miR-96-3p P06 | mmu-miR-1839-3p mmu-miR-1912-5p Empty
HO07 mmu-miR-291b-3p mmu-miR-3076-3p mmu-miR-3109-5p P07 | mmu-miR-186-3p mmu-miR-3104-5p Empty
H08 mmu-miR-202-3p mmu-miR-219-2-3p mmu-miR-1961 P08 | mmu-miR-1892 mmu-miR-137-5p Empty
H09 mmu-miR-675-5p mmu-miR-3095-3p mmu-miR-3098-5p P09 | mmu-miR-1895 mmu-miR-3089-5p Empty
H10 mmu-miR-146b-5p mmu-miR-3066-3p mmu-miR-107-5p P10 | mmu-miR-1896 mmu-miR-3058-5p Empty
H11 mmu-miR-411-5p mmu-miR-509-3p mmu-miR-767 P11 | mmu-miR-1897-3p mmu-miR-3474 Empty
H12 mmu-miR-878-3p mmu-miR-148b-5p mmu-miR-29b-2-5p P12 | mmu-miR-1897-5p mmu-miR-125b-1-3p Empty
H13 mmu-miR-466f-5p mmu-miR-3094-3p mmu-miR-669¢-5p P13 | cel-miR-39 cel-miR-39 cel-miR-39
H14 mmu-miR-802-5p mmu-miR-490-3p mmu-miR-103-1-5p P14 | cel-miR-39 cel-miR-39 cel-miR-39
H15 mmu-let-7b-5p mmu-miR-3092-3p mmu-miR-344b-3p P15 SNORD61 SNORD61 SNORD61
H16 mmu-miR-669a-5p // mmu- P16

mmu-miR-302a-5p mmu-miR-592-3p miR-669p-5p SNORD68 SNORD68 SNORD68
H17 mmu-miR-3107-3p // mmu- P17

mmu-miR-98-5p mmu-miR-505-5p miR-486-3p SNORD72 SNORD72 SNORD72
H18 mmu-miR-486-5p // mmu- P18

mmu-miR-714 mmu-miR-1264-3p miR-3107-5p SNORD95 SNORD95 SNORD95
H19 mmu-miR-467a-3p // mmu- P19

mmu-miR-762 mmu-miR-181b-1-3p miR-467d-3p SNORD96A SNORD96A SNORD96A
H20 mmu-miR-466a-5p // mmu- P20

mmu-miR-327 mmu-miR-344g-5p miR-466p-5p RNU6-2 RNU6-2 RNU6-2
H21 mmu-miR-374b-5p // mmu- P21

mmu-miR-19b-3p mmu-miR-3112-3p miR-374c-5p miRTC miRTC miRTC
H22 mmu-miR-3070a-5p // P22

mmu-miR-376b-5p mmu-miR-196a-1-3p mmu-miR-3070b-5p miRTC miRTC miRTC
H23 mmu-miR-199a-3p // mmu- P23

mmu-miR-328-3p mmu-miR-713 miR-199b-3p PPC PPC PPC
H24 mmu-miR-1982.1-3p // p24

mmu-miR-338-5p mmu-miR-3069-3p mmu-miR-1982.2-3p PPC PPC PPC
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EK 2. Biyolojik islevlerine gore hedef mRNAlarin siiflandirilmasi (GO kismi liste)

<8zl sls|8l8] 8]
SHEEIRIER E

miRNAlarn rol aldig: biyolojik siire¢ ERllz| E PE E = E E
2lzlz2|=2|l23]|2| 3] 8
=|5|5|5|s|E|518)|3

Actin iskeleti diizenlenmesi (bp) 14 1150( 19 | 26 | 23 | 18

Actin iskeleti yeniden diizenlenmesi (bp) 99 (10| 9

Actin filamentlerinin diizenlenmesi (bp) 5 8

Adaptif immun yanitinin diizenlenmesi (bp) 82

Adipoz doku geligimi (bp) 4 187| 6

Adrenal gland gelisimi (bp) 4 6

Adrenergik reseptor sinyal yolagi (bp)

Akciger gelisimi (bp) 9 111|85( 15 13

Aktin filament polimerizasyonunun negatif

diizenlenmesi(bp) 4

Aktin filament polimerizasyonunun pozitif diizenlenmesi 5

(bp)

Aktin flament polimerizasyonunun diizenlenmesi (bp) 4

Aktin hiicre iskeleti organizasyonunun diizenlenmesi (bp) 8 | 8

Aktive t hiicre ¢cogalmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 5

Alpha-beta t hiicre farklilagsmasinin negtif diizenlenmesi 2

(bp)

Alpha-beta t hiicre proliferasyonu (bp) 4 1158

Amacrin hiicre farklilagmasi (bp)

Anatomik gelisim (bp) 3

Androjen reseptor sinyal yolagi (bp) 232 6 8

Anjiogenez (bp) 11 18 | 35 28 25 | 19

Anjiogenezin negatif diizenlenmesi (bp) 7

Anjiyogenezin pozitif diizenlenmesi (bp) 13

Anterior/posterior doku spesifiklesmesi (bp) 9 13 19 20

Anti-apoptoz (bp) 14 14 (28 |1 20 | 20 29

Anti-apoptozun pozitif diizenlenmesi (bp) 6 97 9 |10 9

Apoptotik hiicre farklilagmasi (bp) 266

aAlg?\i);;);i;(niﬁ(rg;;: yol acan sistein tip endopeptidaz 12114113 13

Apoptotik siirecin diizenlenmesi (bp) 10 18 | 160 35

Apoptotik siirecin negatif diizenlenmesi (bp) 311193494 |55] 48 65

Apoptotik siirecin pozitif diizenlenmesi (bp) 23 28 |256| 44 | 35 38 | 22

Apoptotik siireg (bp) 43 |22 (52 (364 93 | 76 94 | 42

Apoptotik siirecte yer alan sistein-tip endopeptidazin

negatif diizenlenmesi(bp) ! 5
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Apoptoz indiiksiyonu (bp) 12 9 48 | 24 | 32 29
Apoptozun pozitif regiilasyonu (bp) 29

Asimetrik hiicre divizyonu (bp) 362

Atardamar septum morfogenezi (bp) 145

Atp katabolik prosesi (bp) 21 (360] 40 | 33 41 | 27
B hiicre apoptozunun diizenlenmesi (bp) 136

B hiicre farklilagmasinin diizenlenmesi (bp) 3

B hiicre reseptor sinyal yolaginin diizenlenmes (bp) 223

Bagirsak epitel hiicre farklilasmast (bp) 3

Beyin gelisimi (bp) 12 17 249 22 19

Bmp sinyal yolag1 (bp) 8

Bmp uyaranina hiicresel yanit (bp) 3

Bobrek gelisimi (bp) 101 6 |11 ] 36 15

Biiyiime faktorii benzeri insulin reseptor sinyal yolagi (bp) | 3 4 5

Biiyiime faktorii uyaranina karsi yanit (bp)

Biiyiimenin diizenlenmesi (bp) 197

Camp biyosentetik siirecin pozitif diizenlenmesi (bp) 7

Cekirdege protein girisinin negatif diizenlenmesi (bp) 2

Cekirdek lokalizasyonu (bp) 305

Cekirdekte yazilmis mrna katabolik stireci (bp) 159

Cok hiicreli organizma biiyiimesi (bp) 8 [299] 13

Cok hiicreli organizma gelisimi (bp) 58 | 39 | 83 | 220 126 | 71
Cok hiicreli organizma yaglanmasi (bp) 262

Cok hiicreli organizmalarin biiylimesinin pozitif

diizenlenmesi (bp) 4 101

Coklu doymamis yag asidi uzamasi (bp) 2

Defosforilasyon (bp) 12 111 (22 |146] 31 | 40 28
Demir iyonu dengesi (bp) 4 309 6
Deri gelisimi (bp) 3341 28

Diger organizmalarin hiicre 6liimlerinin pozitif

diizenlenmesi (bp) 2 3

Dizi 6zgii dna baglanma transkripsiyon faktor aktivitesinin

diizenlenmesi (bp) 7 (330

Dna aracili transkripsiyonun pozitif diizenlenmesi (bp) 45 130 | 63 331 82 98 [ 59
Dna bagimli transkripsiyon (bp) 111| 68 315 276 [ 163
Dna hasar uyaranina kars1 yanit(bp) 15 29 | 29 45 69 | 27
Dna onarimi (bp) 22 (221 55 | 36 53

Dna onariminin pozitif diizenlenmesi (bp) 307

Dna rekombinasyonu (bp) 2481 13 14

Dna replikasyonu (bp) 105| 22 | 18

Dna replikasyonunun pozitif diizenlenmesi (bp) 265 9

Dna tekrar elementlerinin idamesi (bp) 281
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Dna-bagimli transkripsiyon baslatilmasi (bp) 5

Dna-kaynakli transkripsiyonun negatif diizenlenmesi (bp) | 24 48 | 67 | 62 | 66 68 | 44
]()b(:)%al wnt reseptor sinyal yolaginin negatif diizenlenmesi 11 | 126 13 20
Dogustan olusan immun yanit1 (bp) 14 | 58 27
Diiz kas dokusunun gelisimi (bp) 316 6

Diiz kas hiicre cogalmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 5

Diiz kas hiicre ¢ogalmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 35 11

Diiz kas hiicre degisiminin pozitif diizenlenmesi(bp) 14

Ekzositoz (bp) 9

Embriyo gelisimi (bp) 10 15 1350( 19 | 22 19
Embriyonik arkabacak morfogenezi(bp) 5

Embriyonik b&liit morfogenezi (bp) 5

Embriyonik genital morfogenezi (bp) 239

Embriyonik kol morfogenezi (bp) 173 13 12
Embriyonik 6n ayak morfogenezi (bp) 4

Embriyonik 6n bagirsak morfogenezi (bp) 202

Embriyonik plasenta gelisimine yol acan hiicre 3

farklilagmasi (bp)

Embriyonik sindirim sisteminin gelismesi (bp) 5

Embriyonik sindirim sisteminin morfogenezi (bp) 29

Embryonik hemopoiez (bp) 234

Embryonik iskelet sistemi morfogenezi (bp) 355 9

Embryonik morphogenez (bp) 196

Embryonik organ gelisimi (bp) 181 6 | 5

Endoderm geligimi (bp) 5 7

Endokardial hiicre farklilasmasi (bp) 188

Endokardium gelisimi (bp) 2

ﬁ)l;;oplazmik retikulum katlanmams protein yamti 189 8

Endositoz (bp) 14 190| 31 22 | 18
Endosomal liimen asitlesmesi(bp) 2

Endotelyal hiicre go¢ii (bp) 4 5

Endozom taginmas1 (bp) 149

Endozomdan lizozoma tagima (bp) 174

Epidermis gelisimi (bp) 327

Epinefrin salgilanmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 3

Epitel hiicre cogalmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 113 12
Epitel hiicre farklilagmasinin negatif diizenlenmesi(bp) 8 (115

Epitel mezenkim gegisinin pozitif diizenlenmesi (bp) 300

Epitel-meze.nkim hiicre ge¢isinin diizenlenmesine yol acan 9

temel wnt sinyal yolagi(bp)
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Er-iligkili protein katabolik siireci (bp) 9

Erk ve erk yolagimin diizenlenmesi (bp) 147

Er-niikleer sterol yanit yolagt (bp) 2

Estrogen uyaranina kars1 yanit (bp) 5 99 9
Fazla diyete yanit (bp) 20

Fibroblast ¢ogalmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 5 11

Fosfataz aktivitesinin negatif diizenlenmesi (bp) 6 8

Fosfatidiletanolamin biyosentetik siireci (bp) 2 116

Fosfatidilinositol defosforilasyonu (bp) 4 6 | 6 8
Fosfatidilinositol fosforilasyonu (bp) 5 8 |11 10
Fosfatidilinositol metabolik siire¢ (bp) 7 7
Fosfatidilinositol-aracili sinyal iletimi (bp) 4 7

Fosfolipid biyosentetik siire¢ (bp) 10

Fosforilasyon (bp) 49 130 | 71 (203 129 | 76
Fosforilasyonun pozitif diizenlenmesi (bp) 4 8
G proteini sinyal yolag tarafindan aktif hale gecen

adenilat siklaz (op) 6

Gastrulasyon (bp) 6 (168

Gelisimsel biiyiime (bp) 6 (230

Gen ekspresyonunun negatif diizenlenmesi (bp) 11| 77

Gen ekspresyonunun pozitif diizenlenmesi (bp) 20 | 293 26 | 19
Gen ifadesinin diizenlenmesi (bp) 14 1128 17
Gllucocorticoid uyaranina kars1 yanit(bp) 79

Glukokortikoid aracili sinyal yolagi (bp) 2

Glukokortikoid reseptor sinyal yolagi (bp) 42

Glukoz metabolik siireci (bp) 11 | 13 14
Glukoz uyaranina kars1 yanit (bp) 6

Golgiden plazmaya zar proteini taginmasi (bp) 3

G-protein kenetli reseptor sinyal yolaginin sonlandirilmasi 7 1113

(bp)

Gtp katabolik siireci (bp) 10 371124 |27 24
Gtpase activitesinin pozitif diizenlenmesi (bp) 12 {21 (103 25 | 33 30
Helikaz aktivitesinin negatif diizenlenmesi (bp) 263

Helikaz aktivitesinin pozitif diizenlenmesi (bp) 28

Heterofilik hiicre-hiicre adhezyonu (bp) 339 8
Hipokampus gelisimi (bp) 6 7261 9

Hipoksiye kars1 yanit (bp) 8

Histon asetilasyonu (bp) 252 7

Histon deubikiitinlesmesi (bp) 4

Histon h asetilasyonu (bp) 9 5
Histone ha asetilasyonu (bp) 4

Histone ha k-bagl deubikiitinlesmesi (bp) 2
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Histone lizin metilasyonu (bp) 9

Histone metilasyonu (bp) 6

Hormon azalisina kars1 yanit (bp) 27

Hormon-aracili sinyal yolag: (bp) 6

Humoral immun yanit (bp) 5

Hiicre adhezyonu (bp) 301213453 |65]72 89 | 45
Hiicre adhezyonunun diizenlenmesi (bp) 13 9
Hiicre boliinmesi (bp) 15 26 | 46 | 55 | 47 50 | 31
Hiicre boliinmesinin pozitif diizenlenmesi (bp) 156 10
Hiicre biiylimesi (bp) 53] 8

Hiicre biiylimesinin negatif diizenlenmesi (bp) 25124 ] 22

Hiicre biiylimesinin pozitif diizenlenmesi (bp) 11 15 | 10
Hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi (bp) 16 | 298 29 18
Hiicre ¢ogalmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 19 3161|4342 52 | 28
Hiicre ¢ogalmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 18 | 16 357| 53 | 45 59 | 32
Hiicre degisiminin diizenlenmesi (bp) 41

Hiicre dongiisii (bp) 35 55 1117 83 106 | 50
Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi (bp) 121 31|17 | 16 18
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (bp) 12 (186 25

Hiicre dongiisiiniin negatif diizenlenmesi (bp) 11

Hiicre dongiisiiniin pozitif diizenlenmesi (bp) 250 6
Hiicre farklilagmasi (bp) 37 13045 |247( 78 | 75 82 | 40
Hiicre farklilasmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 274 8

Hiicre farklilasmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 9

Hiicre gegisinin negatif diizenlenmesi (bp) 11 12

Hiicre gelisimi (bp) 5 (273 5
Hiicre gogii (bp) 11 17 1356 18 | 21 22 | 12
Hiicre gogiiniin pozitif diizenlenmesi (bp) 11 13 333 23

Hiicre i¢i protein kinaz zinciri (bp) 7 14 18 16
Hiicre i¢i protein tasinmasi (bp) 11 15 74 ] 25 27 | 19
Hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonu (bp) 19 310 46 | 47 47 | 20
Hiicre i¢i steroid hormon reseptor sinyal yolaginin

diizenlenmesi(bp) 2 6

Hiicre iletigimi (bp) 15 184 11
Hiicre kemotaksisi (bp) 5 6 | 7 7

Hiicre morfogenezi (bp) 6 17 14
Hiicre olgunlagmasi (bp) 5 120

Hiicre 6liimiiniin negatif diizenlenmesi (bp) 5

Hiicre 6liimiiniin pozitif diizenlenmesi (bp) 5

Hiicre polaritesinin diizenlenmesi (bp) 191 19

Hiicre proliferasyonu (bp) 13 16 | 84 28 25 | 15
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Hiicre seklinin diizenlenmesi (bp) 370 18 21
Hiicre yaglanmasi (bp) 67 12
Hiicre ylizeyi reseptor sinyal yolagi (bp) 336 19 22
Hiicre yiizeyindeki protein lokalizasyonu (bp) 12| 7

Hiicre-hiicre adhezyonu (bp) 10 (277] 14 | 18 11
Hiicre-hiicre adhezyonunun pozitif diizenlenmesi (bp) 3 5 5
Hiicre-matriks adhezyonu (bp) 9 | 348 12
Hiicresel makromolekiil katabolik siireci (bp) 2

Hiicresel membran birlesimi (bp) 5

Hiicresel protein lokalizasyonu (bp) 5 8

I-kappab kinaz/nf-kappab yolagmin negatif diizenlenmesi 5

(bp)

Imp metabolik siire¢ (bp) 84

Istya kars1 olusan hiicresel yanit (bp) 4

Istya kars1 yanit(bp) 17

[lag uyaranina kars1 yanit (bp) 270 21 25
Immun yamt (bp) 2141 26 | 25 22

In utero embryonik gelisim (bp) 14 (12120 |291( 39 | 40 39 | 19
Indol metanole hiicresel yanit (bp) 166

Inflamatuar yanit (bp) 201 | 27

Inositol fosfat defosforilasyonu (bp) 4 7
Insulin reseptdr sinyal yolagi (bp) 7 11
Insulin sekresyonu (bp) 56

Insiilin sekresyonunun diizenlenmesi(bp) 415

Insiilin uyaranina karst yanit (bp) 6

Insiilin uyaranlaria hiicresel yanit (bp) 12

Integrin aracili hiicre-hiicre adhezyonunun pozitif

diizenlenmesi (bp) 121

Interferon-alfaya hiicresel yanit (bp) 3

Interferon-gama salgilanmasi (bp) 278

Interferon-gamma iiretiminin negatif diizenlenmesi (bp) 3 178 6

Interleukin iiretiminin pozitif diizenlenmesi (bp) 6 |280 6
Interleukin-aracili sinyal yolag (bp) 2 2
Iskelet kas dokusu gelisimi (bp) 6 64 13 | 10
Iskelet organization (bp) 7 30 18 18
Iskelet sisteminin gelisimi (bp) 143

Iyon tasinmasi (bp) 39 48 [ 284 78 | 76 90 | 48
Iyon transmembran taginmasi (bp) 346 | 48 | 44 50
Iyonize radyasyona kars1 yanit (bp) 38

Jak kinaz aktivasyonu (bp) 2

Jnk cascade'in pozitif diizenlenmesi (bp) 5 10

Jnk kaskadinin diizenlenmesi (bp) 131 6
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Jnk yolag1 (bp)

14

Jun fosforilasyonu (bp)

Jun kinaz aktivasyonu (bp)

Kalp kast hiicresi farklilagmasi (bp)

Kalp gelisimi (bp)

11

20

240

26

27

31

18

Kalp hiicresi farklilagsmasi (bp)

Kalp kas1 dokusunun gelisimi(bp)

Kalp kas1 hiicre farklilagmasinin pozitif diizenlenmesi

(bp)

204

Kalsiyum iyonuna hiicresel yanit (bp)

Kalsiyum iyonuna yanit (bp)

88

11

Kan damar1 geligsimi (bp)

13

Kan damar1 olgunlagmasi (bp)

Kan damarlarinin paternizasyonu (bp)

328

12

Karaciger gelisimi (bp)

86

Karbonhidrat metabolik siireci (bp)

69

30

29

Kas hiicresi farklilagmasi (bp)

Katalitik aktivitenin diizenlenmesi (bp)

15

32

32

16

52

47

28

Katilasma (bp)

16

13

Katlanmamis proteine karsi1 yamit (bp)

267

Katyon tasinmasi (bp)

16

Keratinosit farklilagmasinin negatif diizenlenmesi (bp)

Keratinosit taginmasinin pozitif diizenlenmesi (bp)

138

Kikirdak gelisiminin negatif diizenlenmesi (bp)

Kimyasal uyarana yanit (bp)

365

Kimyasal uyaranlara yanit olan apoptoz indiiksiyonu (bp)

Kofaktor taginmasi (bp)

Kolesterole yanit (bp)

Kok hiicre boliinmesi(bp)

Kok hiicre devamliliginin diizenlenmesi (bp)

Kok hiicre onarimi(bp)

Kok hiicrenin 6zellesmesi (bp)

259

Kromatin yeniden diizenlenmesi (bp)

164

10

Kiigiik gtpaz araciligl ile sinyal transdiiksiyonu(bp)

17

23

324

40

46

23

Lenfosit homeostazi (bp)

269

Lipid biyosentez stireci (bp)

59

18

21

21

Lipid katabolik siireci (bp)

41

15

Lipid metabolik siireci (bp)

238

35

23

Lizozom organizasyonu (bp)

Lizozomal lumen asidifikasyonu (bp)

Lokosit go¢iiniin negatif diizenlenmesi (bp)
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Magnezyum iyonu tasinmast (bp) 235

Manganeaz iyon tasinmast (bp) 3

Map kinaz aktivitesinin pozitif diizenlenmesi (bp) 9

Mapk aktivasyonu (bp) 9 125| 12 | 12 13
Mapk kaskadinin diizenlenmesi (bp) 4

Mapk yolag1 (bp) 7 9
Mapk yolaginin pozitif diizenlenmesi (bp) 8 64 | 13 14
Mayoz sonrasi sitokinez (bp) 40

Membran potansiyelinin diizenlenmesi (bp) 5

Membrana protein katilmasi (bp) 2 5
Merkaptan-disiilfid degisim proteini (bp) 2 30

Merkez adhezyon birlesiminin negatif diizenlenmesi (bp) 2

Merkez sinir sistemindeki noron gelisimi (bp) 119

Merkez sinir sisteminin gelisimi (bp) 11| 44

Merkezi adhezyon birlesimi (bp) 4 6
Metabolik siire¢ (bp) 57 |50 287 280|135
Metafaz/anafaz mitoz doniisiimiiniin pozitif

diizenlenmesi(bp) 215

Metilasyon (bp) 253 22 15
Mezenkimal hiicre farklilasmasinin pozitif diizenlenmesi

(bp) 229 8
Mezensimal hiicre ¢cogalmasinin negatif diizenlenmesi 2

(bp)

Mezensimal-epitel gecisi (bp) 2 141

Mezoderm olusumu (bp) 7

Microtiibiil depolimerizasyonunun negatif diizenlenmesi 717

(bp)

Microtiibiil diizenleyici merkez organizasyon (bp) 2 76 3| 3
Mikrotiibiil boyunca vezikiil tasinma (bp) 282

Mikrotiibiil hiicre iskeleti organizasyonu (bp) 9 172|10 11
Mikrotiibiil-temelli hareket (bp) 3471 13

Mitokondiriyal atp sentezi bagiml elektron tasinmasi (bp) 2

Mitokondrial taginma (bp) 4

Mitokondriden sitokrom ¢ salinimi (bp) 10

Mitokondriyal membran gecirgenliginin diizenlenmesi 271

(bp)

Mitotik hiicre dongiisiinde g/s gegisi (bp) 9 (78] 14

Mitotik hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (bp) 40

Mitotik hiicre dongiisiiniin pozitif diizenlenmesi (bp) 7 1319

Mitoz (bp) 14 22 [161| 37 | 30 33 | 18
Miyelinasyon (bp) 5

Miyoblast cogalmasi (bp)

Miyoblast farklilagmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 4

Miyoblast gogii (bp) 2
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Molekiiler fonksiyonun negatif diizenlenmesi (bp) 130

Monosit farklilasmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 2

Mrna islenmesi (bp) 19 32 [226] 33 | 32 46 | 25
Mrna kirpilma bdlgesi se¢imi (bp) 3

Mrna tasinmast (bp) 354

Myeloid hiicre farklilasmasi (bp) 129

Nefron tiibiilii epitel hiicre farklilagsmasi (bp) 63

Nfat proteinin ¢gekirdege girisi (bp) 311

Nf-kappab ¢ekirdege girisinin pozitif diizenlenmesi (bp) 91

Nf-kappab trankripsiyon faktor aktivitesinin pozitif

diizenlenmesi (bp) 8 10 L
Notch sinyal yolag: (bp) 8 (338 14

Noron apoptozunun negatif diizenlenmesi (bp) 13 127( 15 | 20

Noron farklilagmasi (bp) 243

Noron farklilagmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 317111 ] 11

Noron farklilasmasinin pozitif farklilagmasi (bp) 10 13 14
Noron gelisiminin pozitif diizenlenmesi (bp) 353 12

Noron gocii (bp) 192 22 16
Noron hiicre kaderi (bp) 134

Noéron olgunlagmasi (bp) 41

Noron tiretimi geligimi (bp) 7 12 1170 14 16 | 12
Norotransmiter biyosentetik siire¢ (bp) 3

Norotransmiter salgt (bp) 7
Norotransmiter taginmasi (bp)

Niiklear go¢ (bp) 3 341

Niikleositoplazmik tasinma (bp) w7
Oksidasyon-rediiksiyon siireci (bp) 39(325| 84 | 74 90 | 44
Oksidatif strese kars1 yanit(bp) 8 368 16
Oligodendrosit progenitor ¢ogalmasinin pozitif

diizenlenmesi (bp) 162 7

Organ biiylimesi (bp) 4 1225

Organ biiylimesinin negatif diizenlenmesi (bp)

Organ morfogenezi (bp) 38121123

Organ rejenerasyonu (bp)

Organik maddeye karsi yanit (bp) 9

Osmotik strese karsi yanit (bp) 3

Osteoblast farklilagmasi (bp) 7 9

Osteoblast farklilasmasinin diizenlenmesi (bp) 4

Osteoblast farklilasmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 7

Osteoblast farklilagmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 8

Osteoclast farklilagsmasi, nonsense aracili yikim (bp) 318| 6

Otofaj (bp) 70 | 14 11
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Onbeyindeki hiicre proliferasyonu (bp) 3 251

Patern spesifikasyon siireci (bp) 15 1285

Pdgf reseptor sinyal yolagi (bp) 4 209 7

Peptid metabolik siireci (bp) 152

Peptidil-metil metilasyonu (bp) 8

Peptidil-serin fosforilasyonu (bp) 2411 12

Peptidil-tirozin defosforilasyonu (bp) 8 |7 (14]60]| 18| 22 17
Peptidil-treonin fosforilasyonu (bp) 294

Peroksizom organizasyonu (bp) 3

Pigmentasyon (bp) 10| 9 9
Plazma membranindaki protein lokalizasyonunun

diizenlenmesi (bp) 2 14

Plazma membranindaki protein lokalizasyonunun negatif

diizenlenmesi (bp) 2 205 3

Positive regulation of camp metabolic process (bp) 2

Post-embryonik gelisme (bp) 154

Potasyum iyonunun taginmasit (bp) 14 1185 23 17
Potasyum iyonunun transmembranda taginmasi (bp) 13 |143| 20 | 23 18
Proteazomal ubikiitin-bagli protein katabolik siirecinin

pozitif diizenlenmesi(bp) 8

Protein baglanmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 43

Protein defosforilasyon (bp) 9 16 | 207 28 24
Protein deubikiitinasyonu (bp) 4

Protein fofataz tip a aktivitesinin diizenlenmesi (bp) 208

Protein foforilasyonunun diizenlenmesi (bp) 9

Protein fosforilasyonu (bp) 45 [ 2162|179 99 112 | 55
Protein fosforilasyonunun negatif diizenlenmesi (bp) 8

Protein fosforilasyonunun pozitif diizenlenmesi (bp) 8 113 24 23
Protein homodimerizasyon aktivitesinin negatif

diizenlenmesi (bp) %

Protein hoquimerizasyon aktivitesinin pozitif 3

diizenlenmesi (bp)

Protein homooligomerizasyonu (bp) 50 20

Protein islenmesi (bp) 5 10

Protein k-aracili deubikiitinasyonu (bp) 15

Protein katabolik siireci (bp) 6 21 10
Protein katlanmasi (bp) 56 | 13

?gg)tein kinase b sinyal yolaginin pozitif diizenlenmesi 6 9 19 | 12 12
Protein kinaz aktivitesinin negatif diizenlenmesi (bp) 8 |224

Protein lokalizasyonunun kurulumu (bp) 167

Protein lokasyonunun diizenlenmesi (bp) 99 9
Protein metabolik siirecinin diizenlenmesi(bp) 8

Protein modifikasyon siireci (bp) 217 19
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Protein monoubikiitinasyonu (bp) 216

Protein o-aracili glikozilasyon (bp) 141 5

Protein otofosforilasyonu (bp) 12 17 290 30 27 | 23
Protein otoubikiitinasyonu (bp) 133 8 11
Protein poliubikiitinasyonu (bp) 9|55 15 15
Protein serin/tironin kinaz aktivasyonunun pozitif

diizenlenmesi (bp) 4 8

Protein taginmasi (bp) 27 |22 151 |153( 11 | 84 79 | 38
Protein taginmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 2

Protein tetramerizasyonu (bp) 26 | 78

Pro_tein tirozin kinaz transmembran reseptoriiniin 4

aktivasyonu (bp)

Protein ubikiitinasyonu (bp) 22193184 32 32
Proteoliz (bp) 21 47 82 80
Proteolizisin pozitif diizenlenmesi (bp) 4 1921 9

Protezomal ubikiitin-bagli protein katabolik siireci (bp) 711 3 11

Purin nucleotid biyosentez siireci(bp) 332

Rab gtpase aktivitesinin diizenlenmesi (bp) 6 (237 9 10

Rab gtpase aktivitesinin pozitif diizenlenmesi (bp) 6 (3221 5 | 10 10

Rac protein sinyal transdiiksiyonun diizenlenmesi(bp) 2

Ras protein sinyal transdiiksiyonun diizenlenmesi(bp) 14

Receptor-aracili endositoz (bp) 73 15

Regiilator t hiicresi farklilagmasinin negatif diizenlenmesi 254

(bp)

Reseptor alinimi (bp) 303 7 8
Reseptor aracili endositozun pozitif diizenlenmesi (bp) 3 5

Reseptor sinyal yolaginda epidermal biiytime faktorii(bp) 5 (163

Rho protein sinyal transdiiksiyonunun diizenlenmesi (bp) 21 16 | 8
Rna biyosentez siirecinin diizenlenmesi (bp) 9 (107

Rna kirpilma (bp) 15 23| 37 26 38 | 18
Rna kirpilmasinin pozitif diizenlenmesi (bp) 245

Rna poliadenilasyonu (bp) 2

ng;eﬁ?;;rrr:le:;z (1[1) I1)))r0motor transkripsiyonunun negatif a1 57 |135] 81 | 80 83 | 58
(lilirilzaeﬁ;)elrilrrr;f;z 11 promotorden transkripsiyonun 21 14135/ 33 a1 44 | 34
Rna polimeraz 11 promotorii ile transkripsiyon(bp) 8 110 12
Rna polimeraz 1 promotdriinden transkripsiyon baslatma 35

dR'l?;eﬁ?elr}:EZZ?S(; I;l) promotorun transkripsiyonunun pozitif 49 | 29 | 73 | 195 95 110 | 69
Rna ug islenmesi (bp) 3 4

Scf bag.lm'h proj[eozomal ubikuitin bagimli protein 4

katabolik islemi (bp)
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Sekansa 6zgii dna baglanma transkripsiyon faktor
aktivitesinin pozitif diizenlenmesi (bp)

Sekans-spesifik dna baglayici transkripsiyon faktor
aktivitesinin negatif diizenlenmesi (bp)

13

Sentrozom lokalizasyonu (bp)

Serotonin aliminin negatif diizenlenmesi (bp)

Siklin-bagimli protein kinaz aktivitesinin negatif
diizenlenmesi (bp)

Sikloheksimide yanit (bp)

65

Sil otlusumu (bp)

Sinapsa protein lokalizasyonu (bp)

180

Sinir sistemi geligimi (bp)

24

13

28

155

53

45

57

30

Sinyal transdiiksiyonunun diizenlenmesi(bp)

Sinyal transdiiksiyonunun negatif diizenlenmesi (bp)

38

Sitokin iliskili sinyal yolag (bp)

19

12

Sitokinez (bp)

Smad protein kompleksinin olugumu (bp)

Sodyum iyon pompasi(bp)

10

Sodyum iyonlarinin membran digina taginimi(bp)

100

Sodyum iyonlarinin tagimimi(bp)

10

14

81

21

13

Somatik kok hiicrelerde idame (bp)

62

Spliceozomlar araciligiyla ¢ekirdek mrnasinin kirpilmast

(bp)

165

Stat proteininin tirozin fosforilasyonu(bp)

27

Steroid hormon kaynakli sinyal yolag: (bp)

12

10

Sterol azalmasina kars1 yanit (bp)

Stoplazma organizasyonu (bp)

15

Strese kars1 yanit (bp)

13

279

23

Stiperoksit e karsi yanit(bp)

15

T hiicersi homeostaz1 (bp)

260

T hiicre aktivasyonunun pozitif diizenlenmesi (bp)

228

T hiicre ¢ogalmasinin negatif diizenlenmesi (bp)

T hiicre kaynakli sitotoksisitenin negatif diizenlenmesi

(bp)

T hiicre reseptorii sinyal yolagi(bp)

288

11

T hiicresi etkinlestirilmesi (bp)

11

T hiicresi farklilasmasi (bp)

31

T yardimet hiicre farklilagmasinin pozitif diizenlenmesi

(bp)

244

Tasimma (bp)

97

66

369

251

130

Telomer idamesi (bp)

351

Telomer kisalmasi araciligiyla telomer idamesi (bp)

Telomeraz aktivitesinin negatif diizenlenmesi (bp)

Temel wnt reseptor sinyal yolagi (bp)

10

314

15

12
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Tgf-b reseptor sinyal yolaginin pozitif diizenlenmesi (bp) 5

Tgf-b transformunun pozitif diizenlenmesi (bp) 2 6 3

Tgf-b tiretiminin negatif diizenlenmesi (bp) 2

Tgf-beta kompleks donanimi (bp) 2

Tgf-beta sinyal yolagi(bp) 8 8 367 67 | 12 12
Transkripsiyonun diizenlenmesi,dna-bagimli (bp) 117 79 276| 15 298 [ 180
Translasyonun diizenlenmesi(bp) 11| 65

Translasyonun pozitif diizenlenmesi (bp) 151

gg?:gslr(rﬁagbran reseptor proteini , tirosin kinazin sinyal 8 320 12 15
Transmembranda taginma(bp) 28 | 19 36 69 60 | 31
Transmembrandan iyon taginmasinin diizenlenmesi (bp) 148 32 27
Ubikuitin bagli proteinin katabolik siireci (bp) 13 286 22 28
Ubikiitin-bagli protein katabolik siirecine yol agan protein

ubikiitinasyonu (bp) 255 e
Uv'ye hiicresel yanit (bp) 4 7
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii {iretiminin

diizenlenmesi (bp) 33

Vezikiil araciligiyla tasinma (bp) 15 21 (285 34 28
Vezikiil yerlestirme (bp) 2 35

Viral ireme (bp)

Viruse kars1 yanit(bp) 10 | 358

Wnt reseptdr sinyal yolaginin negatif diizenlenmesi (bp) 8

Whnt reseptor sinyal yolaginin pozitif diizenlenmesi (bp) 3591 20

Wnt reseptdriiniin sinyal yolagi (bp) 13 18 | 30 29 37 119
Yag asidi biyosentez siireci (bp) 283 13 16

Yag asidi farklilagsmasinin negatif diizenlenmesi (bp) 6

Yag asidi metabolik siireci (bp) 16

Yag asidi oksidasyonu (bp) 5

Yag hiicresi farklilagsmasi (bp) 6 |308]| 8

Yara iyilesmesi (bp) 7 10

Yetiskinlerdeki davranis degisimleri (bp) 7 1139(11] 9 |10 11
Yetiskinlerdeki yiiriiylis degisimleri (bp) 182
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