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Caenorhabditis elegans OOSIT ve EMBRIYOLARINDA GLOBAL MiKRORNAOM
PROFILLERININ ANALIZI

OZET

Pek cok organizmada oosit-embriyo gecisi transkripsiyon ve translasyon yoklugunda
gergeklesir. Dolayisi ile fertilizasyon ve erken embriyonik boliinmeler, oogenez sirasinda
sentezlenen ve olgun oositlerde depolanan maternal mRNA ve proteinlerle saglanir. Erken
embriyoda somatik blastomerlerin farklilagmasi ve esey hiicre onciilii hiicrelerin (germline)
Ozellesmesi icin somatik blastomerlerden totipotensi programinin silinmesi ve zigotik
transkripsiyonun baglamasi gerekir. Caenorhabditis elegans embriyosunda maternal
proteinlerin somatik blastomerlerde nasil yikildigi tanimlanmistir (DeRenzo et al. 2003).
Ancak C. elegans erken embriyosunda, maternal transkriptlerin somatik blastomerlerden
nasil uzaklastirildigi bilinmemektedir. Bu tez ¢aligmasinda C. elegans germline ve erken
embriyolariin — zigotik genom aktivasyonu oncesi ve sonrasi- mMiRNA profilleri yiiksek
islem hacimli pirosekanslama ve mMIRNA mikroarray teknolojileri kullanilarak
olusturulmustur. Bodylece hem oosit-embriyo gegisinde rol oynayan miRNAlar
tanimlanmaya ¢alisilmis hem de C. elegans erken embriyosunda maternal mRNA
yikiminda mikroRNAlarin rolii olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmstir. Oositte ifade
edilen miRNAlar (totipotensi ile iligskili maternal miRNAlar), 2-blastomerli embriyoda
ifade edilen miRNAlar (zigotik genom aktivasyonu 6ncesi), 8-blastomerli embriyoda ifade
edilen miRNAlar (zigotik genom aktivasyonu sonrasi) ve gastrulasyon dncesi erken evre
karigik miRNAlarin  ifade seviyeleri kiyaslanarak carpici artig-azalis gosteren aday
miRNAlar belirlenmistir. PCR ile ifade seviyelerinin dogrulamasindan sonra,
biyoinformatik araglar kullanilarak mikroRNAlarin hedefledigi mRNAlar tespit edilmis
ve yolak analizleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada tanimlanan miRNAlarin detayl
analizi, oosit-embriyo gecisi, erken embriyonik gelisimin diizenlenmesi, somatik
blastomerlerin farklilasmasi ve totipotentlik statiisiiniin idamesi gibi siireclere 151k

tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Caenorhabditis elegans, mikroRNA, erken embriyogenez, oosit-

embriyo gegisi, pirosekanslama, mikroarray



ANALYSIS OF GLOBAL MICRORNAOME PROFILES in Caenorhabditis elegans
OOCYTE and EMBRYOS

ABSTRACT

In many organisms, the transition from oocyte to embryo occurs in the absence of
transcription and translation. Therefore, early developmental programs rely on maternal
MRNAs and proteins which are synthesized during oogenesis and used during fertilization
and early embryonic divisions. For an early embryo, it is vital to clear totipotency
programme in the somatic blastomeres and start zygotic transcription in order to maintain
proper embryonic development, differentiation of somatic lineages and germline
specification. How maternal proteins are degraded in the somatic blastomeres of C. elegans
embryos has been described (DeRenzo et al. 2003). In contrast, virtually nothing is known
how maternal transcripts are cleared from the soma of early embryo in worms. By using
high-throughput pyrosequencing and miRNA microarray technologies, miRNAs from C.
elegans germline and early embryos -before and after zygotic genome activation- were
sequenced and miRNAome profiles were generated in this thesis study. The aim of this
study is to analyze the miRNAome profiles in C.elegans oocytes and early embryos and to
determine whether microRNAs have role in maternal mMRNA degradation in C.elegans in
the early embriyo. Germline miRNAs (totipotency associated maternal miRNAs), 2-
blastomere stage embryo miRNAs (before zygotic genome activation), 8-blastomere stage
miRNAs (after zygotic genome activation), mixed stage miRNAs (before gastrula stage)
were compared in order to identify differentially expressed miRNAs. After selection and
PCR validation of the candidate miRNAs, downstream targets were identified by using
bioinformatic tools and pathway analysis was performed. Further analysis of the identified
miRNAs during this study will provide a better understanding of oocyte-embryo transition,
regulation of early embryonic development, germline-soma differentiation and

maintenance of totipotency status.

Key Words: Caenorhabditis elegans, microRNA, early embryogenesis, oocyte-embryo

transition, pyrosequencing, microarray
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1. GIRIS

1.1. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) parazitik olmayan, yaklastk 1 mm boyunda, seffaf,
manipiile etmesi ve gozlemesi kolay, bakteri ile beslenen (E. coli), hermafrodit ve erkek
olmak iizere iki cinsiyete sahip bir model organizmadir (Brenner 1973). C. elegans, 3.5
giinde gelisimsel olarak birbirini takip eden dort (L1-L4) larval donemden sonra embriyo
tiretebilen erigkin forma gelmektedir. C. elegans’in 21 °C’deki hayat dongiisii sematik
olarak Sekil 1.1°de gosterilmistir. Cevresel sartlar uygun oldugunda yaklasik ii¢ hafta
yasayabilen C. elegans; aclik, kalabalik, sicaklik gibi uygun olmayan kosullarda ise L1-L2
evresinden sonra L3 evresi yerine, 4 aya dek yasayabilen “dauer” olarak isimlendirilen
forma doniisebilmektedir. Stres kosullar ortadan kalktiginda ise bu formdaki bireyler, L4
evresinden gelisimlerine devam ederek hayat dongiilerini tamamlamaktadir (Fielenbach

and Antebi 2008). C. elegans gelisim evreleri Sekil 1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. C. elegans hayat dongiisii. Gastrulasyondan sonra viicut disina birakilan embriyo
L1 larva evresine ulasana dek gelisimini disarida stirdiiriir. L1, L2, L3 ve L4 olmak iizere 4
larval evre gegirir. ( www.wormatlas.com’dan alinip modifiye edilmistir.)
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Sekil 1.2. C. elegans gelisim evreleri. L1 asamasindayken aglik, sicaklik, kalabaliga maruz
kalirsa dauer formuna dontisiir. (Fielenbach and Antebi 2008’den modifiye edilmistir.)

C. elegans’im model organizma olarak yaygin bir kullanima sahip olmasinin pek ¢ok
nedeni bulunmaktadir. Hermafroditlerin kendini doélleyerek 300-350 yavru meydana
getirebilmeleri, sperm ve yumurtanin birlesmesiyle meydana gelen bir embriyodan
gelismesi, hiicre sayisinin sabit olmasi, gelisimsel asamalarin takip edilebilirliginin kolay
olmasi, yiiksek organizmalarda g6zlenen hiicre farklilagsmasi ve hiicre ¢cogalmasinin varligi,
viicut Ortiisiiniin seffaf olmasi, hayat dongiisiiniin kisa olmasi, genomunun kiigiik olmasi
(vaklagik 100 megabaz) ve bilinmesi gibi 6zellikleri gelisimsel biyoloji, hiicre biyolojisi,
embriyogenez, kanser arastirmalarinda elverigli bir model organizma olarak tercih

edilmesinin sebepleridir.

Biyoinformatik araglarla yapilan analizlerde, C.elegans genlerinin %60-80'inin insanda
homologlari tanimlanmigtir (Kaletta and Hengartner 2006). 2000 yilinda yapilan bir
proteom ¢alismasinda bilinen 18452 C.elegans EST dizisinin en azindan %83"{iniin (15334
dizi) insan homologlart oldugu ve 7954 C.elegans proteinini kodlayan, bilinen insan
transkriptleri oldugu bildirilmistir, sadece %11°lik kistm nematod spesifik genleri
kodlamaktadir (Lai et al. 2000). Gen ve protein seviyesi haricinde C.elegans miRNAlari
sinek ve insan miRNAlar1 ile de homoloji gostermektedir. 2008'de miRBase 10.1
stirimiinde yer alan 139 C. elegans ve 733 insan miRNAs1 ile 5' u¢ dizi homolojisi
analizleri gergeklestirilmis ve 76 C.elegans miRNAsinin insanda da karsiliklar1 bulundugu
goriilmiistiir; tanimlanan 76 C.elegans-H.sapiens miRNA ailesinde 76 C.elegans miRNAs:1

ve 102 insan miRNAs1 yer almaktadir (Ibanez-Ventoso et al. 2008).



2002 Tip/Fizyoloji Nobel odiilii C.elegans'ta organ gelisimi genetigi ve programlanmisg
hiicre 6liimii ¢aligmalari ile Sydney Brenner, Robert Horvitz ve John Sulston'a verilmistir.
2006 Tip/Fizyoloji alanindaki Nobel 6diilii ise C.elegans'ta RNA interferans kesiflerinden
dolay1 Andrew Fire ve Craig Mello'ya verilmistir. Martin Chalfie C.elegans'ta yesil
floresan protein ile ilgili caligmalarindan dolayr 2008 Nobel Kimya odiiliinii diger

arastirmacilarla paylasmistir.

1.2. Oosit-Embriyo Gegisi

Erken embriyonik gelisim sirasinda en onemli hiicre farklilasmasi olaylarindan biri,
blastomerlerin somatik ve germline (esey hiicre Onciilii) hiicrelerini olusturacak sekilde
ayrilmalaridir. Esey hiicreleri tiim hiicre hatlarina doniisebilme potansiyeline sahipken,

somatik hiicreler dereceli olarak farklilasacaklar1 dokuyu olusturmaktadir.

Nematod C. elegans’ta bu esey-somatik ayrimi, zigotun ilk 4 boliinmesinde meydana
gelmektedir. Ozellesmis bir hiicre olan oositin, déllenme sonras totipotent bir embriyoya
dontisiimii olduke¢a karmasik bir hiicre farklilagsmasidir. Olgun oositte, dollenme sirasinda
ve erken embriyoda transkripsiyon ve translasyon durmaktadir. Oogenez sirasinda oositte
depolanmis proteinler, transkripsiyon faktorleri ve onlari kodlayan mRNAlarin

kullanilmasiyla ilkin béliinmeler ger¢eklesmektedir.

Po olarak adlandirilan zigot, ilk esey hiicre onciilii blastomerleri olusturmak tizere
béliinmeye baslar. {1k boliinme, biiyiik kismi somatik blastomer AB ve daha kiiciik kismi
germline hiicreleri P;’i meydana getirmek {izere gerceklesir. AB blastomerleri esit
boliinmeler ile somatik hiicre hattini olusturur. AB blastomerlerin aksine P; germline
hiicreleri ise esit olmayan boliinmeler ile somatik olan EMS ve germline hiicreleri P,’yi
meydana getirmektedir. Esit olmayan germline hiicre boliinmeleri 5 kurucu hiicre hatti
(AB, MS, E, C ve D) olusana dek siirmekte ve primordial germ (esey) hiicreleri olan P4’

olusturmaktadir. Bu esey hiicreleri sonraki nesilin gametlerini olusturacak kok hiicre



popiilasyonlaridir (Sekil 1.3). P4 ikiye boliindiikten sonra meydana gelen Z2 ve Z3 eriskin

C.elegans'taki iki gonad kolunu meydana getirmektedir.

Somatik blastomerlerin akibeti, hiicre-hiicre etkilesimi ve maternal kodlanan bilesenlerin
asimetrik aktivitesi ile belirlenmektedir. Germline hiicrelerinden somatik hiicre
farklilagmasinin mekanizmasi ise tam olarak netlik kazanmamistir. Asimetrik dagilim
gosteren, icerigi tam olarak bilinmeyen germline’a 6zgii P graniilleri, dollenme sirasinda
tekdiize bir dagilim gostermektedir ancak bir hiicreli embriyonun ilk béliinmesinin
ardindan embriyonun posterior kisminda lokalize olmaya baslamaktadir. Bu ve bunu takip
eden diger boliinmeler boyunca P graniilleri, germline hiicreleri ile iligkisini korumaya
devam etmektedir. Sekil 1.4’te sematik olarak C. elegans gonad kolu, Sekil 1.5’te ise P
graniillerinin ayrilmas1 gosterilmistir. Germline ya da somatik hiicrelere 6zgii bilesenlerin
asimetrik dagiliminin, soma-germline ayrimint sagladigi disiiniilmektedir. Erken
bolinmeler sirasinda etkili olan bilesenlerden baslicasi, maternal ya da embriyonik
mRNAIlardir (Seydoux and Fire 1994).
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Sekil 1.3. Erken hiicre boliinmelerinin sematik gosterimi. PO zigottur. Esey hiicre
onciillerinin (P0-P3) asimetrik boliinmesiyle 5 somatik kurucu hiicre (AB, MS, E, C, D)
meydana gelmektedir. Koyu ¢izgi P graniillerininin ayrilmasin1 gostermektedir (Seydoux
and Fire 1994’ten modifiye edilmistir.)
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Sekil 1.4. C. elegans gonad kolunun sematik gosterimi. Ortak sitoplazmay1 paylasan
mitotik hiicreler, mayotik hiicrelere doniislir. Herbiri kendi sitoplazmasi ile ¢evrelenerek
spermatekaya yaklasir. Dollenme sonrasi olusan embriyolar gastrulasyona dek uterusta
geligir. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK10011/’dan modifiye edilmistir.)

DNA

Sekil 1.3. C. elegans embriyosu bdliinmeleri sirasinda P graniillerinin ayrilmasi. Sol
kolonda Hoescht ile boyanmig DNA mavi renkte goriinmektedir. Sagda ise P graniilleri
bulunur. P graniillerinin germline hiicre hatlarinda yikilmayip korundugu goériilmektedir.
(S. Strome tarafindan goriintiilenen bu fotograf “Early Development of the Nematode
Caenorhabditis elegans ” kitabindan modifiye edilerek alinmigtir.)
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Cok-hiicreli canlilarin ¢ogunda embriyonik gelisimin erken asamalarinda protein sentezi,
yumurtaya anneden yiiklenen, oogenez sirasinda transkribe olup maternal sitoplazmada
depolanan gen frtinleri ile kontrol edilmektedir (Seydoux 1996). Bu transkriptler
organizmaya bagli olarak giinler, haftalar ya da aylarca stabil kalabildigi gibi ilk
bolinmelerle hemen ortadan da kalkabilmektedir. Erken embriyoda bir kag¢ saatlik bir

periyotta maternal mRNAIlarin % 30-40’mdan % 60’1na bir yikim gézlenmektedir.

Dollenmeyi takip eden siiregte zigotun tam erkilligini (totipotensi) sonlandirmasi igin iki

onemli degisikligin meydana gelmesi gerekmektedir. Bunlar,
-Yeni zigotik genomun aktiflesmesi ve

-Maternal mRNA ve proteinlerin uzaklastirilmasidir.

Maternal ya da embriyonik yikilan veya olusan transkriptlerin embriyogenezin farkl
evrelerindeki esit olmayan dagilimi hiicrenin gelecegini sekillendirmektedir. Gelisimsel
kontrol, maternal-zigotik gegis sirasinda, bu iki islemin kombinasyonu ile maternal

genomdan zigotik genoma gegmektedir (Walser and Lipshitz 2011).

Maternal RNAlarin yikimmin ve zigotik genom aktivasyonunun denk geldigi asamalar
tirlere gore degiskenlik gostermektedir (Sekil 1.6). C. elegans’ta zigotik genom
aktivasyonu 4 blastomer agamasinda baglamaktadir (Tadros and Lipshitz 2009).

Zebra baliginda maternal zigotik gecis (MZG) sirasinda maternal RNAlarm yikildigi,
zigotik yeni mRNAIlarin sentezlendigi Sekil 1.7°de gosterilmistir (Schier 2007).
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Sekil 1.6. Farkli model organizmalarda maternal-zigotik gegis (MZG) zamanlamasi.
Kirmizi ile maternal mRNAlar, mavi ile de zigotik olarak ifade olan mRNAlar
gosterilmistir. (Tadros and Lipshitz 2009’dan modifiye edilmistir.)
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Sekil 1.7. Zebra baliginda maternal zigotik gecis (Schier 2007°den modifiye edilmistir).
Turuncu ile gosterilen maternal RNA seviyesi, embriyonun blastula agsamasinda maternal
zigotik gecisin gerceklesmesiyle birlikte azalmakta, zigotik RNA seviyesi ise artmaktadir

Maternal mRNAlarmn yikiminin embriyogenezde nasil bir rolii oldugu ile ilgili olarak ii¢
ihtimal 6ne ¢ikmaktadir;

-Birincisi, belirli maternal mRNAlarin elenmesinin embriyoyu anormal mRNA

seviyesinden koruyabilecegidir.

-Ikincisi, erken gelisimin ilerlemesi i¢in spesifik maternal mMRNA yikiminin gerekli oldugu

yoniindedir.

-Ugiinciisii ise bu olayin keyfi gerceklesmedigini, embriyo icin yonlendirici oldugunu
belirtmektedir. D. melanogaster erken embriyosunda maternal hiicre dongiisinde MRNA
seviyesinin agsamali olarak azalmasinin, mitotik hiicre uzunlugunu asamali olarak arttirmasi

bu ihtimali desteklemektedir (Tadros and Lipshitz 2009).

C. elegans erken embriyogenezi, somatik ve germline (esey hiicre onciilit) blastomerleri
adim adim ayrilirken esit olmayan boliinmeler ile karakterize olmaktadir. In situ
hibridizasyon ¢alismalariyla, maternal ve embriyonik olarak transkribe olmus mRNAlarin
erken boliinmeler sirasinda farkli bir dagilim gosterdigi belirtilmistir. Ug sinif maternal

mRNA tanimlanmaistir:

Simif I maternal RNAlar, tiim blastomerlerde ayni dagilimi gosterir.



Sinif II maternal RNAlar, germline blastomerlerinde korunup somatik blastomerlerde

yikalir.

Siif III maternal RNAlar, germline’a 6zgii P graniilleri ile iligkilidirler, somatik

blastomerlerde P graniil bulunmaz.

Somatik blastomerlerde embriyonik olarak transkribe olan mRNAlar zigotik genom
aktivasyonuna paralel olarak en erken 4-hiicre asamasinda gozlenir. Bu transkriptler
germline hiicrelerinde goriilmemektedir. Bu durum soma ve esey hiicre Onciilii
hiicrelerdeki mRNA stabilitesi ve C. elegans embriyogenezindeki ilk bir kag béliinmedeki

transkripsiyonun asimetrisinden kaynaklanmaktadir. (Seydoux, Fire 1994)

C. elegans erken embriyogenezinde maternal proteinlerin nasil yikildigi tanimlanmistir
ancak maternal transkriptlerin nasil uzaklastirildig1 heniiz netlik kazanmamistir (De Renzo
and Seydoux 2004). Deadenilasyon bagimli RNA yikim yolagi, decapping bagimli RNA
yikim yolagi, anlamsiz kodon (NMD) bagimli RNA yikim yolagi, miRNA yolagi ve genel
5°-3’ eksoniikleaz yolagi normal sartlar altinda MRNA yikiminda etkili yolaklardir.

Yapilan son ¢aligmalar, maternal RNAlarin yikilmasinda RNA-baglayict proteinler ve
kiiglik RNAlarin, 6zellikle mikroRNAlarin etkili oldugunu gostermektedir (Walser and
Lipshitz 2011). MikroRNAlarin kesfedildikleri giinden bu yana, hiicre akibetinin
belirlenmesi, gelisimsel zamanlama, hiicre 6liimii, hiicre biliylimesi ve daha pek cok
biyolojik siiregte gorev aldiklart bilinmektedir (Ambros 2004). miRNAlarin zamansal ve

mekansal olarak farkli ifade olmalar1 hiicredeki fonksiyonlarinin belirlenmesinde etkilidir.

1.3. MikroRNAlar

mikroRNAIlar, post-transkripsiyonel gen diizenlenmesinde énemli role sahip, yaklasik 18-
24 nikleotit uzunlugunda, kodlanmayan kiiciik RNA molekiilleridir (Bartel 2004).
MikroRNAIlar, mRNAlarin 3> UTR (¢evrilmeyen bolgeler) bolgeleri ile eslesir ve gen
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ifadesini baskilayarak ya da mRNA yikimina neden olarak gen regiilasyonunda rol oynar

(Ambros 2004).

Kesfedilen ilk mikroRNA olan lin-4, nematod C. elegans'ta Victor Ambros tarafindan 1993
yilinda tanimlanmistir. C. elegans mutantlarinda gelisimsel zamanlamadan sorumlu lin-4
ve let-7 genleri tanimlanmis ancak bu genlerin protein kodlamadigi, simdi mikroRNA
(miRNA) olarak adlandirilan kiigiik RNAlar1 kodladigi goriilmiistiir (Ambros 2001).

Ambros ve onunla eszamanl ¢aligmalar yapan Gary Ruvkun ve grubu, lin-4 RNAlarmin
lin-14 geninin 3’ UTR bolgesine pek ¢ok bolgede esleniklik gosterdigini fark etmistir. Bu
eslenikligin temel alindigi deneylerde, lin-4 RNAlarin lin-14 geni iizerinde diizenleyici
role sahip oldugu gosterilmistir. Lin-14 mRNA seviyesinde farkedilir bir degisim
olmamasina ragmen, LIN-14 protein miktarinin azalmasi, lin-4 RNAlarin translasyonel

baskilama 6zelligi kanitlamistir (Bartel 2004).

mikroRNAlar, mRNA transkripsiyonuna benzer sekilde belirli zamanlarda ve doku
spesifik olarak olugsmaktadir (Kloosterman and Plasterk 2006). Bir miRNA geninden RNA
Polimeraz II araciligiyla transkribe olan, poli A kuyrugu ve Cap boélgesi iceren sag tokasi
seklindeki yap1 Primary miRNA (pri-miRNA) adin1 almaktadir. Niikleusta RNAaz Il
endoniikleaz Drosha ve ¢ift zincirli RNA-baglayict protein domaini DGCR8/Pasha
araciligiyla 3” ve 5 uclarindan Cap ve Poly A bolgesi uzaklastirilir. Bu sekilde yaklagik 70
niikleotit uzunlugunda onciil MiIRNA (precursor miRNA: premiRNA) olusur. Eksportin-5
proteini ile onciil miRNA ¢ekirdek disina, sitoplazmaya tasinir. RNAaz III endoniikleaz
Dicer enzimi ve RNA-baglayici protein domaini TRBP/L ile loop bélgesi kesilir. Bu
sekilde yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda miRNA:miRNA* ¢ifti olusur. Olusan olgun
miRNA Argonat proteini ile RISC (RNA-Induced Silencing Complex) kompleksi
olustururarak mRNA hedefine yonelir (Bushati 2007). Sekil 1.8’de mikroRNA biyogenezi

sematik olarak gdsterilmistir.
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Onceden miRNA:miRNA* cifti olarak tanimlanan yapi, onciil miRNAnin 5° kolundan
tiirediyse miRNA-5p ve 3’ucundan tiirediyse mMiRNA-3p olarak adlandirilir.

Standart izleme Mirtronlar
=y E ANAPII
*tranzkripai_\'on l tranzkripziyvon

o R A

olgun mRNA

Sitoplazma

MIRNA/mIRNA* duplex

.
m Q(U

tranzlazyonel bazkilama ve'va deadenilazyvon

m'G (—

endontuikleolitik ayrilma ve mRNA mikimm

Sekil 1.4. MikroRNA biyogenezi (Krol, Loedige et al. 2010’dan modifiye edilmistir). Bir
miRNA geninin RNA polimeraz II araciliiyla transkribe olmasiyla ya da transkripsiyon
sirasinda eksonlarin arasindan ¢ikarilan intron bolgelerinin sag tokasi yapisi olugturmasiyla
onciil mikroRNA yapis1 meydana gelmekte, ardindan ¢esitli enzimlerle poli A kuyrugu ve
Cap bolgesi, loop bolgesi uzaklastirllmaktadir. Olusan miRNA:miRNA* cifti ayrilip
hedefine yonlenmektedir.
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Hedef tanima mekanizmasi

miRNAnin 5’ ucunda 2. ve 8. niikleotite denk gelen, MRNAnin 3’ ucuna tam esleniklik

gosteren bolge “seed region” olarak adlandirilir. Sekil 1.9°da lin-14 mRNAsin1 3° ucundan

taniyan lin-4 miRNAs1 ve lin-41 mRNAsin1 tantyan let-7 miRNAnin seed region olarak

adlandirilan kismi  gosterilmistir. "Seed region“daki bu komplementerite sayesinde

miRNA, hedef mMRNAy1 tanimaktadir.

lin-14 3UTR lin-41 3J'UTR
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4 3 GAGGUG GAGUCCCUNG 5 k-7 3 GAUAUGUUGG [GAUGGAGU 5
U U AR AU
k&
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Sekil 1.5. “Seed Region” ve miRNA-hedef tanima mekanizmas1 (Bushati 2007)

MikroRNA etki mekanizmasi

— 100 nt
m fin-4
- fef-7

MIRNA-mRNA esleniklik derecesi MiRNAnin etki mekanizmasinda belirleyicidir.

Hayvanlarda miRNAlar, hedef mRNAnmn 3’ UTR bdlgesi ile miikemmel

gosterdiginde mRNA yikimina, miikemmel olmayan esleniklik gosterdiginde

esleniklik

ise

translasyonel baskilamaya neden olur. miRNAnin hedef mRNA ile esleniklik derecesinin

etkisi sematik olarak Sekil 1.10°da gdsterilmistir. Hayvanlarin aksine bitkilerde,
bolgelerde mitkkemmele yakin esleniklik goriliir (Carthew and Sontheimer 2009).
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Sekil 1.6. MikroRNA hedefleme mekanizmasi (Sun W. 2010’dan modifiye edilmistir).
miRNA “seed region” bolgesinden hedef mRNA 3” UTR bdélgesine eslesir. Milkemmele
yakin komplementerite MRNA yikimi, miikemmel olmayan komplementerite ise
translasyonel baskilama ile sonlanmaktadir.

mRNA ytkimi

MRNAnin 5 CAP bdlgesinin ya da 3' poli A kuyrugunun uzaklastirilmast mRNAnin
kararli yapisin1 bozarak, mRNA yikimina neden olur (Sekil 1.11).

Sapkanm (Cap) Deadenilasyon

uzaklastirilmasi

Acik okuma cercevesi

miRISC

Sekil 1.7. mRNA yikimi1 (Fabian 2010’dan modifiye edilmistir). Protein kompleksi ile bir
araya gelen miRNA hedef mRNA’nin Poli A kuyrugunu deadenilasyona ugratarak ya da
Cap bolgesini uzaklastirarak mRNA’nin kararli yapisini bozmakta ve mRNAnNm yikimina
neden olmaktadir.
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Translasyonel baskilama

Proteinlerle etkilesen miRNA kompleksi mRNAnin 3’ UTR bdlgesine tutunarak
translasyon baglamadan ya da basladiktan sonra polipeptid sentezini engelleyebilmektedir.
Ribozom alt biriminin mMRNAya ve birbirlerine tutunmasini, polipeptidin uzamasini
engelleyebilmekte, proteolizise neden olabilmektedir. mMiRNA-aracili translasyonel

baskilama sematik olarak Sekil 1.12°de gosterilmistir.

Baslamanin
engellenmesi

Sapka taninmasim

engelleme \

405 | )
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Sekil 1.8. miRNA-aracili translasyonel baskilamanin sematik gosterimi (Fabian,
Sonenberg et al. 2010’dan modifiye edilmistir)

MikroRNAIlarin hedeflerinin belirlenmesinde genetik, biyoinformatik ve biyokimyasal
temelli yontemler kullanilmaktadir. Genetik yaklagimlar, miRNA-mRNA ¢iftinin
etkilesiminin C. elegans gelisiminde onemli rolleri oldugunu goéstermektedir. miRNA
fonksiyon kaybi c¢aligmalarinda, baskilanan mRNAlarin azaldigi goriilmiistiir. In silico
yapilan calismalarda ise bir miRNAnin yiizlerce olasi hedefinin oldugu goriilmektedir
ancak in vivo’da hangisinin gergekten etkili oldugu net degildir (Giraldez, Mishima et al.
2006).
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Spesifik maternal miRNAlarin rolleri Zebra baliginda daha iyi anlasilmistir (Bettagowda,
Lee and Smith 2008). Zebra baliginda miR-430 ile ilgili mikroarray sonuglar1 ve in vivo
hedef tahmin ¢aligmalariyla, miR-430’un dogrudan yiizlerce mesajc1 RNAy1 diizenledigi,
maternal mRNAlarin deadenilasyonu ile ilgili oldugu, miR-430’un olmadigi mutantlarda
maternal mRNAlarin biriktigi gosterilmistir (Giraldez, Mishima et al. 2006).

Zebra baliginda Dicer enzimi aktivitesi maternal ve zigotik olarak engellendiginde olgun
miRNAIlarin olusmadigi goriilmektedir. Bu mutantlarda gastrulasyon ve beyin gelisiminde
defektler gozlenmektedir. Zebra baliginda tek bir mikroRNAnin, erken embriyonik
gelisiminde en ¢ok ifade olan ve maternal-zigotik gecis sirasinda depolanan miR-430’un
maternal mRNA yikimindaki etkisi gosterilmistir (Giraldez 2006). Maternal-zigotik gegis,
hayvan gelisiminde etkili evrensel bir siirectir. Zigotik transkripsiyonun aktiflesmesiyle
bilinmeyen bir mekanizma ile maternal mMRNAlarin yikimi1 es zamanl gergeklesmektedir.
Caligmalar, zebra baliginda miR-430’un, zigotik asamada deadenilasyonu hizlandirdig1 ve
yiizlerce maternal transkripti ortadan kaldirdigin1 géstermektedir. Bu ¢alismalarda miRNA
hedef bolgesinde, 3° UTR bolgesinde raportdr GFP tasiyan mRNAlar, fertilizasyondan kisa
bir siire sonra embriyoya enjekte edilmistir. Yabanil tip embriyolarda fertilizasyon
sonrasindaki 2,5 saatte miR-430’un birikmeye basladigi, 4. saatte mRNAlarin yikilmaya
bagladigi, ancak miR-430un olmadigi Dicer mutantlarinda raport6r mRNAlarin yikiminin
ertelendigi, sonrasinda miR-430 enjekte edildiginde ise mRNA yikimmin hizlandig
g6zlenmistir. MiR-430, maternal RNAlarin yikimini saglayarak embriyonun gelisimi igin

gerekli olan zigotik aktivasyonun baslamasina olanak saglamaktadir. (Giraldez 2006).

mMiR-430’un olmadigi mutantlarda maternal mRNA seviyesindeki degisim Sekil 1.13’te

gosterilmistir.
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Maternal mRNA miR-430
Yabaml tip

maternal genler Kansik

Maternal mRNA
miR-430 mutanti

maternal genler Kangik

Zigotik genler

Zigotik genler

Sekil 1.9. Zebra baliginda miR-430’un maternal RNA yikimina etkisi (Giraldez, Mishima
et al. 2006'dan modifiye edilmistir). Yabanil tipte zigotik genlerin ifade olmasiyla birlikte
maternal mMRNA seviyesi azalmakta iken miR-430 mutanti bireylerde, maternal mRNA
seviyesindeki azalmanin ertelendigi goriilmektedir.

Fare erken embriyogenezinde, mikroRNAlarin maternal kalittminin arastirildigi bir
calismada, biiyiiyen oositte Dicer enziminin (mikroRNA biyogenezinde etkili anahtar
enzimdir) fonksiyonu engellendiginde, mikroRNA kalittiminin olmadig1 gézlenmekte ve
mutant oositlerde hiicre boliinmesi ve eksen olusumunun ger¢eklesmedigi belirtilmektedir.
Normal ve dicer mutanti oositler ile 8 blastomer evresine dek spesifik asamalardaki
embriyolarda gergeklestirilen kapsamli mikroRNA mikroarray profilleme c¢aligsmalari
sonrast, maternal genlerin direkt ya da dolayli olarak mikroRNAlar tarafindan kontrolii ve
fare erken embriyogenezinin erken asamalar1 i¢in maternal mikroRNAlarin gerekliligi

gosterilmistir (Tang, Kaneda 2007).

Oncelikle biiyiiyen oositteki miRNAlar ile onlarin zigota kalitimi arastirilmistir. Es
zamanli PCR ile gerceklestirilen analizlerde, oogenez sirasinda mikroRNA profilinin
degisken oldugu gozlenmistir. Ardindan zigot i¢in gergeklestirilen ifade analizlerinde
maternal mikroRNAlar zigotta da tespit edilmistir. Bu durum zigotta miRNAlarin kendi
kendine transkribe olmadigini, maternal olarak kalitildigini gostermistir. Ardindan erken
embriyonik gelisimde yani evre spesifik embriyolardaki miRNA degisimleri incelenmistir.
Yapilan degerlendirmelerde 1 ile 2 blastomerli asama arasinda maternal miRNAlarin

%60’nin yikildig: tespit edilmistir. Bu durum ilk hiicre boliinmesinde miRNAlarin aktif
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olarak yikildigin1 gostermektedir. Bu bulgulart dogrulamak amaciyla RNA in situ
hibridizasyon deneyleri yapilmis ve ozellikle let-7 ailesine ait miRNAlar gorilmistiir.
Oogenez sirasinda miktar: artan let-7 ailesi miRNAlarinin zigota aktarildigi ve 2 hiicreli
asamadan sonra embriyoda ifadesinin yeniden artt1ig1 goriilmiistiir. Ilerleyen ¢alismalarda 4
hiicre asamasindaki embriyodaki total mikroRNAnin 2 hiicre asamasindakinden yaklasik
2.2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonug 2 ve 4 hiicre asamasinda mikroRNAlarin

yeniden ifade olmaya basladigin1 gostermektedir (Tang, Kaneda 2007).

C. elegans 1n embriyogenez ¢alismalarinda one ¢ikan bir model sistem olmasinin yani sira
embriyogenezin dogru olarak anlasilabilmesi i¢in evreye 6zgii gen ifadesinin belirlenmesi
Oonem tasimaktadir. Bunun igin gereken farkli asamalardaki C. elegans embriyolarinin
toplanmasi pratikte ¢ok giictiir. Biiyiik 6lgekli teknikler i¢in binlerce embriyoya ihtiyag
duyulmaktadir ve spesifik asamalardaki embriyolar, manuel se¢me yoluyla, yani agiz
pipetlemesi ile toplanabilmektedir. Bu problemin iizerinden gelebilmek, spesifik
asamalardaki embriyolar1 daha kolay toplamak igin bir metod tasarlanmigtir; embriyo
floresan-aktive hiicre ayrimi (flouresence-activated cell sorting, eFACS). Tek bir eFACS
calismasinda rutin olarak binlerce 1-hiicreli embriyo segilebilmistir (Stoeckius, Maaskola
et al. 2009).

C.elegans’ta erken embriyonik olaylar posttranskripsiyonel diizenlemeler ile kontrol
edilmektedir. eFACS yontemi ve yeni nesil sekanslama kombine g¢alisilarak embriyonik
olarak ifade olan, post transkripsiyonel diizenlemelerde etkili oldugu diisiiniilen kiiciik,
kodlanmayan RNAIlarin evre-spesifik profilleri ¢ikarilmistir. mikroRNAlar da dahil olmak
tizere kiigiik RNAlarin ifadelerindeki degisiklikler belirlenmistir (Stoeckius, Maaskola et
al. 2009).

Stoeckius ve arkadaglarinin 2009 yilinda yayinladigi bu ¢alismaya gore eFACS yontemi ile
elde edilen spesifik asamadaki embriyolar icin C. elegans erken embriyogenezindeki
mikroRNAlar ve diger kiicilk RNAlar yeni nesil sekanslama platformu Illumina/Solexa
kullanilarak bir profil olusturulmustur. Bu tez ¢alismasinda ise evre-spesifik embriyolar

agiz pipetlemesi ile elde edilmistir. Ancak ilgili yayin verileri ile elde edilen veriler
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kiyaslanarak miRNA profili ifade farkliliklarinin tutarliligr kontrol edilmis, tespit edilen

bu mikroRNAIlarin maternal mRNA yikimi {izerine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

C. elegans embriyolarinda zigotik transkripsiyon 4-blastomer asamasinda baslamaktadir.
Maternal bilesenlerin erken bdliinmelerden gastrulasyona ulasana dek embriyoya yeterli
oldugu goriilmektedir. RNA interferans (RNAi) ile maternal bilesenler susturuldugunda
ortaya ¢ikan embriyonik letalite, kodlanmayan RNAlarin embriyogenezde fonksiyonel
rolleri oldugunu gostermektedir (Stoeckius, Maaskola et al. 2009). Maternal mRNA ve
protein yikimi zigotun totipotensi oOzelligini kaybetmesi ve somatik hiicrelere
farklilasabilmesi, yani embriyonun gelisebilmesi i¢in gerekli bir unsurdur. Maternal
MRNA ve proteinlerin yikilmadigi durumda, embriyonun totipotent olarak kalmasi, disi
gametten gelen kok hiicre imzasi silinmedigi i¢in somatik hiicrelerin farklilagmamasi ve

dolayisiyla embriyonun gelisememesi s6z konusu olmaktadir.

1.4. Tezin Amaci

Bu tez galismasinda, Caenorhabditis elegans oosit ve embriyolarinda mikroRNAlarin
global mikroRNA profili olusturulmus ve o00sit-embriyo gegisinde rol oynayan miRNAlar
ve ifade seviyeleri ¢ikarilmis, bu siiregte rol oynayan mikroRNAIlar tanimlanmistir. Ayrica
maternal mRNA yikimina etkisi olabilecek olasi maternal ve zigotik miRNAlar da analiz

edilmistir.

Calismada, yabanil tip N2 ile mutant fog-2(q71)V C. elegans suslar1 kullanilmigtir. fog-
2(q71)V (feminization of germline) mutant hermafrodit bireyler spermatogenez igin gerekli
olan FOG-2 proteinini kodlayamadiklarindan sperm iiretemez ve dollenmek icin erkek
bireye ihtiya¢ duyar (Sudhir Nayak 2005). Bu o6zelliklerinden faydalanilan fog-2 mutanti,
L4 asamasinda dollenme dncesinde izole edilip ayri biiyiitiilmiistiir. Erigskin hale geldiginde
dollenme olmadigr ig¢in olgun oositlerin biriktigi ve germline'n yarisindan fazlasinm
olusturdugu goriilmektedir. fog-2 oosit ve gastrula Oncesi erken evre embriyolarin
miRNAom profilleri yeni teknolojilerden biri olan yiiksek islem hacimli yeni nesil
sekanslama teknigi ile gerceklestirilerek maternal ve zigotik miRNAom profilleri
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¢ikarilmigtir. N2 yabanil tip C. elegans’in zigotik genom aktivasyonu Oncesi-2 hiicreli ve
zigotik genom aktivasyonu sonrasi-8 hiicreli embriyolari toplanarak mikroRNA mikroarray
calismasi calismasi gergeklestirilmis, ve maternal zigotik geciste rol oynayan miRNA
profilleri ¢ikarilmistir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki benzer bir galisma (Stoeckius,
Maaskola et al. 2009) ile de kiyaslanmis ve farkliliklar1 tutarlilik gOsteren ve yeni
tanimladigimiz miRNAlar tespit edilmistir. Elde edilen miRNAlarin bir kisminin ifade
seviyelerindeki artig ve azalig, miRNAlara 6zgili primerler kullanilarak QRT-PCR yontemi
ile dogrulanmigtir. Ayrica miRNAlarin hedef genleri ve bu hedef genlerin yolak analizi
biyoinformatik araglarla belirlenmistir. Bu tez calismasinda elde edilen oosit ve embriyo
miRNAom profillerinin belirlenmesi ile; totipotensinin sonlandirilmasinda rol oynayan
miRNAlarin tanimlanmasi, embriyonik hiicrelerde totipotentligin nasil idame ettirildigi ya
da sonlandirildiginin anlagilmasi, erken embriyogenezde gen regiilasyonunda gorevli
faktorlerin belirlenmesi, oositin embriyoya programlanmasi, kok hiicre biyolojisi ve

gelisim biyolojisi alanlarina 6nemli katkilar saglanmasi hedeflenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

Pek c¢ok organizmada mRNA ve protein miktarina kiyasla smirli sayida miRNA
bulunmaktadir. Ornegin insanda kodlanmis 1600 &nciil, 2042 olgun miRNAnn yaklasik
30.000 mRNA ile etkilestigine inanilmaktadir (Pritchard, Cheng et al. 2012). Bu sonug bir
tane miRNAnin, yiizlerce mRNAy1 diizenledigini ve gen ekspresyonu aginda miRNAlarin
onemli oldugunu gostermektedir. Yiiksek okaryotlarda genlerin %10-30’unun miRNAlar

araciligiyla diizenlendigi belirtilmektedir (Vallabhaneni 2011).

Orjinali “microRNA Registry” olan miRBase, 1 Agustos 2012 tarihinde giincellenen 19.
stirimiine gore toplamda 193 bitki ve hayvan tiiriinii kapsayan, 21264 sa¢ tokasi yapisinda
onciil miRNA ve 25141 olgun miRNA kaydina sahip bir veri tabanidir.

miRBase siirim 19.0’a gore insanda toplam yaklasik 1600 6nciil, 2042 olgun miRNA,;
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana gibi iyi ¢alisilmis
model organizmalarda ise yaklagik 300-400 arasi farkli miRNA oldugu goriilmektedir
(http://www.mirbase.org). mikroRNAlarin ilk kesfedildigi canli olan C. elegans’ta ise 223
oncil, 368 olgun miRNA tanimlanmistir. Cizelge 2.1°de miRBase siirim 19.0’a gore

model organizmalara ait giincel miRNA sayilar1 belirtilmistir.

Cizelge 2.1. miRBase siiriim 19.0’a gore ¢esitli organizmalardaki glincel miRNA sayilari
(http://www.mirbase.org)

Organizma Onciil miRNA sayist Olgun miRNA sayist
Homo sapiens 1600 2042
Drosophila melanogaster 238 426
Caenorhabditis elegans 223 368
Arabidopsis thaliana 299 338
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2.1. mikroRNA Profilleme Metodlar:

Kantitatif reverse transkripsiyon PCR temelli metodlar

Es zamanli PCR olarak da adlandirilan bu yo6ntem, mikroRNAnin cDNA’ya ters
transkripsiyonu temeline dayanir. Reaksiyon iirlinlerinin gergek zamanl birikmesi ile ifade
farkliliklarint  gosteren pek ¢ok Ornegin, paralel olarak ayni anda calisilabildigi

platformlardir.

Bu yontem igin, mikroRNAlara enzimatik olarak poli-A  kuyrugu eklenir, ters
transkripsiyon igin primerlere uygun sag tokasi (stem-loop) baglanma bodlgeleri meydana
getirilir. cDNA sentezlenip amplifiye oldugunda olusan ¢ift zincirli yapilara baglanarak
1sima veren floresan boyalar sayesinde ifade farkliliklar tespit edilir (Sun, Julie Li et al.
2010).

Hibridizasyon temelli metodlar: mikroarray (mikrodizi)

Northern blotlama, klonlama gibi ilkin mikroRNA profilleme ¢alismalari, yogun is giicii
gerektiren, zaman alict ve smurh bilgi saglayan yontemlerdir. Tanimlanmis miRNA
sayisinin artmastyla birlikte, tek bir ¢ipte binlerce miRNAnin ifade seviyesini Saptama
imkani saglayan mikroarray (mikrodizi) yontemi kullanilmaya baslanmistir. Cip tlizerinde
sabitlenen problar, Ornekteki miRNA seviyesini belirleyebilmektedir. Doku ya da
hiicrelerden izole edilen kiiciik RNAlar floresan boyalarla isaretlenmekte ve problari
tastyan ¢ip ile hibridize edilmektedir. Baglanmayan miRNAlarin yikama ile
uzaklastirilmasinin ardindan hibridize olmus miRNAlarin mikrodizi tarayici ya da tarayici
mikroskop ile floresan yogunlugunun degerlendirilmesi ile miRNA ifade seviyesi
belirlenebilir (Sun, Julie Li et al. 2010).

Sentezleme teknolojisi: viiksek islem hacimli sekanslama

Genom boyu niikleotit sekanslamasini gergeklestirebilen yiiksek islem hacimli bu yontem
“yeni nesil sekanslama” olarak adlandirilir. Hibridizasyon temelli mikrodizi ¢alismalari ile

kiyaslandiginda sentezleyerek sekanslama yapilmasi ile farklilik gosterir. In vitro olarak
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olusturulan klonal amplikonlar sekanslanir. Tamamlayici DNA’lara (Complementary
DNA: cDNA) adaptor olarak kisa niikleotit dizileri ligasyon ile eklenir. Kullanilan
platformlara gore degiskenlik gdostermekle birlikte, bu adaptorler vasitasiyla cDNA’larin
diizlemsel bir yiizeye ya da boncuga tutunmasi saglanir. In situ ¢oklu koloniler ile ya da
verilen ¢esitli tekli niikleotit molekiilleri ile PCR amplifikasyonu gergeklestirilir. Niikleotit
okumalar1 sayesinde pri-miRNA ya da miRNAnin uzunlugu (30-300 niikleotit) da tespit
edilebilir.

SBS (sequencing-by-synthesis: sentezleyerck sekanslama) olarak adlandirilan yeni nesil
sekanslama yontemi, miRNA profilleme calismalar1 i¢in ¢ok elverislidir. Sentezleyerek
sekanslama temelli miRNA profillemesi, mikrodizi temelli yaklagimlara gore daha
kapsamli data saglar. Ayrica bu yontemin en bilylik avantaji, bilinmeyen yeni miRNAlarin

tanimlanmasina imkan saglamasidir (Sun, Julie Li et al. 2010).

Ticari olarak ulasilabilen sekanslama-temelli platformlar; pirosekanslama temeline
dayanan 454 GS FLX (Roche Applied Science), Illumina Genome Analyzer (lllumina
Inc.), SOLID System (Applied Biosystems) ve HeliScope Sequencer (Helicos BioSciences
Corp.)’ dur.

Yeni nesil sekanslama teknolojileri; kalip hazirlama, sekanslama, goriintiileme ve data
analizi olmak iizere kabaca 4 asama igerir. Bu asamalarin spesifik protokolleri essiz
kombinasyonlarla bir platformu digerinden ayirir. Sekil 2.1°de yeni nesil sekanslama
platformlar1 arasindaki metod farkliliklar1 gosterilmistir. Cizelge 2.2°de Sanger sekanslama
ve yeni nesil sekanslama teknolojilerinin dzellikleri gosterilmistir. Ornegin kalip hazirlama
klonal olarak amplifiye olmus kaliplar ve tek molekiil kaliplar olmak {izere iki metodla
gerceklestirilebilir.  Amplifiye olmus kaliplarda, emiilsiyon PCR ve kati-faz
amplifikasyonu kullanilan yontemlerdir. Emiilsiyon PCR hiicreye gereksinim olmaksizin,
bakteriye klonlamada ortaya ¢ikan problemlerden biri olan ‘genomik sekanstan kayip’
gerceklesmeksizin sekans kaliplarinin olugsmasina olanak tanir (Metzker 2010). Sekil
2.2’de bu tez galismasinda kullanilan Roche 454 GS FLX teknolojisi sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Yeni nesil sekanslama platformlar arasindaki metod farkliliklar1 (Sun, Julie Li
et al. 2010) 454 ve SOLID platformunda DNA yakalayict boncuklar kullanilirken
Illumina/Solexa’da amplikonlar kat1 faz yiizeye tutunmakta ve koprii PCR olugmaktadir.
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Sekans Uretici WEB adresi Kullandigr metod Amplikasyon Okuma Veri Calisma
Platformu uzunlugu boyutu Siiresi
ABI 3730xI

Kapiller http://www. Sonlandirici boya | Bakteriyal konakta

Elektroforez ile Applied Biosystems | appliedbiosystems.com | ile Sanger dideoksi | in vitro klonlama 1 kb 96 KB 3 saat
Sanger DNA sekanslama
Sekanslama
Polimeraz aracili
454 GS FLX Roche Applied http://www.454.com boncuk destekli in situ emiilsiyon | 500-600 bg 450 MB 10 saat
Science pirosekanslama PCR
Polimeraz aracili,
IHumina Sabit yiizel 36 bg 2 giin
Genome lllumina Inc. http:/Awww.illumina.com lizerinde geri in situ koprii PCR (pair-end 1-3GB (pair-end
Analyzer doniistimli teknolojisi ile oldugunda 4
sonlandirict boya 75+ be) giin)
http://www. Isaretli oktamerler
SOLID 3 Applied Biosystems | appliedbiosystems.com ile ligaz aracili in situ emiilsiyon 36 b 2-3GB 5 giin
ligasyon PCR
Helicos HeliScope Single http://www. Polimeraz aracili, Amplikasyona
BioSciences Molecule helicosbio.com tek molekiil gerek 25-55 bg 14-28 GB 8 giin
Corp. Sequencer sekanslama duymamaktadir
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http://www/
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Roche 454- Pirosekanslama
-2 milyon boncuk pikotitre plakaya viiklenir

Plakaya sirayla tek bir niikleotid verilir =5

polimeraz
APS
PPi
Siilfiirilaz
Lusiferaz ATP
Lusiferin
1s1k+oksilusiferin

Sekil 2.2. Roche 454 GS FLX teknolojisi (Metzker 2010'den modifiye edilmistir). Tim
pikotitre plakaya tek tek baz yollanmaktadir. Boncuk iizerinde sekanslanacak diziye
eslenik baz gelirse, bazin baglanmasiyla agiga Ppi ¢ikmakta, APS’yi ATP’ye
cevirmektedir. Olusan ATP ortamdaki enzimlerle etkileserek lusiferinini okside etmekte ve
151k agiga ¢ikmasina neden olmaktadir. Dedektorler tarafindan algilanan 1s1k ile sekans
belirlenmektedir.
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2.2. MiIRNA Tanmimlanmasinda Kullanilan Biyoinformatik Araglar

Sadece varolan miRNAlarin ifade seviyelerindeki farkliliklari gosterebilen, yeni
mikroRNA kesfinin miimkiin olmadigi mikrodizi yontemleri sonrasinda, mikroRNA
ifadesinin genom boyu analizinin gergeklestigi yeni nesil sekanslama teknolojisi ile
giiniimiizde daha biiyiik 6l¢ekli sekans sonuglarina ulasilabilmektedir. Ancak elde edilen
biiyiik verinin analizi; mikroRNA profilinin ¢ikarilmasi ve kiyaslanmasi i¢in yiiksek islem
hacimli veri tabanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kiigiik RNAlarin milyonlarca sekansini
analiz edebilen pek ¢ok veri tabani ve biyoinformatik araclar gelistirilmektedir. Yeni nesil
sekanslama datasinin analizinde kullanilan baslica veri tabanlar1 sunlardir; miRDeep,
miReduce, miRNAkey, UEA sRNAtoolkit, miRanalyzer, SeqBuster, DSAP, mirTools, E-
miR, SigTerms, Small RNA Workbench (Sun, Julie Li et al. 2010).

Yeni nesil sekanslama datasinin analizinde kullanilan veri tabanlarindan biri olan
miRanalyzer; (http://bioinfo2.ugr.es/miRanalyzer/miRanalyzer.php) kiigiik RNA sekans
datasin1 analiz edebilir. Bu tez ¢alismasinda mikroRNAlarin Roche 454 GS FLX
platformunda sekanslarinin elde edilmesinin ardindan mikroRNAlarin anotasyonu bu

veritabani araciligiyla gergeklestirilmistir.

Varolan miRNAlarin tanimlanmasi, yeni miRNAlarin kesfi ve miRNA-mRNA
entegrasyonunu tespit edebilen pek ¢ok biyoinformatik platform bulunur. Ancak

mikroRNAIar i¢in optimal data analizi asagidaki agsamalar1 igermelidir:

-Temizleme; adaptor sekanslarin uzaklastiriimasi

-Tlgisiz sekans setlerinin belirlenmesi

-Odaklanilacak transkriptomun haritalanmasi

-Genom haritalanmasi ve bilinen anotasyonlarla ¢akistirma
-Ekspresyon farklilig1 analizi

-miIRNA-mRNA zenginlestirme

-Yolak analizi
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miRNA datasinin ilgisiz sekanslardan arindirilmasinin  ardindan, miRNA profilinin
belirlenmesi ve kiyaslanmasinda en yaygin kullanilan veritabani olan miRBase, olgun ve
onciil mMIRNA sekanslarini, bu miRNAlarin haritadaki lokasyonlarmi, ¢akisan
anotasyonlari ve tahmini hedef genleri diizenli olarak giinceller ve her bir miRNA

girdisinin yayin listesini gosterir.

Her bir miRNA i¢in, gen hedef tahmini yapan veritabanlarindan bazilari; TargetScan,
PicTar, MiRanda’dir. MikroRNA ifade paternleri i¢in yaygin kullanima sahip
veritabanlarindan bazilar1 ise GEO, miRGator, microRNA.org’dur (Gunaratne, Coarfa et
al. 2012). Cizelge 2.3’te mikroRNAlar igin kullanilabilen biyoinformatik araglar

listelenmistir.

Cizelge 2.3. miRNA galismalarinda kullanilan biyoinformatik araglar (Sun, Julie Li et al.
2010)

MiRNA veritabanlar

miRBase http://www.mirbase.org/ Tiim tiirler i¢in bilinen miRNAlar

ASRP http:// asrp.cgrb.oregonstate.edu/ Bitkilerdeki bilinen miRNAlar
Metazoan genomlari i¢in bilgisayar

miRNAMap http:// miRNAMap.mbc.nctu.edu.tw/ | temelli miRNA-hedef etkilesimi
koleksiyonu

miRGen http://www.diana.pcbi.upenn.edu/ Coklu hedef tahmin programlar ile
MiRNA-hedef etkilesimleri

CoGemiR http://cogemir.tigem.it/ miRNA karsilastirmali genomigi

MiRNA-hedef etkilesimi icin veritabanlar

TarBase http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/ | Deneysel miRNA hedefleri koleksiyonu

miRecords http://miRecords.biolead.org Deneysel ve bilgisayar temelli tanimlanan
miRNA hedef koleksiyonu

miRNA tanimlanmast icin araglar ve algoritmalar
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miRscan http://genes.mit.edu/mirscan/ C.elegans igin sekans korunumu ve
yapisal konformasyon temelli
ProMIR http://cbit.snu.ac.kr/~ProMiR2/ Insan ve fare i¢in sekans korunumu ve
introduction.html yapisal konformasyon temelli
http://www.mdcberlin.de/en/research/r
miRDeep esearch_teams/systems_biology_of_g | C. elegans icin yeni nesil sekanslama
ene_regulatory_elements/projects/miR | araciligiyla miRNA tanimlanmasi
Deep/index.html
yeni nesil sekanslama araciligryla miRNA
miRanalyzer http://web.bioimformatics.cicbiogune. | tanimlanmasi (C. elegans, D.

es/microRNA/

melanogaster ve hayvanlar i¢in)

miRNA hedeflerinin tanimlanmasi icin araclar ve algoritmalar

TargetScanS http://www.targetscan.org/ Sekans eslenikligi, miRNA-hedef ¢iftinin
minimal serbest enerjisi

MiRvea http://www.microrna.org/ Sekans eslenikligi, miRNA-hedef ¢iftinin
minimal serbest enerjisi

PicTar http://www.pictar.org/ Sekans eslenikligi, miRNA-hedef ¢iftinin
minimal serbest enerjisi

RNAhybrid http://bibiserv.techfak.unibielefeld.de/ | Sekans eslenikligi, miRNA-hedef ¢iftinin
rnahybrid/ minimal serbest enerjisi

PITA http://gebie.weizmann.ac.il/pubs/mir0 | Sekans eslenikligi, miRNA-hedef ¢iftinin
7/mir07_data.html minimal serbest enerjisi

mirwIP http://mirtargets.org/ Sekans eslenikligi, miRNA-hedef ¢iftinin

minimal serbest enerjisi
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3. MATERYAL YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Genel reaktifler

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

3.1.2. Caenorhabditis elegans suslari

Deneylerde kullanilan yabanil tip ve mutant C.elegans suslart Minnesota Universitesi’ne
bagli Caenorhabditis Genetik Merkezi’nden (CGC) temin edilmistir. Kullanilan yabanil tip

ve mutantin 6zellikleri asagida belirtilmistir:
N2 (Bristol): erkek ve hermafrodit yabanil tip bireylerden olusur.

CB4108 (fog-2:feminization of germline): genotip: fog-2(q71)V. Erkek/disi susu. Ciftlesme
ile idame ettirilir. XX bireyler disi, XO bireyler yabanil tip erkektir
(http://www.cgc.cbs.umn.edu/strain.phpid=7477).
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3.1.3. C. elegans idamesinde kullanilan kimyasallar ve soliisyonlar

C. elegans idamesi i¢in kullanilan kimyasallar ve soliisyonlar Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. C. elegans idamesinde kullanilan kimyasallar ve soliisyonlar

Kimyasal Adi Katalog No Marka

Agar A0949 AppliChem (Darmstadt, Almanya)
NaCl 0241 Ambresco (Ohio, ABD)
Kolesterol C-8503 Sigma (St Louis, ABD)

LB (Luria Broth) L1717 Duchefa Biochemia

Gliserin %87’lik A3739 AppliChem (Darmstadt, Almanya)
KH,PO, 0781 Ambresco (Ohio, ABD)

K,HPO, 1,05101 Merck (Darmstadt, Almanya)
MgSO, A4837 AppliChem (Darmstadt, Almanya)
Tripton 1.11931 Merck (Darmstadt, Almanya)

C. elegans idamesinde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasu:

M9 (Mineral Medium): 3 g KH,PO,4, 6 g Na;HPO4, 5 g NaCl, 1 ml 1M MgSO, tartilir, su

ile 1 L’ye tamamlanip otoklavlanir.

S Buffer (S tamponu): 129 ml 0.05 M K;HPO,, 871 ml 0.05 M KH,PO,, 5.85 g NaCl

eklenip karistirilir.

Freezing buffer (dondurma tamponu): S Tamponu iizerine toplam hacmin %30’u olacak

sekilde Gliserin eklenir.

30



3.1.4. cDNA sentez reaktifleri

Qiagen miScript Reverse Transcription Kit reaktifleri (5x miScript RT Buffer, dH,0,

miScript Reverse Transcriptase mix) kullanilmustir.

3.1.5. RNA izolasyon reaktifleri

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

Izolasyonda kullanilan reaktifler ve markalar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. RNA izolasyon reaktifleri

Reaktif Markas

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

Ethanol Absolut AppliChem (Darmstadt, Almanya)
Glikojen Roche

Su (molecular biology grade) Ambion, Hyclone, Gibco

3.1.6. QRT-PCR reaktifleri

Qiagen miScript SYBR Green PCR Kit reaktifleri (2x Quantitect SYBR Green PCR
Mastermix,10x miScript universal primer, SYBR PCR Master mix ve dH,0)

kullanilmastir.

31



3.1.7. Kullanilan cihazlar

Tez ¢alismasi deneylerinde kullanilan cihazlar Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan cihazlar listesi

Cihaz Ady Markast

-20 °C dolap Sanyo Biomedical Freezer, Sanyo
Electric G., Ltd. Japan

-80 °C dolap Sanyo MDF-U6086S, Sanyo Electric G.,
Ltd. Japan

+4 °C dolap Sanyo Medicool, Sanyo Electric G., Ltd.

Calkalamali inkiibator
Cift distile su cihazi
Distile su cihazi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Etiv

Hassas terazi

Jel goriintiileme sistemi

Manyetik karistirict

Mini santrifiij
Nanodrop
Otoklav
Partikiil sayici

Santrifiij

Santrifii

Japan

BELLC SL ShelLAb

Millipore Gradient Milli-Q

Millipore Elix

Atto MyPower300 AE-8130

Sanyo incubator MIR-253. Sanyo
Electric G., Ltd. Japan

Shimadzu Corp. BX320H

GENE Genius Bio Imaging System
Whatman Biometra-T1 2

DAIHAN WiseStir (Daihan Scientific)
Co, LTD. Korea

Benchmark Research Products BRP
NanoDrop ND-1000 (Nanodrop
Technologies, ABD)

Hirayama Hiclave HVA-110
Beckman Coulter Z1 Particle Counter
Hettich Zentrifungen Micro22 D-78532.
Germany

Beckman Coulter Microfuge 18

Centrifuge
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Shaker

Sogutmali ¢alkalamali inkiibator
Stereomikroskop

Su banyosu

Termal cycler cihazi (Is1 dongii cihazi)
TissueLyser (doku pargalayicr)

Coklu plaka okuyucu

Vorteks

QRT-PCR Cihaz1

Yeni nesil sekanslama cihazi

FinePCR Orbital Shaker SH 30
ThermoScientific MAXQ4000
Leica MZ16A

Aquabaht Lab-Line

BiO-RAD DNA Engine Peltier
Retsch Mixer Mill MM400
VICTOR?®V Perkin Elmer 1420
Multilabel Counter

LMS (Laboratory Medical Supplies)
Harmony Mixer UZUSIO VTX-3000L
Roche LightCyler 480

Roche 454 GS FLX Titanium
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3.2. Yontem

3.2.1. C. elegans genel idamesi

Bu ¢alismadaki tiim Caenorhabditis elegans protokolleri www.wormbook.org’da yer alan
metodlara gore gerceklestirilmistir. C.elegans suslar1 20-21 °C sogutmali etiivde NGM

(nematode growth medium) petri tizerinde OP-50 bakterisi ile beslenerek idame ettirilir.

NGM (nematode growth medium) hazirlanmasi

6.8 g agar, 1.2 g NaCl, 1 g pepton (tripton) ve 400 ml ddH,O ile hazirlanip otoklavlanan
NGM agar, su banyosunda 55°C” ye geldikten sonra sicakliga hassas olan kimyasallar; 10
ml 1M KH,PO,, 400 ul Kolesterol (5 mg/ml Kolesterol/EtOH), 400 ul 1 M CaCl,, 400 ul
1 M MgSO;, ve 400 pl 10 mg/ml Streptomisin eklenerek 100 mm’lik petrilere 20’ser ml,
60 mm’lik petrilere 10’ar ml dokiiliir. Polimerlesmenin ardindan petrilerin ortasina, 20
mm’lik petriye 1 ml, 60 mm’lik petriye 500 pl olacak sekilde bir gece dnceden 37 °C’de
180 RPM’de kiiltiire edilen, E. coli OP50 eklenip kurumaya birakilir. Kullanilmayan NGM
OP50 petriler 5-6 °C sicakliktaki soguk odada muhafaza edilir.

C. elegans dondurulmasi

Dondurulmak tizere besini yeni bitmis L1-L2 larval evrede C. elegans’larin yogun oldugu
petriler tercih edilerek dondurma veriminin artirilmasi hedeflenir. 1,5 ml S tamponu ile C.
elegans lar konik tiiplere toplanir. 2000 RPM’de 3 dakika santrifiij edilerek C. elegans’lar
¢oktiiriiliir. Yeni bir kriotiip alinir, icerisine 500 pl Freezing Buffer (dondurma tamponu)
konur. Santrifiij sonras1 100 pl pelet kalacak sekilde supernatant uzaklastirilip {izerine 400
ul S tamponu eklenir. Toplamda 500 pl S tamponu i¢indeki C. elegans’lar alinarak
kriotiipteki dondurma tamponu tizerine eklenir, 4-5 kez alt iist edildikten sonra yavas yavas

donmasini saglamak amaciyla bir pegeteye sarilarak -80 °C dolaba kaldirilir.
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Dondurulmus C. elegans stogunun ¢oziilmesi

Dondurulmusg C. elegans -80 °C dolaptan alinip oda sicakliginda ¢oziiliir ve bakteri igeren
NGM petri iizerine dokiliir. C. elegans’larin hareket edip etmedigi stereomikroskop
altinda kontrol edilip oda sicakliginda kurumaya birakilir. Ertesi giin 21 °C inkiibatore
kaldirilir.

Escherichia coli (E. coli) OP-50 susu kiiltiirii hazirlanmast

10 pg/ml streptomisin iceren LB (Luria Broth, Duchefa Biochemia) siv1 besiyerine, 1:100
oraninda E.coli OP50 susu (OP50 susunun Urasil oksotrof olmasi NGM petri {izerinde
biiylimesini kisitlamakta ve idamesinde kolaylik saglar) eklenerek 16 saat 180 RPM 37
°C’de calkalamali inkiibatorde kiiltiire edilir.

E. coli OP50 susu pelet hazirlanmasi

E. coli OP50 susu 16 saat kiiltiire edildikten sonra 50 ml’lik konik tiiplerde +4 °C’de 4500
RPM’de 10 dakika santrifiij edilir, supernatant uzaklastirilarak pelet hazirlanir. +4 °C
dolapta saklanan peletler, kullanmadan 6nce vortekslenerek, besini bitmek tizere olan C.

elegans in idame ettirildigi petrilere 50-100 pl ilave edilir.

Embriyo senkronizasyonu (egg preparation)

NGM OP50 petride biiyiitiilen, eriskin C. elegans kiiltiirii 2 ml ddH,O ile 1,5 ml’lik konik
tiipe toplanip 5 dakika buz iizerinde bekletilir. Sonrasinda 2000 RPM’de 3 dakika santifiij
edilerek C. elegans’larin dibe ¢okmesi saglanir, supernatant 250 pl kalincaya kadar
uzaklagtirilir. 250 pl i¢indeki pelet iizerine, sirasi ile 650 pul ddH,0, 200 ul 5 M NaOH ve
400 pl c¢amasir suyu eklenir, 5 dakika oda sicaklifinda dakikada bir alt iist edilerek
bekletilir sonra 2000 RPM’de 3 dakika santrifiij edilir. Supernatant uzaklastirilip 1 ml
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ddH,O eklenerek iki defa yikama islemi gergeklestirilir, supernatant uzaklastirilir, tiip
dibinde yaklasik 100 pl birakilarak embriyolar yeni bir NGM petriye aktarilir.

Eriskin C. elegans diseksiyonu ile spesifik evre embriyolarin eldesi

Erigkin C. elegans’tan 2 hiicreli ve 8 hiicreli embriyolar1 elde edebilmek igin, lamel {izerine
konan 15 ul PBS ya da M9 soliisyonuna 20-25 tane erigkin kurt alinir. Ateste ucu inceltilen
cam kapiler mikropipet ile PBS ¢ekilip yenisi eklenerek, petride C. elegans’in iizerine
yapisan bakteriler, mikroskop altinda bir ka¢ kez yikanarak uzaklastirilir. 10 pl 0,2 mM
Levamizol C. elegans iizerine eklenir. Levamizol, nematodlar fiizerinde etkili bir
antihelmintiktir, nematodlar1 felce ugratarak hareketlerini azaltir. Hareketleri yavaslayan
C. elegans’lar, 2 tane 0,5x25 mm (25 G x1”) enjektor igneleri ile vulvalarindan disekte
edilir (Sekil 3.1), mikroskopta incelenerek agiga c¢ikan embriyolardan istenen asamada
olanlar agiz pipetlemesi yapilarak Trizol igerisine toplanir. Toplanan embriyolar sivi azot

ile dondurulduktan sonra -80 °C dolaba kaldirilir.

Sekil 3.1. C. elegans diseksiyonunun sematik gosterimi (http://hymanlab.mpi-
cbg.de/hyman_lab/methods/c elegans/c elegans dissection.shtml’den alinmistir)

Erigkin C. elegans diseksiyonu ile oosit(germline) eldesi

Evre-spesifik embriyolarin toplanabilmesi igin senkronize C. elegans yetistirilir. ‘Egg
Preparation’ protokolii ile izole edilen embriyolar E. coli OP50 susu bakteri igermeyen

NGM petrilere ekilir, ertesi giin her bir embriyonun agildigi kontrol edildikten sonra
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bakteri peleti besin olarak ilave edilerek embriyolarin senkronizasyonu saglanir. Besinsiz
bir ortamda agilan embriyolar L1 larva evresinde kalir. ‘L1 arrest’ olarak adlandirilan bu
uygulama sayesinde petrideki her bir nematodun ayni biiyiime evresinde olmasi saglanir.
fog-2(q71) C. elegans’tan oosit(germline) elde edilmesi amaglandigi igin C. elegans
hermafrodit bireyler eriskin olup erkek bireylerle ¢iftlesmeden 6nce L4 evresindeyken 100-
200 tanesi tek tek baska bir NGM petriye aktarilir, ertesi giin erginlesen bireyler déllenme
oncesi izole edildigi i¢in sadece oosit igerir. Dollenme olmadigi i¢in de yabanil tipe gore

cok daha fazla sayida olgun oosit igerir.

Lamel iizerine konan 15 pul PBS ya da M9 soliisyonuna 10-15 tane eriskin kurt alinir.
Ateste ucu inceltilen mikropipet ile M9 soliisyonu agiz pipetlemesi ile g¢ekilip yenisi
eklenerek petride C. elegans’in {izerlerine yapisan bakteriler, mikroskop altinda

uzaklastirlir.

10 pl 0,2 mM Levamizol C. elegans’lar iizerine eklenir. Hareketleri yavaslayan C.
elegans’lar, 2 tane 2,5 ml’lik enjektor igneleri ile disekte edilerek germline’lar tiim gamet
kolu seklinde (mitotik, mayotik ve olgun oositler) agiz pipeti ile Trizol igerisine toplanir.
Sivi azot ile dondurulduktan sonra -80 °C’ye kaldirilir. Germline elde etmek igin C.
elegans basindan ya da kuyruguna yakin kisimdan, evre spesifik embriyo elde etmek igin

ise vulvasmdan disekte edilir.

3.2.2. Total RNA izolasyonu

C. elegans N2 yabanil tip, 2 ve 8 hiicreli embriyolarindan ve fog-2(q71) mutant oositleri ve
karisik evre embriyolarindan Invitrogen-Trizol protokolii ile total RNA izolasyonu

gerceklestirilir.

Ornegin iginde bulundugu Trizol hacmi ile oran1 1: 5 olacak hacimde Kloroform &rnek
tizerine eklenerek sertce 15 saniye galkalanir ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilerek faz

ayrimi saglanir.
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15 dakika 12.000 RCF, +4 °C’de santrifiij edilerek organik fazin ¢6kmesi, RNAnin tstteki

berrak kisimda toplanmasi saglanir.

Yeni bir tiipe alinan RNA igeren berrak kisim iizerine, Trizol ile oran1 1: 2 olacak sekilde

Izopropanol (2-propanol) eklenerek RNA presipite edilir.

Pelet olusumunu kolaylagtirmak icin, 1 ml Trizole 1 ul Glikojen (20 mg/ml) eklenerek 10
dakika oda sicakliginda bekletilip 10 dakika 12.000 RCF, +4 °C’de santrifiij edilir.

Supernatant uzaklastirildiktan sonra Trizol ile oran1 1: 1 olacak sekilde % 75’lik Etanol

eklenip 5 dakika 7500 RCF, +4 °C’de santrifiij edilerek RNA peleti yikanir.

Kuruyan RNA peleti suda ¢oziiliip 55°C su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra,
RNAnin miktar1 ve saflig1 spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) ile dl¢iiliir.

RNAnm saflig1 degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas alinir. 260 nm
DNA’nin, 280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga

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

3.2.3. Yeni nesil sekanslama

Gregory Hannon’un “Cloning Small RNAs for Sequencing with 454 Technology”
protokolii talimatlari takip edilerek mikroRNAlar, total RNAdan izole edilmis ve yeni nesil
sekanslama i¢in hazirlanmigtir (http://genoseq.ucla.edu/images/a/a9/SmallRNA.pdf).

Kiicgiik RNA’larin ayrilmast

Orneklerin oldugu tiipler denatiirasyon igin 3 dakika 70 °C’de 1s1 blogunda bekletilir ve

stire sonunda ornekler buza alinir.

Markerlarin hazirlanmasi:

Kullanilan iki markerdan biri, UV 1s1k altinda 1s1ma veren Abnova Small RNA marker’dir.
(Kat. No: R0O007) 1 ul Abnova marker iizerine 4 pl RNAazsiz H,O eklenir. 5 pl 2x
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yikleme tamponu (loading dye) eklenerek 1x’e seyretilir ve 5 dakika 80 °C’de 1s1
blogunda denatiire edilir.

Ikinci marker Biodynamics DynaMarker® Prestain Marker for Small RNA (Kat. No:
DM250), 10 ul kullanilir. Jelin ilk kuyusuna yiiklenen bu marker, elektroforez sirasinda
ilerleyen ornekleri kontrol etmeye olanak saglar. 5x TBE yiriitme tamponu DEPC
muameleli su ile 500 ml’ye tamamlanarak 1x’e seyreltilir, bu tampon ile jel sistemi
doldurulur. 2,5 ml’lik enjektorler yardimiyla jelin kuyucuklar1 yikanir, enjektore gekilen
tampon, kuyucuklara birakilarak kuyucuklarda hava, iire ve akrilamid kalintis1 kalmamasi
saglanir. %15 TBE-Urea jelin, (Invitrogen, 1.0 mmx10 well Kat no: EC6885 BOX) her
kuyucuguna 2X yiikleme boyasi ile birlikte toplam hacmi 30-40 ul olacak sekilde 20-50 pg
total RNA yiiklenir.

Jel, 180 V’ta 1 saat 30 dakika elektroforezde Biodynamics marker, jelin 2/3’{ine ulagincaya
dek yiriitilir. 5 ul SYBR Gold niikleik asit boyast (Invitrogen Kat. N0:S11494) 50 ml
DEPC’li su ile hazirlanan 1x TBE iginde ¢oziiliip tanka alinir. Elektroforezde yiiriimesi
tamamlanan jel, spatula ile kenarindan kanirtilarak jel kasetinden g¢ikarilir. Kesilen jel
SYBR Gold iceren tank igine alimip 40 dakika calkalayicida hafifce sallanir. Jel
goriintiileme cihazina alinan jelde, UV 1s1k altinda 1sima veren marker ABNOVA
sayesinde 21 baza denk gelen yerde olgun miRNAlarin goriiliir, bant bistiiri ile kesilerek
ependorf tiiplere alinir. MikroRNA igeren jel bantlari tartilir, miktarm 6 kat1 hacimde 0,4
M NaCl tiiplere eklenir. Pipet ucu ile jel parcalari ezilip kuru buza gomiilerek jelin fiziksel
soka maruz kalmasi saglanir, donan orneklerin ¢oziinmesi beklenip g¢alkalayicida gece

boyu sallanir.

Kiiciik RNA’larin presipitasyonu

Ertesi glin karistiricidan alian tiipler Nanosep filtrelere alinir, 14.000 RPM’de 2 dakika
santrifiij edilir. Onceki giin eklenen NaCl miktarmna ayarlanan pipet ile pelete dokunmadan

ornek cekilip yeni bir tiipe konur. Onceki giin eklenen NaCl miktarindan daha az elde

39



edildigi takdirde pipet ayar kiiciiltiilerek hacim saptanir. Ornek basma 1 pl Glikojen (20
mg/ml) eklenir. (Glikojen miktart 6rnek hacminden bagimsizdir.) Filtreden gegirilen
ornegin 3 kat1 hacminde Etanol tiiplere eklenir, -20 °C’de 4 saat bekletilir. 4 saat sonunda
aliman Ornekler, 30 dakika +4 °C’de 13.000 RPM’de santrifiij edilir. Supernatant
uzaklagtiritlip alkol kurutulduktan sonra 13 pl Rnazsiz H,O eklenip hafifce pipetleme
yapilir.

Birinci ligasyon

20 ul’lik ligasyon reaksiyonu buz iizerinde kurulur (Cizelge 3.4). 13 pl RNA, 2 ul 10x
ligaz tamponu, 3 ul DMSO (linkerlarin birbirine yapigmasint engeller), 1 pl 3’ adaptor
MODBAN (100 uM), 1 ul Ligaz eklenip hafifce pipetleme yapilarak karistirilir, termal
cycler cihazinda 25°C’de 1-2 saat inkiibe edilir.

Cizelge 3.4. Birinci ligasyon reaktifleri

RNA oo 13 ul
10X 1igaz tampoNU........ccccerveeereeresieseese e 2 ul
DMSO ...t 3ul
3’ adaptor MODBAN (100 pM).....ccceevvvennnennnen. 1 ul
RNA Ligaz (Biolabs, Kat No: M0242)......... 1 ul

Buza alinan tiiplere 20 pul 2x yiikleme boyas1 eklenir. ABNOV A marker hazirlanir. 5Xx TBE
yirlitme tamponu 400 ml’de DEPC’li su ile 1x’e indirilir. %15°1lik iireli jel sisteme
yerlestirilir ve kaset sistemi yiiriitme tamponu ile doldurulur. Es zamanli olarak 6rnekler 65
°C’de 1s1 blogunda 3 dakika denatiire edilir. ABNOVA marker 5 dakika 80 °C’de inkiibe
edilir. Enjektor ile jel kuyucuklart yikandiktan sonra, markerlar ve ornekler kuyucuklara
yiiklenir. 1,5 saat 180 V’ta 6rnekler elektroforezde yiiriitiiliir, yiiriimenin tamamlanmasina
az bir siire kaldiginda 50 ml 1x TBE-DEPC’li su igerisinde SYBR Gold ¢oziiliip tanka

konur. Yiiriimesi tamamlanan jel, kasetten ¢ikarilip tanka alinir ve 40 dakika ¢alkalayicida
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hafifge sallanir. 40 dakika sonra jel, goriintiilleme cihazina alinir, yaklasik 40 baz hizasinda
linkerlarin baglandigt miRNA bantlarinin goriilmesi beklenir. Bantlar, UV altinda kesilip
yeni tiiplere alinarak tartilir ve jel pargalart miktarinin 6 Kat1 hacimde 0,4 M NaCl eklenir.
Pipet ucu ile jel pargalar1 ezilip, kuru buza goémiilerek jelin fiziksel soka maruz kalmasi

saglanir ve donan 6rnekler ¢oziildiikten sonra gece boyu calkalayicida sallanir.

Birinci ligasyon sonrast RNA presipitasyonu

Calkalayicidan alinan tiipler Nanosep filtrelerden gegirilip 14.000 RPM’de 2 dakika
santrifiij edilir. Pelete dokunmadan 6rnek ¢ekilip, yeni tiipe alinir. Elde edilen hacmin 3
kat1 saf EtOH ve 1 pl glikojen (20 mg/ml) eklenir. Ornekler -20 °C’de 4 saat bekletilir ve
+4 C’de 30 dakika 13.000 RPM’de santrifiij edilir. Supernatant dokiiliir, 10 saniye kadar
kisaca santrifiij edildikten sonra alkoliin buharlasmasi i¢in beklenir. 13 pl Rnazsiz suda

hafifce pipetleme yapilarak pelet ¢oziliir.

Ikinci ligasyon

20 pl’lik ikinci ligasyon reaksiyonu karigimi termal cycler cihazinda 37 °C’de 1 saat

inkiibe edilir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Ikinci ligasyon reaktifleri

37 1igasyon UITNT.......eeeeveeeeieieeeieeeeieeeeieeeevee et 13 pul
10X T4 RNA 1igaz tamponU........ccccevveiieeiieiie e ciee e 2 ul
DIMSO ... ittt 2 ul
100 uM RNA 5’ linker oligoniikleotit “Nelson’s Linker”... 1 ul
T4 RNA ligaz(Biolabs Kat. No: M0239L).........cccceveveiiinnnne 2ul
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Her tiipe 100 ul 10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA, 0,4 M NH,Asetat eklenir. Ornekler
tizerine 120 ul Fenol eklenip (120 pl = 20 pl ligasyon reaksiyonu + 100 pl Tris-EDTA
karisimi) tiipler 5 saniye vortekslendikten sonra bir kag¢ dakika oda sicakliginda bekletilir.

13.000 RPM’ de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilip iist faz yeni bir tiipe alinir, tizerine 120
ul kloroform eklenip 5 sn vortekslenir.

13.000 RPM’ de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilir, tist faz (120 pl) alinip yeni bir tiipe
konur ve tizerine 1 ul glikojen eklenir. 3 kat1 hacimde (120x3=360 ul) saf EtOH eklenerek
gece boyu -20 °C’de bekletilir.

Ikinci ligasyon sonrast RNA presipitasyonu

Ertesi giin -20 °C’de muhafaza edilen 6rnekler 12.000 g 30 dakika +4 °C’de santrifiij

edilir, supernatant uzaklastirilir ve alkol kurutulur. Pelet 6.3 ul suda ¢oziiliir.

Ters transkripsiyon

6.3 ul RNA ligasyon iriini ve 4,2 ul 5uM BanOne eklenerek 10.5 pl annealing
(baglanma) reaksiyonu kurulur. Karisim 72 °C’de 2 dakika inkiibe edilir, 20 °C’de 1
dakika santrifiij edildikten sonra 2 dakika buzda bekletilir.

30 pul 5x first strand buffer ( 15 pl 10x first strand buffer + 15 pl su), 15 ul 20 mM DTT,
15 ul ANTPs (10 mM ) eklenerek “RT Kokteyl” hazirlanir. Bu Karisimdan 6rnek basina 8,4

ul eklenerek toplam hacim 18,9 ul’ye tamamlanir.

Her ornekte 9 ul olacak sekilde iki tlipe boliiniir: +RT kontrol i¢in:1 pl (200 U) Rnaz H
RT, -RT kontrol i¢in 1 ul su eklenir. 4 adet tiip, 1 saat 42 °C’de inkiibe edilir.
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c¢DNA’nin PCR ile amplifikasyonu

100 ul’lik PCR reaksiyonu kurulur: 5 pl first strand cDNA ya da —RT kontrol, 70 pl su, 10
ul 10 x PCR Buffer, 6 ul 25 mM MgCl, (son kons: 1,5mM MgCl;), 2 ul 10 mM dNTP, 1
ul 100 uM 5> PCR BanTwo, 1 ul 100 uM 3° PCR BanOne, ve 5 pl Taq polimeraz.

PCR Kosullarti:

96 °C 1 dakika, (96 °C 10 saniye, 50 °C 60 saniye, 72 °C 20 saniye), 27 siklus, 72 °C 3
dakika, 10 °C sonsuz.

c¢DNA’nin jelden saflastirilmast

%4’lik Metaphor agaroz jel hazirlanir: 150 ml 1x TBE iceren erlen, buza gémiiliip 15
dakika sogutulur. Tartilan 6 gr agaroz yavas yavas TBE’ye eklenir ve manyetik
karigtiricida karigtirllarak homojen siispansiyon haline gelmesi saglanir (10-15 dakika).
Tamamen ¢oziildikten sonra yine manyetik karistiricida karistirilarak — sogutulur.
Konsantrasyonu 10 mg/ml olan EtBr’den 5 pl eklenir. Polimerlesen jele, 100 pl drnege 20
ul 6x yiikleme boyasi eklenip, bir kuyuya 40 ul olacak sekilde her 6rnek 3 kuyuya
yiiklenir.

Jel 100 V’ta 1 saat elektroforezde yiiriitiliir. UV altinda goriintiilenen jelden, 70 bg
hizasindaki bantlar bistiiri ile kesilerek tiiplere alinir. Qiaex Il Gel Extraction (Qiagen) Kit
talimatlart dogrultusunda jelden DNA ekstraksiyonu gerceklestirilir. Protokol sonunda
ornek peleti 5 dakika buz iistiinde kurutulur. Ornekler 30 pl suda ¢oziiliir, 13.000 RPM’de
30 saniye santrifiij edilir. DNA su fazina gegtigi i¢in Supernatant yeni PCR tiipiine alinir.

Devam eden agamada, 454 sekansinda bu 30 pl’den 1 pl alinarak sekans PCR’1 kurulur.
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454 PCR primerleri ile amplifikasyon

100 pl’lik PCR reaksiyonu kurulur. PCR diriinii hari¢ geri kalan malzemelerle 3 kat
hacimde kokteyl hazirlanir (iki 6rnek ve bir negatif kontrol). En son 1’er ul saflastirilmis

PCR iirtint eklenir.

1 pl saflastirilmig PCR dirtind, 10 pl 10x PCR Tamponu, 6 ul 25 mM MgCl;, (son
konsantrasyon: 1,5 mM), 2 ul 10 mM dNTP (son konsantrasyon: 0,2 mM), 1 ul 20 uM 5’
454 PCR primer, 1 ul 20 uM 3’ 454 PCR primer, 5 ul Taq polimeraz ve 74 ul su eklenir.

PCR kosullari: 96 °C 1 dakika, (96 °C 10 saniye, 50 °C 60 saniye,72 °C 20 saniye) 15
siklus, 72 °C 3dakika ve 10 °C sonsuz.

%2’lik 150 ml Metaphor agaroz jel hazirlanir, PCR firiinleri 20 pl 6x yiikleme boyasi
eklendikten sonra 40’ar pl 3’er kuyuya yiiklenir.

Jel yiiriimesi tamamlandiktan sonra Qiaex Il Gel Extraction (Qiagen) Kit talimatlar1 takip
edilerek jelden DNA ekstraksiyonu gergeklestirilir. Protokol sonunda 5 dakika buz iistiinde
kurutulan &rnek peleti, 30 pl suda ¢oziiliir. 13.000 RPM’de 30 saniye santrifiij edilir. Ust
fazda bulunan DNA, yeni PCR tiipiine alinir. Nanodrop’ta spektrofotometrik olarak 260
nm’de DNA miktart 6l¢iiliir. 1 pl saflagtirilmis DNA 6rnegi %2’°lik agaroz jelde kontrol

edilir.

Yeni nesil sekanslama icin, Roche 454 Genom Sequencing FLX platformu kullanilmistir.
Bu platformda once 6rnek kiitliphanesi olusturulur. Ardindan emiilsiyon PCR olarak
adlandirilan, her bir yag taneciginin ig¢inde bir reaksiyonun gerceklestigi PCR asamasi
gerceklestirilir. Emiilsiyon PCR  kismi, Ornegin amplifikasyonu, toplanmasi ve
zenginlestirilmesi olmak {izere 3 basamaktan olusur. Sonrasinda zenginlestirilmis 6rnekler

sekanslanmak iizere cihaza yiiklenir.
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Amplikon kiitiiphanesi hazirlanmasi ve saflagtirilmast

Amplikon kiitiiphanesi hazirlanmas1 asamasi Hannon Protokoliine dahil olarak (454
Sekansi baslig1 altinda) gergeklestirilmistir. Hannon Protokolii sonunda 30 pl suda ¢oziilen
DNA ornekleri (fog-2(q71) oositleri ve fog-2(q71) karisik erken evre embriyolar) yapilan
son PCR sonras1 ortamda kalan primer, niikleotit kalintilarindan arindirilir. Bunun i¢in 70-
100 b¢ uzunlugundaki amplikonlar1 tutan Ampure Bead’ler (boncuklar) kullanilmis ve
“Amplicon Library Preparation Method Manual, GS FLX Titanium Series October 2009

talimatlar1 takip edilmistir.

22 ul alinan 6rnekler tizerine 72 ul Ampure boncuk eklenir. Vortekslenip 10 dakika oda
sicakliginda bekletilen tiipler manyetik partikiil toplayiciya (Magnetic Particle Collector,
MPC) yerlestirilir. 70-100 b¢ uzunlugundaki amplikonlar1 tutan boncuklarin manyetik
olarak ¢ekilmesiyle kenarda kalan sivi artiklar uzaklagtirilir. 200 pl %70’lik EtOH ile iki
defa yikanan tiipler 37 °C 1s1 bloguna alinir. Yaklasik 1 dakika bekletilir, boncuklarin
kuruyup g¢atlamamasina dikkat edilir. 10 pl Tris-EDTA (TE) 6rnekler iizerine eklenerek

DNA’nin boncuklardan ayrilmasi saglanir.

cDNA kiitiiphane konsantrasyonunun belirlenmesi

Ampure boncuklar ile 70-100 b¢ uzunlugundaki amplikonlar saflastirtlir. Cift zincirli
DNA’ya baglanan Picogreen belirteciyle hazirlanan standart grafik araciligiyla 6rneklerin
DNA miktar1 Perkin Elmer VICTOR®V 1420 Multilabel Counter cihazi kullamlarak
kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Picogreen belirteci, 475-505 nm araliginda uyarilir ve

520- 550 nm araliginda 1s1ma verir.

Standart grafik, konsantrasyonu bilinmeyen bir 6rnegin konsantrasyonunu belirlemek i¢in
kullanilir. Belirli dilisyonlarda hazirlanan standart bir ¢ozeltinin absorbans olgiimii
yapilarak bir absorbans-diliisyon grafigi olusturulur ve 6rnegin absorbansi esas alinarak

grafik yardimiyla ¢akistig1 konsantrasyon belirlenir.
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Standart grafik hazirlanirken diliisyon i¢in 1x TE kullanilir. Tipler hazirlanirken 6nce 2.
tiipten 8. tiipe kadar hepsine 300 ul TE konur. Sonra, hazirlanan bir 6nceki tiipten digerine
300 ul eklenerek seyreltme gergeklestirilir. 99 ul TE ve 1 pl 6rnek ile 100 pl’lik karigim

Olctilmek tlizere hazirlanir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Standart grafik i¢in picogreen belirteci ile hazirlanan seyreltmeler

Tiip numaralar: TE miktar

Tip 1 594 ul TE + 6 ul DNA (100x)
Tiip 2 300 ul TE + 300 pl 1. Tiip karigimi
Tip 3 300 pul TE + 300 pl 2. Tiip karisimi
Tip 4 300 pul TE + 300 pl 3. Tiip karisimi
Tip 5 300 pul TE + 300 pl 4. Tiip karigimi
Tiip 6 300 ul TE + 300 pl 5. Tiip karigimi
Tiip 7 300 ul TE + 300 pl 6. Tiip karigimi
Tiip 8 300 ul TE + 300 pul 7. Tiip karisimi
Embriyo 99 ul TE + 1 pl Embriyo 6rnegi
Oosit (Germline:GL) 99 ul TE + 1 pl Oosit 6rnegi

6 ul Picogreen, 1194 ul TE iginde ¢oziilerek 200 kat seyreltilir. Olgiim igin kullanilacak
plakaya sirasiyla 1’den 8’e numaralanmis tiiplerden 100’er pl, ardindan 100 pl Embriyo ve
sonra 100 pl Oosit drnegi yiiklenir. Her kuyucuga 100’er ul Picogreen eklenir. Olgiim

sonuglar1 Excel dosyasina kaydedilir ve standart grafik ¢izilir.

Amplikonlar deneyin ilerleyen asamalarinda boncuklara tutunacagi icin DNA miktar
molekiil olarak hesaplanir. Talimatlar geregince 6rnek DNA molekiil miktarlar 107’ye
seyreltilir. Seyreltme asamali olarak gerceklestirilir. Once 10° sonra 107 yapilarak
prosediire devam edilir. Prosediirde belirtilen formiil ile hesaplamalar gergeklestirilir. 10°

yapmak igin,

Embriyo igin 1,57.10" molekiil /pul -1= 14,7 ul TE +1 ul Embriyo

10°
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Germline igin 1,61.10" molekiil /pl -1= 15,1 pl TE + 1 pl Germline

10°
Yukaridaki esitlikten elde edilen miktarda TE ve 1 pl 6rnek PCR tiipiinde karistirilarak 10°

molekiil/ul 6rnek elde edilir. Sonraki asamada iki 6rnek igin, 2 pl 10 + 198 ul su ile 10’
molekiil/ul DNA elde edilir.

Emiilsiyon PCR

Roche 454 Sequencing GSFLX Titanium Serisi emPCR Metod Manueli- LIB-A MV
(October 2009, Rev. Jan 2010) talimatlart dogrultusunda asagida belirtilen basamaklar
takip edilerek gergeklestirilir.

-Reaktif ve emiilsiyon yaglarinin hazirlanmasi: Reaktiflerin hazirlanmasi, emiilsiyon
yaglariin hazirlanmasi, mock amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi, live amplifikasyon

karisiminin hazirlanmasi

-DNA kiitiiphanesinin yaglarin igine girmesi
-Emiilsifikasyon

-Amplifikasyon

-Boncuklarin geri toplanmasi: vakum aracilifiyla emiilsiyonlarin toplanmasi ve ilk

yikamalar, boncuklarin yikanmasi ve geri kazanimi
-DNA Kkiitiiphanesi boncuklarinin zenginlestirilmesi

-Sekans primerinin baglanmasi

Reaktif ve emiilsivon vaglarinin hazirlanmasi

-DMSO benzeri 6zellik gosteren, amplikonlarin birbirine yapismasini engelleyen, PCR

additive 55 °C 1s1 blogunda ¢6ziiliir, arada vortekslenir.
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-Emiilsiyon yaglarinin oldugu 4 tiip, 28 Hz’te 2 dakika Tissue Lyser'da (doku pargalayici

cihaz) calkalanir.

-5X Mock Mix’ten 1 ml alinip tlizerine 4 ml su eklenerek 1x’e seyreltilir. Emiilsiyon yag

tiiplerine 1’er ml Mock Mix eklenir. 28 Hz’te 5 dakika ¢alkalanir.

-Live Mix ig¢in, 2 tane 15 ml’lik konik tiipe asagidaki reaktifler eklenir. Live

amplifikasyon karisimi igerigi Cizelge 3.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Live amplifikasyon karigimi igerigi

A B
600 pl su 685 ul su
390 ul amp. kKarigimi 390 ul amp. karigimi
115 pl A primeri 30 pl B primeri
750 ul PCR additive 750 ul PCR additive
100 pl enzim 100 pul enzim
2,5 ul PPiase 2,5 ul PPiase

-1 ml 10x boncuk yikama tamponu, 9 ml su ile 1x’e seyreltilir.

-PCR reaksiyonunun gerceklesecegi DNA yakalama boncuklar1 (DNA capture bead)
vorteklenir ve 4 tane 1,5 ml’lik konik tiiptin iki tanesine 230 pl Boncuk A, diger ikisine
230 ul Boncuk B olacak sekilde konur, boncuklar ¢oktiiriiliip supernatant uzaklastirilir, 1x
boncuk yikama tamponuile boncuklar iki defa yikanir. Boncuklar iizerine 80 ul 1x boncuk

yikama tamponu eklenmistir.

-Amplifiye olmus DNA kiitiiphanesi ¢ozilir. (230 ul’de 6,8 .10°  molekiil boncuk

bulunur)

Bir kiitiiphanedeki DNA miktari (ul) = Bead basina tutunan DNA miktari (4-6) x 6,8 .10°

Kiitiiphane konsantrasyonu (molekiil/pl)
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DNA miktart = 5 molekiil/boncuk x 6,8 .10° boncuk = 3,4 ul DNA

10" molekiil/ul

-Boncuklar iizerine 3,4 ul DNA eklenir.(4 tiip: 2 tane Embriyo-A ve B, 2 tane GL-A ve B)

-Live amplifikasyon kokteyllerinden 875 ul 6rnek tiipleri tizerine eklenir.

Emiilsifikasyon

Yagm bulundugu 4 tiipiin ikisi Embriyo, ikisi Germline olarak isimlendirilmistir. iginde
kokteyl bulunan eppendorf tiiplerden yaklasik 500°er pl iki tiipe boliindiigiinde bir tiipte
hem boncuk A hem boncuk B bulunur. Tipler 12 Hz’te 5 dakika ¢alkalanir.

Amplifikasyon

Iki 6rnek igin iki ayr1 96’lik PCR plakaya her kuyucuga 100 ul olacak sekilde &rnekler
yiiklenir. EmPCR amplifikasyon kosullar1 Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. EmPCR amplifikasyon kosullar1

Basamak Sayist Sicaklik Siire
1 94 °C 4 dakika
2 94 °C 30 saniye
3 58 °C 4:30 dakika
4 68 °C 30 saniye
5 2-4. basamak 50 siklus
6 10 °C Sonsuz
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Yaklasik 6 saat siiren PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra her bir kuyudaki faz ayrimi
kontrol edilir. Faz ayrimi belirgin olmayan, bulutsu goriiniime sahip olan kuyucuklardaki

ornekler ilerleyen asamalarda kullanilmamalidir.

Boncuk kazanimi

Kuyucuklardaki 6rnekler 50 ml’lik konik tlipe toplanir. Kalintilar1 toplamak i¢in her bir
kuyuya 100 pl izopropanol eklenip gekilir.

Hortum sistemindeki kalintilar1 toplamak i¢in 5 ml izopropanol cekilir. Orneklerin

toplandigi tiipler izopropanol ile 40 ml’ye tamamlanur.

Sekil 3.2. Vakum sistemi

930 g’de 5 dakika santrifiij edilerek boncuklarin dibe ¢okmesi saglanir. Supernatant
uzaklastirildiktan sonra 20 ml Enhancer fluid eklenir, boncuklar ¢6ziinene dek
vortekslenir, 930 g’de 7 dakika santrifiij edilir ve supernatant uzaklastirilir. Ayn1 islemler
35 ml izopropanol ile 2 defa tekrar edilir, sonra 35 ml EtOH ile ardindan 20 ml Enhancer
Fluid ile gergeklestirilir. Son asamada tlip dibinde yaklasik 2 ml birakilir. Boncuklarin
¢oziindiigiinden emin oluncaya dek vortekslenir. Ornekler 50 ml’lik tiiplerden 1,5 ml’lik
konik tiiplere alimir. 50 ml’lik tiipte kalanlar 600 pul Enhancer Buffer ile yikanarak 1,5
ml’lik konik tiiplere toplanir. Coktiiriilen boncuklar iizerinden supernatant uzaklagtirilir. 2
defa 500 pul Enhancer Buffer eklenerek yikama gergeklestirilir ve en son 500 pl Enhancer

Buffer’da pelet ¢oziiliir.
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DNA kiitiiphanesi boncuk zenginlestirilmesi

9875 ul molekiiler kullanima uygun suya 125 pl 10 N NaOH eklenerek c¢ift zincirli

DNA’nin tek zincirli hale gelmesini saglayan melting soliisyonu hazirlanir.

500 ul Enhancer buffer igeren tiipten iist faz uzaklastirilir ve 500 pl melting soliisyonu
eklenir. Kisaca santrifiij edilen 6rnekler 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tist
faz uzaklastirilir. Bu islem iki kere tekrarlanir. Ust faz uzaklastirildiktan sonra 1 ml
Annealing buffer eklenir. Santrifiij edilip liste faz uzaklastirilir, ayn1 islem bir kez daha

tekrarlanir.

Boncuk kazanimi yiizdesi hesaplanir. 500 ul Annealing buffer i¢indeki 6rnek vortekslenir
ve Beckman Coulter Particle Counter cihazinda boncuk sayimi yapilir. 10 ml izoton
cozeltisine 3 pl boncuklardan eklenip cihazda sayim yapilir. % 85’in {zerindeki

kazanimlar prosediire devam etmek igin yeterlidir.

Boncuk sayimmi yapildiktan sonra protokol kitapgiginda belirtilen formiil kullanilarak %

boncuk kazanimi hesaplanir.

% Boncuk kazanim: = Kazanilan boncuk sayis1 X 100

Toplam boncuk Sayist (13,6 x 10°)

Ornek tiipleri kisaca santrifiij edildikten sonra supernatant uzaklastirilir, 30 ul Annealing
Buffer XT eklenip vortekslenir. A boncuklarinin bulundugu tiiplere 12,5 pl Enrichment
Primer A, B boncuklarinin oldugu tiiplere ise 12,5 ul Enrichment Primer B eklenir ve
tiipler 5 dakika 65 °C 1s1 blogunda, ardindan 2 dakika buz tizerine bekletilir. Tiipler tizerine
500 pl Enhancer Buffer eklenir, vortekslenip kisaca santrifiij edildikten sonra supernatant
uzaklagtirilir, bu islem 3 kere tekrarlanir. Her Ornek tiipiine 800 ul Enhancer Buffer

eklenir, vortekslenerek drneklerin ¢oziilmesi saglanir.
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Enrichment boncuklar miknatislidir ve streptavidin tasir. Amplifiye olmus ve tek zincire
indirgenmis amplikonlarin tasidig1 biotinler ile etkileserek orneklerin amplifiye olmamis

kalintilardan saflastirilmasini saglar.

1 dakika vortekslenerek Enrichment beadlerin tamamen ¢oziilmesi saglanir. Her tiip i¢in 80
ul olacak sekilde toplam 320 pl enrichment boncuk 1,5 ml’lik bir tiipe alnir, (4 tiip:
Embriyo A ve B, Oosit A ve B) Tiipler manyetik partikiil toplayici aparata yerlestirilir,
supernatant uzaklastirilir. Uzerlerine 1 ml Enhancer Buffer eklenip vortekslenir ve tiip
manyetik aparata yerlestirilip supernatant uzaklastirilir. Bu iglem bir kez daha tekrarlanir,

manyetik aparattan alinan her tiipteki pelet tizerine 40 pl Enhancing Fluid XT eklenir.

Ornekler boncuk igeren tiiplere eklenir. Tiipler oda sicakhiginda 5 dakika dairesel
karistiricida gevrilir. Tlipler manyetik aparata yerlestirilir, 3-5 dakika bekletilir. Bir kag kez
manyetik aparat ters yliz edilir ve supernatant uzaklastirilir. 1 ml Enhancing Fluid XP
eklenip vortekslenir, manyetik aparata yerlestirilip supernatant uzaklastirilir. Eklenen
Enhancing Fluid berrak goriinene dek 12-13 kez 1 ml Enhancing Fluid XP eklenip,

vorteklenip ¢oktiiriiliir ve gittikce kiiciilen pipetlerle supernatant uzaklastirilir.

Sonrasinda 700 pl melting soliisyonu eklenir, vortekslenip manyetik aparata alinir. 2-3
dakika bekletildikten sonra amplifiye olmus boncuklarin 6rneklerden ayrilmasi saglanir.
Bu islem iki kere tekrarlanip zenginlestirilmis DNA boncuklarini igeren list faz yeni bir
tiipe alinir (700+700=1400 ul). Boncuklarin ¢okmesi saglanip iist faz uzaklastirilir. 500 pl
Annealing buffer eklenip vortekslenir, ¢oktiiriiliip supernatant uzaklastirilir. Bu islem bir
kez daha tekrarlanir. 120 ml Annealing buffer boncuklar iizerine eklenerek peletin
¢oziinmesi saglanir. Bu asama ile EmPCR amplifikasyonu basari ile gergeklesen boncuklar

elde edilir.
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Sekans primerinin baglanmas

Sekans primerleri ¢6ziiliip vorteklenir ve buz tizerine alinir. 25 ul Sekans primeri A ve 25
ul Sekans primeri B, 120 ml Annealing buffer igeren boncuklar {izerine eklenir.
Vortekslendikten sonra 5 dakika 65 °C 1s1 blogunda, 2 dakika buz iizerinde bekletilir.
Uzerlerine 1 ml Annealing buffer eklenir, vortekslenip, ¢oktiiriiliip, supernatant
uzaklastirma iglemi 3 defa tekrarlanir. 1 ml Annealing buffer eklenip karigtirilir. 10 ml
izoton ¢ozeltisine 3 pl boncuk eklenip partikiil sayim cihazinda beadler sayilir, % boncuk

kazanimi hesaplanir. % 5-20 arasindaki kazanimlar yeterlidir.

GS FLX cihaz hazrligi

“Sequencing Method Manual for the GS FLX+Instrument GS FLX+ Series-XLR70 Kit
Agustos 2011” protokol talimatlarinca cihazin 6n yikamalar1 yapilir, drnekler pikotitre

plakaya yiiklenir.

GS FLX Titanium Sequencing Kit XLR70’in The Sequencing XLR70 reaktifi, kit
protokoliinde tarif edildigi gibi sekans prosediiriinde kullanilmadan 6nce buzu ¢oziiliir.
Ayrica Titanium boncuk tamponu, 1s1ya hassas bir enzim olan Apiraz i¢erdigi i¢in 6nceden

sogutulur.

On yikama: Daha 6nce gerceklestirilen sekansin kartusu cihaz i¢inde bulunur. Kullanilmis
reaktifler uzaklastirilir ve reaktif kasetleri yenilenir. igleri 6n yikama tamponu ile
doldurulur, borular tiipler icerisine yaklastirilir ve kapak kapatilir. Bilgisayardan 6n yikama

modu segilerek yikama baslatilir. On yikama esnasinda pikotitre plaka hazirlanir.

Bead (boncuk) buffer 2 (BB2) hazirlanmast: 1.2 ml Titanium supplement CB, 200 ml

onceden sogutulup igine Titanium boncuk tamponu eklenip hafifge karistirilir. 34 pl

Apiraz enzimi Titanium boncuk tamponu ve Titanium supplement CB karisimina eklenir.
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Karigim boncuk tamponu 2 olarak etiketlenip buza alinir. Pikotitre plakanin barkod

numarasi kaydedilir.

Boncuklarin hazirlanmast:. Sistemde her biri ayr1 hazirlanma prosediiriine ihtiya¢ duyan 4

¢esit boncuk bulunur. NGS platformu igin kullanilan boncuklar ve fonksiyonlar1 Cizelge

3.9’da gosterilmektedir:

Cizelge 3.9. NGS platformu i¢in kullanilan boncuklar ve fonksiyonlari

Boncuk Tipi Fonksiyonu

DNA boncuklar Sekansi yapilacak DNA 6rnegini tasir.

Enzim boncuklar Immobilize enzim bilesenlerini tasir.

PPiase boncuklar Her bir niikleotit akisindan sonra kalintilar1 ortadan kaldirir.
Packing (paketleme) Sekanslama sirasinda tiim immobilize bilesenleri dengeler.
boncuklar

Packing (paketleme) boncuklarinin hazirlanmasi: Paketleme boncuklar1 1 ml BB2 ile
10.000 RPM de 5 dakika santrifiij edilerek 3 kere yikanir. 3. yitkamanin ardindan 550 pl
BB2 tiiplere eklenerek buza kaldirilir.

DNA boncuklarinin hazirlanmas: (6rnek ve kontrol icin): Ormek DNA boncuk sayisi,
Cizelge 3.10°da belirtilen boyutlarda segilir. Belirtilen miktarlarda boncuk kullanmak i¢in
ornek boncuklardan ne kadar hacimde alinacagi hesaplanir. Her bélge (region) igin
2.000.000 boncuk olmasi1 gerektiginden; (30 pl’de 2.000.000 boncuk olmasi igin
orneklerden alinan hacimler hesaplanir.) DNA boncuklar: inkiibasyon karigiminin igerigi
Cizelge 3.11°de, DNA boncuklarinin DBIM ile seyreltilmesi i¢in gereken reaktif miktarlari
ise Cizelge 3.12’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.10. DNA boncuklarinin hazirlanmasi

Yiiklenen bolge (region) boyutu Biiyiik
Pikotitre plaka boyutu 70 X75 mm
Her bélge igin yiiklenecek DNA kiitiiphanesi boncuk sayist 2.000.000 (x2)
Kontrol DNA boncuklarinin hacmi (ul) 20 (x2)
Santrifiigasyon sonrast hedef son hacim (ul) 50 (x2)

Embriyo 6rneginden 48 ul, oosit 6rneginden 60 pl’den 30’ar pl alindiginda 2.000.000

boncuk bulunur. Uzerlerine 20°ser ul kontrol DNA boncuklarindan eklenerek son hacim

50 pul’ye tamamlanir.

Boncuklar 1 dakika mikrosantrifiijde ¢evrildikten sonra tiipler 180° dondiiriiliip tekrar 1

dakika santrifiij edilip, supernatant uzaklastirilir.

Cizelge 3.11. DNA boncuklar1 inkiibasyon karigiminin hazirlanmasi

Yiiklenen bélge (region) boyutu Biitiin boyutlar
Pikotitre plaka boyutu 70 X75 mm
BB2 (ul) 1570
Polimeraz kofaktérii (ul) 150

DNA polimeraz (ul) 300

Total hacim (ul) 2020

Her bir DNA tiipii iizerine asagida belirtilen miktarda DBIM eklenip karistirilir. Tiipler 15

dakika dairesel karistiricida gevrilir.
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Cizelge 3.12. DNA boncuklarinin DBIM ile seyreltilmesi

Yiiklenen bélge boyutu Biiyiik
DNA boncuklart (ul) 50 (x2)
DBIM (ul) 950 (x2)
Toplam hacim (ul) 1000 (x2)

Enzim ve ppiase boncuklarinin hazirlanmast (boncuk katmam: 1,3 ve 4): Boncuklar
vortekslenip manyetik toplayici aparata yerlestirilir, 30 saniye bekletilip bir kag kez alt {ist
edilir, 30 saniye beklenerek boncuk peleti olusmasi saglanir. Dikkatlice supernatant

uzaklastirilir.

Enzim boncuklar1 3 kere 1 ml BB2 ile vortekslenip supernatant uzaklastirilarak yikanir. 3.
yikamadan sonra 1 ml BB2 her enzim tiipiine eklenir, vortekslenerek pelet ¢oziiliir ve buza
kaldirilir. Ppiase boncuklari 500 pl BB2 ile vortekslenip supernatant uzaklastirilarak
yikanir. 3. yikamadan sonra 500 pl BB2 her PPiase tiipiine eklenir, vortekslenerek pelet

¢Oziiliir ve buza kaldirilir.

Boncuklar, boncuk katmani 1,3 ve 4 i¢in Cizelge 3.13’teki gibi hazirlanir.

Cizelge 3.13. Enzim ve Ppiase boncuklarin boncuk katmani 1,3 ve 4 i¢in hazirlanmasi

Boncuk katmani 1 3 4
BB2 (ul) 3250 2500 3340
Enzim boncuklart (ul) 550 1300 --
PPiase boncuklart (ul) -- -- 460
Total hacim (ul) 3800 3800 3800

DNA ve paketleme boncuklarimin birlestirilmesi (boncuk katmani 2): DNA boncuklarinin

DBIM ile inkiibasyonu tamamlandiktan sonra BB2 ile paketleme boncuklarinin yikamasi
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gerceklestirilir. Cizelge 3.14’te belirtilen boncuk sayisina gore belirtilen miktarda BB2 ile

boncuklar birlestirilir ve 15 dakika oda sicakliginda dairesel karistiricida ¢evrilir.

Cizelge 3.14. Boncuk katmani 2’nin hazirlanmasi

Yiiklenen bélge boyutu Biiyiik
DNA boncuklart (ul) 1000 (x2)
Paketleme boncuklart (ul) 265(x2)
BB2 (ul) 435(x2)
Toplam hacim (ul) 1700(x2)

Boncuk depolama aygiti ile PTP cihazi ve boncuk yiikleme gasketinin birlestirilmesi: Sekil
3.3’te gosterildigi gibi gerceklestirilir.

Notch

Notch
/

Sekil 3.3. Boncuk depolama aygitinin pikotitre plaka ile birlestirilmesi

Tampon/ boncuk 4 katmamn PTP aygitina yiiklenmesi: Boncuklar, PTP {izerindeki
deliklerden enjekte edilir, santrifiigasyon ile boncuklarin PTP kuyucuklarina iyice

yerlesmesi saglanir.
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Boncuk katmani 1: Enzim boncuklari on tabaka
Boncuk katmani 2: DNA ve paketleme boncuklari tabakasi
Boncuk katmani 3: Enzim boncuklar1 son tabaka

Boncuk katmani 4: PPiase boncuklar1 tabakasi

Boncuk katmani 1’in yiiklenmesi, enzim boncuklarimin én katmani: Boncuk karisimi 5
saniye vortekslenerek karistirilir. Region (bolge) boyutu biiyiik oldugundan Cizelge
3.15’te belirtilen miktarda boncuk Sekil 3.4’te gosterildigi gibi plaka kuyularindan
yiiklenir.

Cizelge 3.15. Boncuk tabakasi 1 i¢in yiiklenecek enzim boncugu hacmi

Yiiklenen bélge boyutu Biiytik

Yiikleme hacmi (ul) 1860 (x2)

Sekil 3.4. Yiikkleme bolgesinin doldurulmasi

5 dakika 1620 g’de Boncuk depolama aygiti i¢indeki pikotitre plaka santrifiij edilir.

Boncuk katmanmi 2’in yiiklenmesi, DNA ve paketleme boncuklari: Santrifiijden alinan

boncuk depolama aygitinin kuyucugundan daha Once yiiklenen boncuklar c¢ekilip
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uzaklagtirilir. 2. boncuk tabakasi i¢in boncuk karigiminin homojen hale gelmesi saglanir.

Cizelge 3.16°da belirtilen miktarda alinarak pikotitre plakaya ytiklenir.

Cizelge 3.16. Boncuk tabakasi 2 i¢in yiiklenecek DNA ve paketleme boncugu hacmi

Yiiklenen bolge boyutu Biiytik

Yiikleme hacmi (ul) 1700 (x2)

10 dakika 1620 g’de boncuk depolama aygiti i¢indeki pikotitre plaka santrifiij edilir.

Boncuk katmani 3 ’iin yiiklenmesi, enzim boncuklarinin son katmani : Santrifiijden alinan
boncuk depolama aygitinin kuyucugundan daha once yiliklenen boncuklar ¢ekilip
uzaklagtiritlir. Deney sonunda bir aksilik olursa hata tespitini kolaylastirmak igin
supernatant saklanir. 3. boncuk tabakasi i¢in, boncuk karigimi 5 saniye vortekslenerek
homojen olmasi saglanir. Cizelge 3.17’de belirtilen miktarda boncuk alinarak kuyucuktan
pikotitre plakaya yiiklenir. 5 dakika 1620 g’de boncuk depolama aygit1 igindeki pikotitre

plaka santrifiij edilir.

Cizelge 3.17. Boncuk tabakasi 3 i¢in yiiklenecek enzim boncugu hacmi

Yiiklenen bolge boyutu Biiytik

Yiikleme hacmi (ul) 1860 (x2)

Boncuk katmani 4’tin  yiiklenmesi, PPiase boncuklari:  Santrifiijden alinan boncuk
depolama aygitinin kuyucugundan daha once yiiklenen boncuklar cekilip uzaklastirilir. 4.
boncuk tabakasi i¢in, boncuk karigiminin 5 saniye vortekslenerek homojen hale gelmesi
saglanir. Cizelge 3.18’de belirtilen miktarda boncuk alinarak kuyucuktan pikotitre plakaya
yiiklenir. 5 dakika 1620 g’de boncuk depolama aygit1 igindeki pikotitre plaka santrifiij

edilir.
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Cizelge 3.18. Boncuk katmani 4 igin yiiklenecek PPiase boncuk hacmi

Yiiklenen bélge boyutu Biiyiik
Yiikleme hacmi (ul) 1860 (x2)
Sekanslama

Sekans reaktif kasetinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi: Her Titanium tampon CB tiipiine, 6.6

ml Titanium supplement CB ve 1000 pul DTT eklenip, hafif¢e karigtirtlir.1.7 ml’lik konik
tiip icerisinde 45 p Inhibitér TW reaktifi icerisinde 5 pl Ppiase reaktifi diliie edilir.
Sekanslama reaktiflerinin oldugu tabla sogukta tutulur. Diger sekanslama reaktifleri
Cizelge 3.19°da belirtildigi gibi ilgili tliplere eklenir, Sekil 3.5’te gosterildigi gibi cihaza

yerlestirilir.

Cizelge 3.19. Sekanslama reaktifleri

Kit XLR70
Post-run wash igin sodyum klorid tablet 1 tablet
Inhibitor TW’ye eklenecek seyreltilmis PPiase hacmi 13.2 ul
Apiraz tampon i¢in Apiraz hacmi 260 ul

dATP tampon i¢in dATP hacmi 3000 pl

dATP Apyrase

Sekil 3.5. Sekans reaktifleri kasetinin yerlestirilmesi
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“Sequencing Method Manual GSFLX Titanium Series October 2009” talimatlarinca
pikotitre plaka ve kamera koruyucu 6nyiizii temizlenir, sekans programi ve diger ¢alistirma
parametreleri ayarlanir. Pikotitre plaka barkod numarasi girilir, run ismi kaydedilir.
“XLR70 Ti” (XLR70 Ti kit 70x75 PicoTiterPlate) sekans kiti segilir. Pikotitre plaka tipi “2
Region” secilir. mikroRNA sekansi yapilacagi i¢in dongii sayis1 “100 (yaklasik 250 baz)”

secilir.

Picotitre plakamn _cihaza verlestirilmesi ve sekansin baslatilmasi: Omeklerin plakaya

yiiklenmesi ve plakanin cihaza yerlestirilmesi Sekil 3.6’da gosterildigi gibi gergeklestirilir,
gerekli parametrelerin belirlenmesinin ardindan sekans baslatilir. Pirosekanslama bittikten

sonra veri cihazdan alinir ve analiz edilir.

Sekil 3.6. Pikotitre plakanin sisteme yerlestirilmesi

3.2.4. cDNA sentezi ve reverse transkripsiyon

cDNA sentezi, QTAGEN miScript PCR System talimatlarinca gergeklestirilmistir. Olgun
miRNAlarin uglarma poliA polimeraz enzimi araciligi ile poliadenil eklenir ve oligo-dT
primerleri  kullanilarak ters transkripsiyon ile c¢DNA sentezi gergeklestirilir.
Poliadenilasyon ve ters transkripsiyon bir tiipte paralel olarak gergeklesir. Oligo-dT
primerlerin 3’ uglarinda evrensel sekans dizileri bulunur. Her miRNAnin ¢cDNA’ya

amplifikasyonu sonunda ilgili amplikonun 5’ ucuna bu evrensel diziler eklenir. Bu sayede
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takip eden asamada gergeklestirilecek QPCR i¢in ilgili miRNA primerlerine eslenik

diziler, olusan amplikonlara eklenir.

cDNA sentezi i¢in 6rneklerin RNA konsantrasyonu esitlenir. Her ornek i¢in MiScript RT
tampon 4 ul, RT enzim 1 pl olacak sekilde 5 pl’lik kokteyl hazirlanir. RNA miktarinin 500
ng olmasi i¢in gerekli hacim belirlenir, ona goére su ile reaksiyon hacmi 20 ul’ye
tamamlanir. Ornekler 60 dakika 37 °C, 5 dakika 95 °C (enzim inaktivasyonu)’de termal
dongii cihazinda inkiibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirilir. Cihazdan alinan 6rnek

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

3.2.5. qRT-PCR (Es zamanh PCR)

cDNA sentezi sirasinda miScript Primer assay ile es zamanli PCR i¢in ileri primer kaliplari
olusturulur. miScript SYBR Green PCR kit i¢erisinde bulunan miScript evrensel primer de
geri primer olarak es zamanli PCR’da fonksiyon gostererek olgun miRNAlarin nicel olarak

tespitini saglar.

Gercek zamanlh kantitatif RT-PCR sonuclarinin degerlendirilmesinde 2744 formiilii

kullanilmistir.

AACt: [(2 hiicreli embriyomirna x)-2 hiicreli embriyo uig))- (8 hiicreli embriyo mirna x)- 8

hiicreli embriyouas))]

Formiilde belirtilen U18 geni referans transkript, normalizasyon geni olarak secilmistir.

Her bir miRNA ifadesi U18 ifadesi kullanilarak normalize edilir.

mMiRNAya 6zgii primerlerin cDNA iizerinde uygun bdlgeye baglanmasiyla amplikonun
logaritmik artisinin  goriilebildigi bir amplifikasyon egrisi olusur. Amplifikasyonun
gerceklesmesine paralel olarak, c¢ift zincirli DNA’ya baglanan SYBR Green floresan
boyasi 1s1ma verir. Verdigi 1sitmanin miktarr 6rnekteki spesifik transkriptin ifade seviyesini

gosterir. Floresan 1simalarin esik degerini gegtigi dongii sayis1 Ct (Cycle threshold) veya
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Cp (Crossing point) olarak isimlendirilir. Transkript ifadesi ne kadar ¢ok ise, esik degerine

o denli hizli ulasir ve Cp degeri kiiglik olan 6rnegin ifadesi fazladir.

miScript SYBR Green PCR kit talimatlar1 dogrultusunda PCR reaksiyonu gerceklestirilir.
Biitiin reaksiyonlar ikili tekrarlar halinde c¢aligilir ve her bir miRNA i¢in negatif kontrol

olarak cDNA i¢ermeyen bir PCR reaksiyonu hazirlanir.

-20 ul ¢cDNA fiizerine 60 pul su eklenerek cDNA konsantrasyonu 6,25 ng/ul’ye seyreltilir.
(Onceki asamada 500 ng RNA, cDNAya ¢evrildigi i¢in 500 ng cDNA/80 pl = 6,25 ng/ul )

-Primerler Tris-EDTA iginde ¢oziiliir.

-Tiim reaktiflerin buz iizerinde erimesi saglanir. Reaksiyon hazirligi sirasinda hi¢ bir

tampon ya da enzim vortekslenmez.

-384 kuyulu plaka igin her kuyuda 10 pl olacak sekilde teknik tekrarlari ile birlikte
reaksiyonlar kurulur: gRT-PCR reaksiyonu reaktif miktarlar1 Cizelge 3.20°de belirtilmistir.

Cizelge 3.20. qRT-PCR reaksiyonu reaktif miktarlar

Reaktif Miktart (ul)

2x Quantitect SYBR green PCR master karisimiu.............

10x miScript universal primer...............c.cooviiiiiiiinn..
10X MISHIPL Primer.......ovvriiii e
CDNA (6,25 ng/Il)ceeeiiii

N R PP O

-Hazirlanan reaksiyon karigimi (6rnek sayist x birim reaksiyon karisimi) qRT-PCR
plakasindaki (LightCycler®480 Multiwell Plate 384) her bir kuyucukta 9 pl olacak
bicimde dagitilir.

-Kuyulardaki reaksiyon karisimlarinin her birine 1 pl 6rnek cDNA’s1 eklenmesiyle son

hacim 10 pl’ye tamamlanur.

-Reaksiyon kurulumunun ardindan seffaf, yapiskan bir ortiicii (LightCycler®480 Sealing

Foil) ile plakanin tizeri kapatilir.

63



-Orneklerin yiiklendigi 384’liik PCR plakasi 1 dakika 1000 g’de oda sicaklifinda santrifij
edilir.

-Plaka, LightCycler®480 Real-Time PCR System cihazina yerlestirilir.

-Cihaz, Cizelge 3.21°de belirtilen termal dongii kosullarina uygun bigimde ayarlanir.

Cizelge 3.21. QRT-PCR kosullar1

Basamak Siire Sicaklik Dongii sayist
PCR baslangig¢ aktivasyonu 15 dakika 95 °C 1
Denatiirasyon 15 saniye 94 °C
Primer baglanmasi 30 saniye 55°C 50
Uzama 30 saniye 70 °C

-Kullanilan primerlerin tek bir {iriin verdiginden emin olmak i¢in ¢ogalma reaksiyonunun
sonuna bir erime reaksiyonu eklenir ve olusan PCR firiinleri 55 °C’den 94 °C’ye 1sitilarak
cift zincirli DNA yapist bozulur. Cift zincirli DNA’ya bagli SYBR Green boyasi

araciligiyla erime egrisi olusur.

-Deney protokoliiniin sonlanmasinin ardindan sonuglar, cihazin yaziliminda bulunan

programlar dogrultusunda analiz edilir.

3.2.6. Hedef mRNA in silico analizi

Yeni nesil sekanslama ve mikroRNA mikroarray verilerinden elde edilen aday
mikroRNAlarin hedeflerini tanimlamak tizere microRNA.org web yazilimi kullanilmistir.
Her bir miRNAnin hedef gene hangi kismindan baglandigi, esleniklik derecesi ve ayni
MRNAUy1 hedef alan diger miRNAIlar belirtilir. Tespit edilen hedeflerin GeneCodis 3.0 web
tabanli analiz programi ile yolak analizi ger¢eklestirilmistir. GeneCodis programi, analiz
sonrasi, iligkilendirilen genlerin kac¢ tanesinin hangi biyolojik siiregte etkili oldugunu

gosteren ¢esitli grafikler sunabilmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Diseksiyon ile Evre-spesifik Embriyo ve Oosit Toplanmasi

RNA izolasyonu ig¢in kullanilacak fog-2(q71) mutant disi C.elegans suslarin disekte
edilmesiyle elde edilen germline (mitotik ve mayotik oosit popiilasyonu) (Sekil 4.1 A ve
B), yabanil tip (N2, Bristol) 2 ve 8 blastomer asamasindaki embriyolar Sekil 4.1 C ve D’de
goriilmektedir. Toplanan embriyo ve oositler trizol i¢ine alinip sivi azotta dondurulduktan

sonra RNA izolasyonuna kadar -80 °C’de saklanmistr.

Sekil 4.1. Disekte edilmis germline ve 2-8 hiicreli embriyo goriintiileri. A.Disekte edilmis
fog-2(q71) mutanti, B. 2 tane fog-2(q71) gonad kolu (germline) C. 2 blastomer N2 embriyo
D. 8 blastomer N2 embriyo

4.2. Eriskin N2 C. elegans 2 ve 8 Hiicreli Embriyolardan Total RNA izolasyonu ve
mMiRNA Mikrodizi Analizi

N2 C. elegans disekte edilerek toplanan 2 ve 8 hiicreli embriyolardan Trizol protokolii ile
total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu tez calismasinda mikroarray, QRT-PCR
dogrulama deneylerinde kullanilmak iizere tiger biyolojik tekrarli 6rnek igin binlerce 2 ve 8
hiicreli embriyo, agiz pipetlemesi ile izole edilmis ve total RNA izolasyonu

gerceklestirilmistir. ilkin gerceklestirilen ve mikroarray calismasi icin Danimarka’ya
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yollanan 12 pl ddHO i¢inde ¢oziilen RNA miktarlar1 Cizelge 4.1’de gosterildigi gibidir.
Cizelgede ortalama olarak 6000-7000 tane embriyodan 3,5-4 npg total RNA izole
edilebildigi gorilmektedir. Mikroarray icin totalde 2,5 ng RNA olacak sekilde iki 6rnek
icin gereken hacimler belirlenmis ve artan miktar QRT-PCR calismalarinda da

kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Toplanan embriyolardan elde edilen RNA miktar1

Ornek Tipi Toplanan embriyo sayisi Elde edilen RNA miktar:
2 blastomer (N2) 7500 3648 ng
8 blastomer (N2) 6390 4360 ng

mMIiRNA mikroarray hizmeti alinmak tizere her evreden 2.5 pg total RNA kurubuz tizerinde

EXIQON firmasina yollanmistir.

cDNA sentezi i¢in her evreden 500 ng total RNA kullanilmistir.

4.3. Eriskin fog-2(q71) Mutant C.
Embriyolardan Total RNA izolasyonu

elegans Qositlerinden ve Karisik Evre

fog-2 (q71) C. elegans disekte edilerek toplanan oosit ve gastrula oncesi karisik evre
embriyolardan elde edilen total RNA miktarlar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. fog-2(q71) oosit ve karigik evre embriyolardan izole edilen RNA miktarlari

Ornek tipi Toplanan oosit/ Elde edilen RNA miktar
embriyo sayist

fog-2(q71) oosit(germline) 1000 20.98 ug

Gastrula Oncesi karisik evre 85000 (epp prep 19.43 ug

fog2(q71) embriyolar y6ntemi)
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4.4. Yeni Nesil Sekanslama ile fog-2(q71) C.elegans Oosit ve Erken Evre

Embriyolarinin miRNAom Profillerinin Belirlenmesi

454 Genome Sequencer FLX Titanium (Roche) platformunda pirosekanslama
gerceklestirmek i¢in  sirast ile total RNAdan mIiRNA saflagtirillmasi, miRNA
popiilasyonuna iki ayr1 basamakta 3' ve 5' linker ligasyonu, ters transkripsiyon, 19-mer dizi
iceren ve linkerlara komplementer primerler ile PCR, amplikon kiitliphanesinin
cogaltilmas1 basamaklar1 gergeklestirilmistir. Amplikon kiitiiphanesinin  ardindan
emiilsiyon PCR olarak adlandirilan, her bir yag taneciginin iginde bir reaksiyonun
gerceklestigi PCR  asamasi  gerceklestilmistir. Emiilsiyon PCR kismi  6rnegin
amplifikasyonu, toplanmasi ve zenginlestirilmesi olmak {izere 3 basamaktan olugmaktadir.

Sonrasinda zenginlestirilmis 6rnekler pirosekanslanmak iizere cihaza yiiklenmistir.

Kiiciik RNA’larin ayrimi

Kiigiik RNAlar1 total RNAdan ayirmak iizere drnekler tizerine drneklerin hacmi kadar 2X
yiikkleme boyasi eklenmis ve denatiirasyondan sonra % 15 iire igeren poliakrilamid jele
yiiklenmistir. 180 V’ta yaklasik 50 dakika yiiriitiildiikten sonra SYBR Gold boyasi ile
boyanan jelin goriintiisii Sekil 4.2'de goriilmektedir. 20 baz ¢ifti civarindaki miRNA

bantlar1 kesilip alinmis ve saflagtirilmigtir.
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DynaMarker® Prestain Marker
for Small RNA

Small RNA Marker

Sekil 4.2. SYBR Gold ile boyanmis total RNA goriintiisii. 1. Abnova Small RNA Marker,
2. Oositlerden elde edilen 18 pg total RNA, 3. Karigik evre embriyolardan (gastrula
oncesi) elde edilmis toplam 18 pg total RNA (hacimden dolayr iki ayr1 kuyuya
yiiklenmistir), 4. Biodynamics DynaMarker® Prestain Marker for Small RNA

Birinci ligasyon

Birinci ligasyonda miRNAlarin 3' ucuna MODBAN linker: takilmistir. 20°ser pl kurulan
birinci ligasyon reaksiyonu 6rneklerine 20°ser ul 2X yiikleme boyasi eklenmis ve drnekler
tekrar %15'lik iireli poliakrilamid jele yiiklenmistir. Ik ligasyon sonras1 45 bg civarinda
gozlenen tiiriin Sekil 4.3’te sar1 daire iginde goriilmektedir. 20 bg civarindaki kalin bantlar

linkerlardir.

5’ miRNA 3

AMP-5"p-5"p/CTGTAGGCACCATCAATdideoxyC-3’

1. Linker MODBAN

DynaMarker® Prestain Marker
for Small RNA/

base

Small RNA Marker

Sekil 4.3. Ilk ligasyon sonrasi 45 b civarinda gozlenen iiriin. 1.Abnova Small RNA
Marker, 2. 3' linker eklenmis oosit miRNA, 3. 3' linker eklenmis karisik evre embriyo
mMiRNA, 4. Biodynamics DynaMarker® Prestain Marker for Small RNA
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Ikinci ligasyon ve cDNA’nin PCR ile amplifikasyonu

Jelden izole edilen ilk ligasyon iirlinii ikinci ligasyon i¢in kullanilmis ve bdylece 5' uca
Chimer takilmustir. Ikinci ligasyon iiriiniiniin tamami cDNA sentezi i¢in kullanilmis ve
ardindan Chimer ve MODBAN dizilerine spesifik primerlerle PCR ile ¢cogaltilmistir. 100
ul PCR iiriinti %4'lik metaphor agaroz jelde 3 kuyuya yiiklendikten sonra sari ile isaretli
60 bg civarindaki bant kesilerek alinmis ve saflagtirilmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5)

5 miRNA 3
5'-ATCGTrArGrGrCrArCrCrUrGrArArA s AMP-5"p-5"p/CTGTAGGCACCATCAATdideoxyC-3'

2. Linker Chimer (Nelson’s Linker) 1. Linker MODBAN

. -
Ll -

Forward Reverse

3 4 567 8 910 M

Sekil 4.4. %4°liikk Metaphor agaroz jelde cDNA'nin PCR amplifikasyonu goriintiisii. M:
10 ul Fermentas O'RangeRuler 10bp DNA Ladder, 1: Negatif PCR, 2: Negatif RT kontrol,
3-4-5: Oosit PCR firiinii , 6: Fermentas O'RangeRuler 20bp DNA Ladder ,7: Negatif RT
kontrol, 8-9-10: Karisik Embriyo PCR iiriinii, M: 100 b¢ DNA ladder NEB
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Sekil 4.5. Amplifiye olmus cDNAnin %4liik metaphor agaroz jelden kesilmis goriintiisii

454 PCR primerleri ile amplifikasyon

[Ik PCR iiriinii, 454 amplifikasyonu icin kalip olarak kullanilmis ve Banl ve Banll
primerleri ile ornekler ¢ogaltilmistir. 100 bg civarinda beklenen bantlar jelden kesilip

saflastirilarak (Sekil 4.6 ve 4.7) tekrar %2°lik agaroz jelde kontrol edilmistir (Sekil 4.8).

5 miRNA 3
5-ATCGTrArGrGrCrArCrCrUrGrArArA

AMP-5'p-5'p/CTGTAGGCACCATCAATdideoxyC-3'

2. Linker Chimer (Nelson’s Linker) 1. Linker MODBAN

CATATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATCGTAGGCACCTGAAA OYIVLIIODIOSHIYOLIYOFILIDIIIDYIIOLLIINIDIVL)

Sekil 4.6. %2’lik metafor agaroz jelde 454 PCR drinleri M: 10 pl Fermentas
O'RangeRuler 10bp DNA Ladder 1-6-10: bos, 2: Negatif PCR, 3-4-5: Oosit PCR firiinii, 7-
8-9: Karigik Embriyo PCR iiriinii, M: Fermentas O'RangeRuler 20bp DNA Ladder
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Sekil 4.7. %2’lik Metaphor agaroz jelden bantlar saflastirilmak iizere kesimi sonrasi

Sekil 4.8. %2’lik agaroz jelde saflastirilmis 454 PCR {iriiniiniin kontrolii. M: Fermantas
O’RangeRuler 20 bp DNA ladder, 1: 2 ul Oosit saflagtirilmis 454 PCR {irtini, 2:2 ul
Embriyo saflastirilmig 454 PCR {irlinii, 3:3 pl Embriyo saflastirilmig 454 PCR {irtinii

Amplikon kiitiiphanesi saflastirilmasi

Hannon protokolii sonunda 30 pl suda ¢6ziilen DNA 6rnekleri (fog-2(q71) oositleri ve fog-
2(q71) erken evre embriyolar) yapilan son PCR sonrasi ortamda kalan primer, niikleotit
kalintilarindan  arindirilmak iizere Ampure boncuk kullanilarak yontem kisminda

anlatildig1 lizere saflastirilmistir.
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c¢DNA kiitiiphane konsantrasyonunun belirlenmesi

Ampure boncuklar ile 70-100 bg¢ uzunlugundaki amplikonlar saflastirilmistir. Cift zincirli
DNA’ya baglanan Picogreen belirteciyle hazirlanan standart grafik araciligiyla 6rneklerin
DNA miktari VICTOR®V 1420 Multilabel Counter cihazi (Perkin Elmer) kullanilarak

kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Standart grafik i¢in diliisyonlar ve Orneklerin

hazirlanmas1 yontem kisminda belirtildigi lizere gergeklestirilmistir.

Sekil 4.9’da 6l¢tim sonucglar1 Excel dosyasina kaydedilmis, standart grafik cizilmis ve

hesaplanan 6rnek konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3°te gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Picogreen belirteci ile hazirlanan standart grafik
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Cizelge 4.3. Standart grafik ile hesaplanan 6rnek konsantrasyonlari

Ornek y=5909x + 1671 Konsantrasyonu Molekiil miktariul
ng/ul
Embriyo (12836-1671) / 5909 1.889 1,57.10™
Germline (oosit) | (13106-1671) / 5909 1.935 1,61.10"

Ornek konsantrasyonlar1 asagidaki formiile yerlestirilmis ve DNA miktar1 molekiil olarak
hesaplanmaistir. Kit protokoliinde 6nerildigi iizere agsamali sekilde 10" molekiil/ ul DNA

olacak sekilde ornekler seyreltilmistir.

Ornek konsantrasyonu (ng/ul) x 6,02.10% = Molekiil / pl

656,6 . 10° x Amplikon uzunlugu

Emiilsiyon PCR

Emiilsiyon PCR yontem kisminda anlatildigi {izere kit talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. emPCR sonucu amplifiye olmus DNA kiitliphanesi ¢6ziilmiistiir. 230
ul’de 6,8 .10® molekiil boncuk vardir.

Kiitiiphanedeki DNA miktar1 (ul) = Boncuk basina tutunan DNA miktari (4-6) X 6,8 10°
Kiitiiphane konsantrasyonu (molekiil/pl)

DNA miktar1 = 5 molekiil/boncuk x 6,8 .10° boncuk = 3,4 ul DNA
10" molekiil/ul

Boncuklar tizerine 3,4 ul DNA eklenmistir (4 tiip: 2 tane Embriyo-A ve B, 2 tane GL-A ve
B). Amplifikasyon kokteyllerinden 875 ul 6rnek tiipleri iizerine eklenmistir.
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Emiilsifikasyon

Yagin bulundugu 4 tiipiin ikisi Embriyo, ikisi Germline olarak isimlendirilmistir. i¢inde
kokteyl bulunan eppendorf tiiplerden yaklasik 500’er pl iki tiipe boliindiigiinde bir tiipte
hem boncuk A hem boncuk B bulunmus olmaktadir. Tipler 12 Hz’te 5 dakika

calkalanmustir.

Amplifikasyon

Iki 6rnek igin iki ayr1 96’ ik PCR plakaya her kuyucuga 100 pl olacak sekilde drnekler
yiklenmistir. Yaklasik 6 saat siiren PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra her bir
kuyudaki faz ayrimi kontrol edilmistir. Faz ayrimi belirgin olmayan, bulutsu goriiniime

sahip olan kuyucuklardaki 6rnekler ilerleyen agamalarda kullanilmamustir.

Boncuk kazanimi ve DNA kiitiiphanesi boncuk zenginlestirilmesi

Boncuk kazanimi protokolii uygulandiktan sonra yiizdesi hesaplanmistir. Bunun igin 500
ul annealing tamponu igindeki 6rnek vortekslenmis ve Beckman Coulter Particle Counter
cthazinda boncuk sayimi yapilmistir. 10 ml izoton ¢ozeltisine 3 pl boncuklardan eklenip
cthazda sayim yapilmistir. % 85’in tizerindeki kazanimlar prosediire devam etmek ig¢in

yeterli sayilmistir.

Boncuk sayimi yapildiktan sonra kit kullanim kitap¢iginda belirtilen formiil kullanilarak %
boncuk kazanimmi hesap edilmistir. Ornekler i¢in boncuk sayist ve % boncuk kazanimi

Cizelge 4.4’te belirtilmistir.

% Boncuk Kazanimi = Kazanilan boncuk sayis1 x 100

Toplam boncuk sayst (13,6 x 10°)
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Cizelge 4.4. Ornekler igin boncuk sayis1 ve % boncuk kazanimi

Ornek ve boncuk tiirii Boncuk sayist % Boncuk kazanimi
Oosit-A 1.437x10’ 105
Oosit-B 1.793x10’ 131
Embriyo-A 1.37x10’ 100
Embriyo-B 1.62x10’ 119

Sekans primerinin baglanmast

Sekans primerleri boncuklara yontem kisminda anlatildigi sekilde baglanmis ve 10 ml
izoton ¢ozeltisine 3 pl boncuk eklenip partikiil sayim cihazinda boncuklar sayilmis, %
boncuk kazanimi hesaplanmistir (Cizelge 4.5). % 5-20 arasindaki kazanimlar ileri

asamalara ge¢cmek i¢in yeterli kabul edilmektedir.

Cizelge 4.5. Sekans primeri eklenmis ornekler igin % boncuk kazanimi

Ornek ismi Boncuk sayust % Boncuk kazanimi
Embriyo (A ve B) 3.21 x 10° 23
Oosit (A ve B) 4.17 x 10° 30

GS FLX cihaz ve pikotitre plaka hazirhg:

Protokol talimatlarinca cihazin 6n yikamalar1 yapilmis, ornekler pikotitre plakaya
yiklenmistir. Sirasit ile Onyilkama, c¢esitli tamponlarin hazirlanmasi, boncuklarin
hazirlanmas1 ve pikotitre plakaya yiliklenmesi islemleri gergeklestirilmistir. Kullanilan
pikotitre plaka barkod numarasi1 754727 kaydedilmistir. Sistemde her biri ayr1 hazirlanma
prosediiriine ihtiyag duyan 4 c¢esit boncuk bulunmaktadir. DNA boncuklari, Sekansi
yapilacak DNA ornegini tasir. Enzim boncuklari, immobilize enzim bilesenlerini tagir.
PPiase boncuklari her bir niikleotid akisindan sonra kalintilar1 ortadan kaldirir ve

paketleme (packing) boncuklar1 sekanslama sirasinda tiim immobilize bilesenleri dengeler.
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Calismada kullanilan pikotitre plaka boyutu 70x75 mm'dir, 2 bolgeden (region)
olugsmaktadir ve her bir bolgeye 2.000.000 boncuk (DNA kiitiiphanesi) yiiklenmistir. Her
bolge i¢in 20 pl kontrol boncuk eklenmistir., Orneklerden almacak hacimler Cizelge
4.6’da belirtilmistir.

Cizelge 4.6. DNA boncuklari i¢in 6rneklerden alinacak hacim

Ornek ad Embriyo (A ve B) Oosit (A ve B)
Ornek baglanmis boncuk sayist 3.21x 10° 4.17 x 10°
Kullanilacak son hacim (ul) 30 30
Ornegin bulundugu hacim (ul) 48 60

Ornekler 30 pl'de yaklasik 2 milyon boncuk olacak sekilde hazirlanmis ve pikotitre
plakanin her bolgesine her drnekten 2 milyon boncuk yiiklenecek sekilde iizerine tampon
cozeltiler ve enzimler eklenerek son hacim her bolge i¢cin 2020 pl'ye getirilerek Ornekler

yiiklenmeye hazir hale gelmistir.

Sekanslama

“Sequencing Method Manual GSFLX Titanium Series October 2009 talimatlarinca Piko
titre plaka ve kamera koruyucu onyiizii temizlenmis, sekans programi ve diger ¢alistirma
parametreleri ayarlanmistir. Pikotitre plaka barkod numarasi girilmis, reaksiyon (run) ismi
kaydedilmistir. “XLR70 Ti” (XLR70 Ti kit 70x75 PicoTiterPlate) sekans kiti se¢ilmistir.
Pikotitre plaka tipi “2 Region” se¢ilmistir. mikroRNA sekans1 yapilacagi i¢in dongii sayisi
“100 (yaklasik 250 baz)” segilmistir. Orneklerin plakaya yiiklenmesi ve plakanimn cihaza

yerlestirilmesi, gerekli parametrelerin belirlenmesinin ardindan sekans baslatilmistir.
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Sekans datastnin cihazdan alinmast ve islenmesi

Pirosekanslama bittikten sonra ertesi giin, 6ncelikle reaksiyon verimi kontrol edilmistir
(Sekil 4.10). Buna gore her iki bolgede toplamda 1,275,747 basarili sekans reaksiyonu
gerceklestigi, toplamda %74 basar1 ile sekans datalar1 toplandigi, ortalama okunan
fragment uzunlugunun 56 baz, en uzun sekans reaksiyonunun 604 baz (kontrol boncuklar),

en kisanin da 41 baz oldugu goriilmektedir.

TCAG (Librany Region
1 2 Total
Raw Wells 728,525 622,015 1,350,540
Key Pass Wells 690,498 585,249 1,275,747

Failed Dot 62,810 50,751 113,561
Mixed 102,087 117,823 219,910

Short Quality 342,299 225,470 567,769

Short Primer 135,953 148,887 284,840

Passed Filter Wells 47,349 42,318 89,667

% Dot + Mixed 23.88 28.80
% Short 69.26 63.97

% Passed Filter 6.86 7.23
TCAG (Librany Region

1 2 Total
Length Average 54.93 57.55 56.36

Length Stcd Deviation 12.96 961
Longest Reads Length 604 477 604
Shortest Reads Length 41 41 41
Median Reads Length 55.0 57.0 56.0

Sekil 4.10. GS FLX reaksiyon raporu

Pikotite plakadan alinan sinyal goriintiisiine bakildiginda, reaksiyonun basarili oldugu,
belli bir bolge biiyiitiildiiglinde her bir pikotitre kuyudan gelen sinyal goriintiisiiniin
cogunlugunun yesil renkte oldugu ve pirosekanslamanin basarili oldugu goézlenmektedir

(Sekil 4.11). Reaksiyon uzunluklarii gosteren rapor ise Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. Pirosekanslama sonrasi pikotitre plakadan alinan sinyal goriintiisii. Sol panel
tim plakayi, sag panel ise kuyucuk rezoliisyonunda goriintiiyii kapsamaktadir. Yesil
daireler basarili reaksiyonlari, mor ve mavi olanlar ise sinyal alinamayan ve basarisiz
dizilere karsilik gelmektedir.

18,000 Mumber Of Library Reads
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Sekil 4.12. GS FLX reaksiyon raporu. Reaksiyon uzunluklarina bakildiginda 50 bg
civarindaki dizilerin ¢oklugu -ki miRNAom calismasi oldugu i¢in beklenen sonugtur-
gorilmektedir.
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GS FLX cihazindan islenecek olan data iki word dosyasi halinde alinmistir, cihaz her
bolgede okunan veri igin bir dosya dlretir. Veriler FASTA formatindadir. Bu tez
caligmasinda iki bolgeli pikotitre plaka kullanildigi icin veriler 1.TCA.454Reads ve
2.TCA.454Reads olmak iizere iki word dosyasi halinde alinmistir. Dosyalarin genel
goriiniimii Sekil 4.13°de goriilmektedir. Oosit verileri 2900 sayfa iken erken evre embriyo

verileri 3819 sayfa tutmaktadir.

Micro CA.454Reads® Microsoft Word ticari olmayan kullanin

RA54Read: o
7, A < Y -

Girig | Ekle = Sayfa Dazeni Basvurular  Postalar Gozden Gegir Gorunum | Gelistirici = Eklentiler EndNote X3 ©
o

Giris | Ekle | Sayfa Dazeni | Basvurular | Postalar | Gozden Gegir | Garanam | Gelistirici | Eklentiler | EndNote X3 | @

B % Courier New -Jos - |lfESS ~| |3 | A7 % Yy ) 4 [ Courier New -los | (==t AE e & % ™y
o o A ‘.'T' =) SEEE LI Hzhh  Stilleri  Dazenleme | (ndined maabetrocy e S Hizlh  Stilleri | Dazenleme

- ||| A A AT AT [~ g5 -2 o) Stiller - Degistir = - s Al A~ Arv||A A (&2~ EE-|[2][ Stiller ~ Degistir -

Pano & Yazi Tipi 5 Paragraf = stiler = no Yaz Tipi & Paragraf = Stiler 1%
ﬂ-g‘.‘x;w:‘:nz»-;n‘-w»f-ws;x»7_-gsw;s»wx'cw-:x;w»:z<‘-»:3v§ gx D O T R K S IR 7]5‘.9‘.““‘."’,'”1

Sayfa1/2900

>HMKLYQNO1EGXSS rank=0 00004ﬁ %x=1716.5 y=138.0 length=53
ATCGTAGGCACCTGATGAGTAGGCTCAGTAGATGCGACTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO1ELHSG rank=0001491 x=1768.5 y=146.0 length=55
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGGTGTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1D34BE rank=0001707 x=1570.5 y=72.0 length=51
ATTGATGGTGCCTACAGAGCTACGAACATCNGAGTCT TCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1B43JF rank=0002151 x=761.0 y=153.0 length=54
ATCGTAGGCACCTGAATGAGAT CGTTCAGTACGGCAATCTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO1EIFT3 rank=0003200 x=1733.0 y=537.0 length=54
ATTGATGGTGCTACAGATNCGACTAGACGTATACTTCAGTTTCACGTGCTACGA
>HMKLYQNO1DOO2K rank=0003334 x=1531.0 y=90.0 length=56
ATTGATGGTGCCTACAGTCGCATCTACTGAGCCTACCTCATTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1DOUY2 rank=0003971 x=1396.0 y=828.5 length=47
ATTGATGGTGCCTACAGACTACAGACACGCTTGACGGTTGTCGTAGG
>HMKLYQNO1DJXI8 rank=0004097 x=1340.0 y=242.0 length=55
ATCGTAGGCACCTGAATGTGGGTGTCCGTTGCGGTGCTACTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO1EDLX3 rank=0004190 x=1678.0 y=457.5 length=54
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGNGTTTCAGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1DOIST rank=0004330 x=1529.0 y=155.5 length=56
ATTGATGGTGCCTACAGACCGCCAGCAAGACACCTTCNCTTTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1DW90L rank=0004415 x=1492.0 y=355.0 length=54
ATCGTAGGCACCTGAAGATCGCGAGAGAATCAGGATACCTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO1DB7GH rank=0004497 x=1252.0 y=303.0 length=53
ATCGTAGGCACCTGAATCACCGGTGTACATCAGCTAACTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQONO1EWD7E rank=0004691 x=1892.0 y=344.5 length=55
ATTGATGGTGCCTACAGTCGCATCTACTGAGCCTACT CATTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1C88NC rank=0004877 x=1218.0 y=1142.0 length=52
ATCGTAGCACTAGAACTGAGTAGCTCTAGTAGATGCGACTGTAGCACATCAA
>HMKLYQNO1D2CSN rank=0004914 x=1550.5 y=137.0 length=54
ATTGATGGTGCCTACAGTTACTGAATTTATATGGTGCTATTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO1D72U4 rank=0004927 x=1615.0 y=494.0 length=55
ATCGTAGGCACCTGAAGCTGGT CCACCATTCATCTGGCTCTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO1BWUQN rank=0004989 x=667.5 y=525.0 length=53

i

Sayfa 1/3819

>HMKLYQNO2GOKCS rank=0000292 x=2623.0 y=122.0 length=53
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGGTTTCAGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2H6NAZ rank=0001066 x=3239.0 y=233.0 length=54
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAARACATATGTACGGGTTTTCAGTGCTACGA
>HMKLYQNO2HOQHD rank=0001957 x=3274.0 y=959.0 length=53
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGNGTTTCAGTGCTACGA
>HMKLYQNO2HIM4B rank=0002114 x=3182.0 y=185.0 length=48
ATTGATGTGCTACAGCTGAATGTGTCTCTAGTCATTT CAGTGCTACGA
>HMKLYQNO2GE25T rank=0002354 x=2515.0 y=303.0 length=52
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGGTTTCAGTGCTACGA
>HMKLYQNO2JF4M7 rank=0002796 x=3757.0 y=497.5 length=49
ATTGATGTGCTACAGTACACTGTGAGAACAGCATTTTCAGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2F8N9D rank=0003210 x=2442.0 y=63.0 length=56
ATTGATGGTGCCTACAGATTGCCGTACTGAACGATCTCATTTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2IFUON rank=0004110 x=3344.5 y=53.5 length=55
ATTGATGGTGCCTACAGACTGAACTGCCTACATCTTGCCATTTTCAGTGCTACGA
>HMKLYQNO2GIBWA rank=0004203 x=2552.0 y=40.5 length=53
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGGTTTCAGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2GHMRH rank=0004302 x=2544.0 y=235.5 length=58
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATTATCGTACGGGTGTTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2GAVCG rank=0004321 x=2467.5 y=158.0 length=53
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGGTTTCAGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2HOKJS rank=0004397 x=3033.0 y=643.0 length=54
ATCGTAGGCACCTGAATAGACTAGAGACACATTCAGCTCTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO2GFO6X rank=0004833 x=2522.0 y=183.0 length=58
ATCGTAGGCACCTGAATAGGCAAGATGTAGGGCAGTTCAGTCTGTAGGGCACCATCAA
>HMKLYQNO2G2CHO rank=0005142 x=2780.0 y=42.0 length=55
ATTGATGGTGCCTACAGAGCTGAATGTGTCTCTAGTCATTTTCAGGTGCCTACGA
>HMKLYQNO2ICVKY rank=0005184 x=3310.0 y=80.0 length=47
ATCGTAGGCACCTGAAGCCGTCTTCGAATTGCTGTAGGCACCATCAA
>HMKLYQNO2ITYCJ rank=0005400 x=3504.5 y=2193.0 length=54
ATCGTAGCACTCGAATAGACTAGAGACACATCTAGCTCTGTAGGCGACCATCAA
>HMKLYQNO2GL3WZ rank=0005493 x=2595.0 y=193.0 length=55

ik

ATCGTAGGCACCTGAAGACTGCTCACTACCAGATGCT CTGTAGGCACCATCAA 2 ATCGTAGGCACCTGAAGTAGCAATGGTACTGACGCTGTGCTGTAGGCACCATCAA *
>HMKLYQNO1DOSFW rank=0005102 x=1532.0 y=362.5 length=54 o >HMKLYQNO2IGG4P rank=0005573 x=3351.0 y=39.0 length=51 )
ATCGTAGGCACCTGAAGTGCAGGAACCGGTCGTGATTGCTGTAGGCACCATCAA b ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGAACATATGTACGGTGTTCAGTGCTACGA >

m m
1a:11/2900 | Sozcok: 506963 | B Tarkeeurkye) | 2 | [R5 = 0.(-) ) ®lifta: 173819 sozcoko | B Tarkee Torkiye) | 2 (B0 R 2 =|ga20uC) 9 (O

Sekil 4.13. Oosit ve erken embriyo ham verisi (sirasiyla soldan saga)

Iki tarafta bulunan linker sekanslar da ham veride bulundugu i¢in anotasyondan énce ham
verinin islenmesi gerekmektedir. Sekil 4.14'te pirosekanslama i¢in kullanilan linker diziler
ve ham veride bulunduklar1 kisimlar goriilmektedir. Hatirlanacag: ilizere yaklagik 20
bazg¢ifti civarindaki miRNA bandi kesilmis, iki ucuna MODBAN ve Chimer linkerlar
takilmis ve en son Banl ve Banll primerleri ile amplifiye edildikten sonra 100 bazgifti

civarindaki amplikon kiitiiphaneleri pirosekanslama ic¢in kullanilmistir. Sekil 4.14°te
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gosterildigi tizere, 5' ve 3' linkerlarda goriilen istii ¢izili kisimlar pirosekanslama verisinde
yoktur ¢ilinkii enzim, kirmizi ile isaretli TCAG motifini takiben okuma yapmaya baslar.
Dolayisiyla okunan diziler ortada miRNA, iki yanda da MODBAN ve Chimer dizilerini

icermektedir.

5' linker- CETFATFEGECTECETCEEGECATCAGATCGTAGGCACCTGAAA (42 bp) (banll, 17bp)

3' linker- CFATCECEETFSEEAGECECETCAGA TTGATGGTGCCTACAG (42 bp) (banl,17bp)

>HMKLYQNO1EGXSS rank=0000046 x=1716.5 y=138.0 length=53
ATCGTAGGCACCTGATGAGTAGGCTCAGTAGATGCGACTGTAGGCACCATCAA

>HMKLYQNO1IELH5G rank=0001491 x%=1768.5 y=146.0 length=55
ATTGATGGTGCCTACAGAGCACGGAACATATGTACGGGTGTTCAGGTGCCTACGA

Sekil 4.14. Pirosekanslamada kullanilan linker diziler ve ham veride yer aldiklar1 kisimlar
(Alttaki veri oosit verisinin ilk iki sekansidir. Dizinin pikotitre plaka iizerindeki
lokasyonuna ait bilgiler, dizi uzunlugu goriilmektedir ve iki taraftaki linker diziler koyu
olarak isaretlenmistir.)

miRNA anotasyonu yapilmadan 6nce linker diziler uzaklastirilmis ve bazi istatistikler
gerceklestirilmistir. Linker  dizilerin temizlenmesi (trimming) isleminin
gerceklestirilebilmesi i¢in Perl program dili kullanilarak yazilan bir script kullanilmis ve
boylelikle FASTA formatindaki sekans dosyasinda bulunan her bir sekansin bas ve son
uclarindaki linker sekanslar ¢ikartilarak sadece miRNA sekanslarini iceren yeni bir
FASTA formathh dosya elde edilmistir. Sekil 4.15'te iki dosyanin da ilk sayfalar
goriilmekte, linker diziler temizlendikten sonra hangi diziden ka¢ adet bulundugu

gosterilmistir.

Sekil 4.16’da ise anotasyon Oncesi tiim veriyi 0zetleyen istatistikleri bulunduran rakamlar
mevcuttur. Burada en popiiler diziler, ka¢ dizinin islendigi, ka¢ tanesinin linkerlarinin

temizlenemedigi ve hangi diziden ka¢ adet oldugunun 6zeti yer almaktadir.
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Sayfa 1 /598

AGCACGGAAACATATGTACGGGIG
TCGCATCTACTGAGCCTACCICA
TGAGGTAGGCTCAGTAGATGCGA
ATTGCCGTACTGAACGATICICA
CACCCGTACATATGITTICCGIGCT
TCACCGGGIGTACATCAGCTAR
TTAGCTGATGTACACCCGGIGA
ACTGAACTGCCTACATCTITGCCA
ATGAGTAACGGITICTIAGICA
TTAGCTGATGTANACCCGGIGA
AGCACGGAACATATGTACGGGTIG
TGAGATCGITCAGTACGGCAAT
TTACATGITTICGGGTAGGAG
CACCGTACATATGITICCGIGCT
TGACTAGARACCGITACTICAT
TGGCAAGATGTAGGCAGTITCAGT
AGCACGGARRACATATNTACGGGNG
TCACCGGTIGTACATCAGCTAA
AGCACGGARACATATGTIACGGGGIG
TCAGCTATGCCAACATCTITGCC
CATGACACTIGATTAGGGATIGIGA
AGCTIGARTGTIGICICIAGICA
TCGCATCTACTGAGCTACCICA
TCARCGTIGATATGGTICGTAAGC
TCACATCCCTAATCAGTGTCANG
TTGCCGTACTGAACGATCICA
TGGCGACCACGGCA
TGGCGACCACGGCAGGATTICGA
ACTGGCTTTICACGATGATICICA
ARCATGGATAGGAGCTACGGGTIA
AGCACGGAARACATATINTACGGGNG
CICCTACCCGARACATGTIAR
ACTAGCTTTICACGATGATICICA
AGRTGAGTAACGGTITICIAGICA
CTIATGCCAACATCTITGCC
AGCACGGARRACATATGTACGGGGTIG
AGCTATGCCAACATICTTIGCC
TGACTAGAGACACATTICAGCT
ARCATGGATAGGAGCTACGGGA
CACCCGTACATATGTITITICCGIGCT
AGCACGGAAACRAATGTACGGGIG
GCTTACGACCATATCACGITIGA
TCGAATCCIGCCGIGGICGCCA
TTCAACGTIGATATIGGICGTAAGC
TGCCGTIGGTICGCCA
TCACATCCCTAATCAGIGICATG
TGGCGACCGAGGCAGGACTCGA
GGCAAGATGTITGGCATAGCIGA
TGAGGTAGCTCAGTAGATGCGA
TCGCATCTACTGAGCCTACTICA
AGCACGGAARRCATATGTACGGGIG
GGCAAGATGTITGGCATAG

4094
3415
2617
1690
1637
1334
1088
1025
805
€73
€59
€12
518
S1l¢
487
444
443
439
4le
324
320
314
313
302
292
264
254
252
229
222
215
208
185
174
173
172
170
1¢7
159
159
159
158
158
15¢
145
144
13¢
129
129
128
124
123

Sayfa 1/206

AGCACGGAAACATATGTACGGGGIG
CACCCGTACATATGITITCCGTIGCT

AGCACGGARARARCATATGTACGGGGTIG

ACTGAACTGCCTACATCTIIGCCA
AGCACGGARAACATATGTIACGGGIG
TGGCAAGATGTAGGCAGTITCAGT
CACCCGTACATATGTITITICCGIGCT

AGCACGGAARACATATNTACGGGGNG

ACTGAARCTGCCTACATCTITIGCCA
ATTGCCGTACTGAACGATICICA
TCACCGGGIGTACATCAGCTAA
AGCTGARATGIGICICTIAGICA
AGCTGARTGIGICICTAGICA
TGACTAGAGACACATTCAGCT

941¢
€747
€726
5050
4801
3223
3219
3075
2240
1902
1731
1821
148¢
1382

AGCACGGGAARACATATINTACGGGGNG1278

ACTGARACTGCCTACATCTTIGCCCA

CACCCCGTACATATGITITCCGIGCT

TGAGATCGITCAGTACGGCAAT
CACGTTACAATGAAAGGGTAG
TGIGGGTIGICCGTITGCGGIGCTA
TTAGCTGATGTANACCCCGGTIGA
AGCACGGRACATATGTIACGGGTIG
TTAGCTGATGTACACCCCGGTIGA
AGCACGGARARARCATATGTACGGGIG
GTAGCAATGGTACTGACGCIGT
TTGCCGTACTGAACGATCTICA
CICAGCGGAARACATTACGGGGA
CIGAATGIGICICIAGICA
TTAGCTGATGTACACCCGGIGA
CTICAGCGGARRRCATTACGGGGTIA
TGACTAGAACCGTTACTICAT
TCACCGGGTGGAAACTAGCAGT
TCACCGGGTGARRATICGCATG
CTGARATGIGICICTAGICA
ATGAGTAACGGITICTAGICA
TGGCAAGATGTAGGCAGTITICAGT
ACTGAACTGCCTACATCTITGCCCA
TCACCGGGTGAARARTTCGCATG
TGACTAGAGACACATICAG
ACTGGCTTTTICACGATGATCICA
CACCGTACATATGITICCGIGCT
TAGCACCGCAACGGACACCCCACH
TGAGATCGTITCAGTACGGCAA
AGCACGGAAACATATGTACGGGNG
TCACCGGGTIGTAAATCAGCTIC
AGCACGGAARACARTATNTACGGGGENG
AGCACGGAARARCATATNTACGGGNG
ACAGCGTCAGTACCATIGCTAC
ACTGAACTGCCTACANCTTIGCCA
ATTTIGCCGTACTGAACGATICICA
TACCCCGTAATGITITTICCGCIGAG
TCACCGGIGTACATCAGCTAA 198

Sekil 4.15. Linker diziler temizlenmesi sonrasi istatistikler

(Sol panel oosit verisi, sag panel erken evre embriyo verisi)
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Avexage length of miRNA sequences: 20.97 basesz Average length of miRNA sequencesz:23.50

# of zequences: 77582 # of zequencesz: 103128
# of zequencez that arxe filtexed: 72315 # of zequencez that axe filterxed: 98519
Mizsing sequences: 5267 (6.79%) Mizzing sequences: 4609 (4.47%)
10 base= 45 timez 10 bases 23 times
11 bases 130 times 11 bases 33 times
12 bazez 273 times 12 bazesz 86 times
13 bases 456 times 13 bases 108 times
14 bases 1139 times 14 baszes 329 t’:-“’
15 bases 1585 times 15 baszes 345 times
16 baszes 2535 times 16 bases 374 times
17 basez 3417 times 17 bases 574 times
18 baszez S002 timez 18 bases 1134 times
19 bases 5261 times 19 bases 1982 times
20 bazes 8088 times 20 bases 2406 times
21 base=z 8416 times 21 bases 7323 times
22 bases 15517 times 22 buses 13727 times
23 bases 14049 times e 10625 times
24 basze:z 8651 timesz 24 baszes 17368 tf"’
25 bases 2011 times :z :=e= i;::: :a.-e:
26 bazez 713 time e Ty
i —— oot 27 bazes 2499 times
28 Bases S1 times 28 bases 514 times
29 baszes 37 times 29 bases 85 times
30 bazes 33 Chnci 30 bases 37 t*nes

G 31 bases 15 times
31 bases 6 times X

. 32 bases 3 times
32 bases 3 times 2

E 33 bases 3 times
33 bases 1 times =

= 34 bases 1 times
34 bases 1 times A
S T fogae s 36 bases 2 times

A s o 56 baszes 1 times

Total numbexr of unigque sequences: 31079 Total hex of : o nces: 10627

The mozt popular sequences: P moat Lis T

AGCACGGAAACATATGTACGGGTG 4094 AGCACGGAAACATATGTACGGGGTG 9416
B e CACCCGTACATATGTTTTCCGTGCT 6747
TORGITRGUCTUMINGRIA0N. 2812 AGCACGGAAAACATATGTACGGGGTG 6726
ATTGCCGTACTGAACGATCTCA 1690 ACTGAACTGCCTACATCTTGCCA 5050
CACCCGTACATATGTTTCCGTGCT 1637 AGCACGGAAACATATGTACGGETG 4801
TCACCGGGTGTACATCAGCTAA 1334 TGGCAAGATGTAGGCAGTTCAGT 3223
TTAGCTGATGTACACCCGGTGA 1058 CACCCGTACATATGTTTCCGTGCT 3219
ACPGAACIGCCEACAICTRIGCCA. 1025 AGCACGGAAAACATATNTACGGGGNG 3078
ATGAGTAACGGTTCTAGTCA 80s ACTGAAACTGCCTACATCTTGCCA 2240
TTAGCTGATGTANACCCGGTGA 673 ATTGCCGTACTGAACGATCTCA 1902
AGCACGGAACATATGTACGGGTG 659 TCACCGGGTGTACATCAGCTAA 1731
TGAGATCGTTCAGTACGGCAAT 612 AGCTGAAATGTGTCTCTAGTCA 1521
TTACATGTTTCGGGTAGGAG S18 AGCTGAATGTGTCTCTAGTCA 1486
CACCGTACATATGTTTCCGTGCT 516 TGACTAGAGACACATTCAGCT 1382
TGACTAGAACCGTTACTCAT 487 AGCACGGGAAAACATATNTACGGGGNG 1278
TGGCAAGATGTAGGCAGTTCAGT 444 ACTGAAACTGCCTACATCTTGCCCA 1028
AGCACGGAAACATATNTACGGGNG 443 CACCCCGTACATATGTTTTCCGTGCT 984
TCACCGGTGTACATCAGCTAA 439 TGAGATCGTTCAGTACGGCAAT 795
AGCACGGAAACATATGTACGGGGTG 416 CACGTTACAATGAAAGGGTAG 763
TCAGCTATGCCAACATCTTGCC 324 TGTGGGTGTCCETTGOGGTGCTA 676
CATGACACTGATTAGGGATGTGA 320 TTAGCTGATGTANACCCCGGTGA 670
AGCTGAATGTGTCTCTAGTCA 314 AGCACGGAACATATGTACGGGTG 663
TCGCATCTACTGAGCTACCTCA 313 TTAGCTGATGTACACCCCGGTGA 582
TCAACGTGATATGGTCGTAAGC 302 AGCACGGAAAACATATGTACGGGTG 563
TCACATCCCTAATCAGTGTCANG 292 GTAGCAATGGTACTGACGCTGT 529
TTGCCGTACTGAACGATCTCA 264 TTGCCGTACTGAACGATCTCA 520
TGGCGACCACGGCA 254 CTCAGCGGAAAACATTACGGGGA 390
TGGCGACCACGGCAGGATTCGA 252 CTGAATGTGTCTCTAGTCA 370
ACTGGCTTTCACGATGATCTCA 229 TTAGCTGATGTACACCCGGTGA 339
AACATGGATAGGAGCTACGGGTA 222 CTCAGCGGAAAACATTACGGGGTA 339

Sekil 4.16. Linker dizilerin temizlenmesi sonrasi en popiiler dizilerin siralanmasi
(Sol panel oosit verisi, sag panel erken evre embriyo verisi)
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4.5. Yeni Nesil Sekans Datasinin MiRanalyzer Program ile Analiz Sonuclari

Linker dizilerden temizlenen yeni nesil sekanslama datas1 miRanalyzer programu ile analiz

edilmigtir  (http://bioinfo2.ugr.es/miRanalyzer/miRanalyzer.php).

goriintlisii Sekil 4.17'de goriilmektedir.

miRNAlar1 ve okuma sayilarin1 (read count) vermekle kalmayip aday yeni miRNA

dizilerini belirlemekte ayrica farkli gruplari da kiyaslayabilmektedir.

£ nicroRMA detection and analysis tool for
next.generation sequencing experisents

Queing & Execution

Analysis completed
You can bookmark this
page

Download all results in
plain text here

estart
utorial and test Data

ifferential Expression

Parameters

Species:

Mismatches
(libraries):
Score
threshold:

cel Assembly: cefunique reads: 10627
Input: arzuSelen Mismatches
" 2TCA454R...

09
Type Full analysis

Mapping to known microRNA (miRBase 16)

ownload :
Library/ mature
Parameters
ow to cite ;
No. 90
microRNA ;
fraction
AOS (number) of . 24.5%
known (367)
microRNAs
unique reads: 630
fraction of 7.4%
_unique reads’ )
read count | 25260
fraction of 27.9%
readcount @ "
links to detail .
pages details
Library/
“number of gﬂr&&‘}%ﬁi

fraction of unique reads:
number of reads
fraction of reads

Links

ambiguous | mature-

mature star
2 0

0.0%

(57)

0.094% . 0.000%

84 0!

0.093% . 0.000%

details

RefSeq_genes

4.74%

0.50%

b aile 4
details + det:

Predicted candidate microRNAs

No. of read clusters:

No. of checked candidates:

_No. new microRNAs :

5 | no results

404 |

455

4075 !
1020

Program

Brief Summary

(known):
Mismatches 1 No. known
(genome): microRNA
Min.. No. microRNA*
positives: ’}notrnaRBase)
Solid  nounique reads
(after known)
unique reads
(after lib)
unique reads
matched
unique reads not-
maiched

ambiguous . unobs.
mature- | mature- |

star star
0 3.
1.8%
(165)
0! 4
0.000% 0.047%
0! S.

0.000% : 0.006%

no results details

Rfam

19

0.22%

19

0.02%

3ils

No. known
0 microRNA"

No. new

microRNAs

7820 read count

(after
7801

read count
(after lib)
4607 read count

known)

matched:

read count
not-matched

31U

ambiguos
unobs.
mature-

hairpin

star

0

0

0.000%

0 v

0.000%

no results

9.0%
(223)

0.692%

0.356%

: 52 Unique reads (read count): 696 (32280) detai 5
No. new microRNAs (trans filtered): 51 Unique reads (read count): 695 (32279) details

Sekil 4.17. miRanalyzer programinin rapor sayfasi
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http://bioinfo2.ugr.es/miRanalyzer/miRanalyzer.php

Her iki pirosekanslama grubu miRanalyzer programina yiiklenmis ve “differential
expression" analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucu iki farkli Ornekte tespit edilen
miRNAlar ve okuma sayilar1 Cizelge 4.7’ de goriilmektedir. Oosit spesifik 84, erken evre

embriyo i¢in de 90 miRNA anote edilmistir.

Cizelge 4.7. Yeni nesil sekanslama ile tespit edilen miRNAlarin okunma sayilari

Oosit Embriyo Oosit/embriyo
miRNA adi (okuma sayisi) (okuma sayisi) (oran)
cel-miR-124-3p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-124-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-2217-3p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-228-3p 0.00 6.67 0.00
cel-miR-233-3p 0.00 3.81 0.00
cel-miR-236-3p 0.00 3.81 0.00
cel-miR-2-3p 0.00 3.81 0.00
cel-miR-242 0.00 0.95 0.00
cel-mir-252 0.00 0.95 0.00
cel-miR-2-5p 0.00 3.81 0.00
cel-miR-35-5p 0.00 1.91 0.00
cel-miR-44-5p 0.00 14.30 0.00
cel-miR-46-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-49-3p 0.00 14.30 0.00
cel-miR-49-5p 0.00 1.91 0.00
cel-mir-51 0.00 0.95 0.00
cel-mir-54 0.00 2.86 0.00
cel-miR-54-3p 0.00 1.91 0.00
cel-miR-54-5p 0.00 4.77 0.00
cel-miR-56-5p 0.00 33.37 0.00
cel-miR-57-3p 0.00 5.72 0.00
cel-miR-61-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-62 0.00 21.93 0.00
cel-miR-67-3p 0.00 1.91 0.00
cel-miR-67-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-73-5p 0.00 6.67 0.00
cel-miR-74-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-75-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-792-3p 0.00 1.91 0.00
cel-miR-800-3p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-86-5p 0.00 0.95 0.00
cel-miR-90-5p 0.00 5.72 0.00
cel-miR-52-3p 5.24 1011.62 0.01
cel-miR-41-3p 7.34 417.62 0.02
cel-miR-42-3p 3.15 108.69 0.03
cel-miR-37-5p 63.98 726.54 0.09
cel-miR-44-3pcel-miR-45-3p 225.49 1833.51 0.12
cel-miR-46-3p 12.59 96.30 0.13
cel-miR-73-3p 486.65 3493.49 0.14
cel-miR-37-3p 39.85 273.64 0.15
cel-miR-52-5p 2075.59 10105.75 0.21
cel-miR-36-3p 72.37 343.25 0.21
cel-miR-55-3p 15.73 61.02 0.26
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cel-miR-50-5p 25.17 95.35 0.26
cel-miR-35-3p 102.78 373.76 0.28
cel-miR-57-5p 6.29 21.93 0.29
cel-miR-228-5p 5.24 14.30 0.37
cel-miR-83-3p 7.34 17.16 0.43
cel-miR-229-5p 2.10 4.77 0.44
cel-miR-39-3p 127.95 268.88 0.48
cel-miR-74-3p 2.10 3.81 0.55
cel-miR-79-3p 1.05 191 0.55
cel-miR-65-5p 2.10 2.86 0.73
cel-miR-87-5p 2.10 2.86 0.73
cel-miR-47-3p 18.88 24.79 0.76
cel-miR-58-3p 895.68 1175.62 0.76
cel-miR-40-3p 1514.48 1916.46 0.79
cel-miR-229-3p 22.02 27.65 0.80
cel-miR-36-5p 43.00 51.49 0.84
cel-miR-60-3p 7.34 8.58 0.86
cel-miR-53-5p 125.86 137.30 0.92
cel-miR-87-3p 5.24 5.72 0.92
cel-miR-58-5p 10.49 10.49 1.00
cel-miR-1829b 1.05 0.95 1.10
cel-miR-244-5p 1.05 0.95 1.10
cel-miR-43-3p 1.05 0.95 1.10
cel-miR-51-3p 12.59 11.44 1.10
cel-miR-72-3p 2.10 1.91 1.10
cel-miR-72-5p 409.04 317.50 1.29
cel-miR-82-3p 109.08 71.51 1.53
cel-miR-66-5p 421.62 274.60 1.54
cel-miR-38-3p 7.34 4.77 1.54
cel-miR-65-3p 3.15 1.91 1.65
cel-miR-64-5p 5.24 2.86 1.83
cel-miR-56-3p 87.05 45.77 1.90
cel-miR-61-3p 721.58 370.90 1.95
cel-miR-80-3p 48.25 24.79 1.95
cel-miR-81-3p 87.05 40.05 2.17
cel-miR-1-3p 2.10 0.95 2.20
cel-miR-51-5p 148.93 56.25 2.65
cel-miR-795-5p 3.15 0.95 3.30
cel-miR-90-3p 3.15 0.95 3.30
cel-miR-47-5p 7.34 1.91 3.85
cel-miR-237-5p 4.20 0.95 4.40
cel-miR-253-3p 4.20 0.95 4.40
cel-miR-59-3p 13.63 2.86 4.77
cel-miR-34-5p 46.15 8.58 5.38
cel-miR-250-3p 6.29 0.95 6.60
cel-miR-70-3p 9.44 0.95 9.90
cel-miR-78 65.03 4.77 13.64
cel-lin-4-5p 44.05 1.91 23.10
cel-miR-48-5p 2824.44 43.86 64.40
cel-miR-246-3p 808.63 0.95 848.10
cel-let-7-5p 1.05 0.00 INF
cel-miR-1829c 1.05 0.00 INF
cel-miR-230-3p 2.10 0.00 INF
cel-miR-238-3p 6.29 0.00 INF
cel-miR-239a-3p 1.05 0.00 INF
cel-miR-239a-5p 2.10 0.00 INF
cel-miR-241-3p 5.24 0.00 INF
cel-miR-241-5p 44.05 0.00 INF
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cel-mir-253 1.05 0.00 INF
cel-miR-41-5p 2.10 0.00 INF
cel-miR-4816-3p 1.05 0.00 INF
cel-miR-4936 2.10 0.00 INF
cel-miR-4937 1.05 0.00 INF
cel-miR-5592-3p 11.54 0.00 INF
cel-miR-5592-5p 7.34 0.00 INF
cel-mir-64 1.05 0.00 INF
cel-miR-71-5p 11.54 0.00 INF
cel-miR-77-3p 4.20 0.00 INF
cel-miR-77-5p 1.05 0.00 INF
cel-miR-786-3p 4.20 0.00 INF
cel-miR-794-5p 1.05 0.00 INF
cel-miR-81-5p 1.05 0.00 INF
cel-miR-84-3p 3.15 0.00 INF
cel-miR-84-5p 2.10 0.00 INF
cel-miR-85-3p 1.05 0.00 INF

4.6. Exiqon MikroRNA Mikroarray Sonugclari

C.elegans'ta zigotik genom aktivasyonu 4 blastomer asamasinda gerg¢eklesmekte ve zigotik
genom aktivasyonu oncesi ve sonrast farkli ifade edilen miRNAlar1 tanimlamak igin
Exiqon firmasindan miRNA mikroarray hizmeti alinmistir. N2 susundan 2 ve § blastomer
embriyolar toplanmis, total RNA izole edilmis, Agilent Bioanalyzer cihazinda RNA
biitiinliigli kontrol edilmis ve RIN degerleri 8’in lizerinde ¢iktig1 i¢in mikroarray hizmeti
i¢in kullanilmaya uygun olduklarina karar verilmistir. Kuru buzda her 6rnekten 2.5 pg total
RNA Danimarka’ya yollanmigtir. Ornekler miRCURY LNA microRNA Hi-Power
labelling kit ile Hy3/HyS ile isaretlenmis ve miRCURY LNA microRNA Other Species
Array (vll)'e hibridize edilmistir. Hibridizasyon ve data analizi Exiqon tarafindan
gerceklestirilmis ve sonucta 2 ve 8 blastomer arasinda farkli ifade gosteren 19 miRNA
Sekil 4.18’de gosterilmistir (log fold change>0.58).  Sekil 4.19'da listede en yiiksek
farklilik gosteren 50 miRNAnin normalize log oran degerleri kullanilarak olusturulan heat
map gosterilmektedir. 2 ve 8 hiicreli C. elegans embriyolarinda analiz edilen farklilik

gosteren mikroRNAlar Cizelge 4.8’de gosterilmistir.
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Prob ne. Anotazvon Ortalama Hr3 p § log FC

43022 celmiR-T89 12643 20052 01036 2016
50483 cel-mift-54-5p 8508 0.720 0.300 1.0
49676 cel-miR-65-5p g482 0.7 0.267 0.968
49675 cal-mift-80-3p 8178 0.754 0175 0.929
S01e4 cebmiR-T1-5p B742 DE4S 0.244 0.889
50229 cel-miR-52-3p 8620 0686 014 0.881
49507 cel-miR-51-5p 7874 0822 0055 0.877
48520 cel-miR-52-5p B0 0612 0259 0.871
S0247 cel-miR-38-3p a7 0738 0.085 0.834
9707 eel-miR-73-3p 6.396 0414 0413 0.827
50253 cel-mif-81-3p B4 -0.608 0.187 0.785
50035 cel-miR-48-3p 8105 0.581 0.130 0.770
49055 cel-miR-356 g322 -0.848 0,187 0.861
49250 cel-miR-35-3p BT D48 -0.001 0.647
50288 cel-miR-40-3p B.358 0552 0.030 0.622
0226 celmiR-37-3p 6685 0.5M 003 0.609
50385 celmiR-270 6263 DET7 0071 0.608
43206 cel-miR-238-3p 7269 0510 0.084 0.554
49635 eal-mif-55-3p 7482 -0.288 0295 0.583

Sekil 4.18. 8 blastomerli C.elegans embriyolarinda 2 blastomerlilere kiyasla artis gosteren
19 miRNA. (Hy3: referans isaret) Logaritmik ifade seviyesi 0.58’den biiyiik olan, ifade
farklilig1 gosteren mikroRNAlar listelenmistir.
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cil-mifR-238-
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ﬁ?ﬁgamﬁ

Sekil 4.19. En yiiksek farklilik gdsteren 50 miRNAnin gruplandirilmasi. Her satir bir
miRNAy1 her kolon bir 6rnegi gostermektedir. Yesil renk, referans RNA’ya gore ifadesi
yiiksek olan miRNAlar1, kirmizi ise ifadesi daha diisiik olan miRNAlar1 gostermektedir.
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Cizelge 4.8. Exiqon mikroarray ile analiz edilen miRNAlarin 2 ve 8 blastomerli embriyolar
arasindaki ifade farkliliklar

miRNA adi 2 blastomer | 8 blastomer | logFC 2/ 8
cel-miR-79-3p -0.16 -0.68 1.43
cel-miR-239a-5p -0.23 -0.61 1.29
cel-miR-77-3p -0.14 -0.27 1.09
cel-miR-47-3p 0.21 0.16 1.04
cel-miR-237-5p -0.23 -0.28 1.04
cel-miR-272 0.32 0.31 1.01
cel-miR-46-3p -0.04 -0.02 0.99
cel-miR-34-5p -0.01 0.03 0.98
cel-miR-36-3p -0.40 -0.36 0.97
cel-miR-1824-5p 0.66 0.72 0.96
cel-miR-60-3p -0.24 -0.16 0.95
cel-miR-85-3p -0.19 -0.11 0.94
cel-miR-229-5p -0.14 -0.05 0.94
cel-miR-44-3p/cel-miR-45-3p -0.37 -0.25 0.93
cel-miR-786-3p 0.01 0.17 0.90
cel-miR-61-3p -0.43 -0.27 0.89
cel-miR-354 0.22 0.39 0.89
cel-miR-244-5p 0.33 0.50 0.89
cel-miR-253-3p -0.26 -0.08 0.89
cel-miR-63-3p -0.12 0.06 0.88
cel-miR-42-3p -0.47 -0.28 0.88
cel-miR-66-5p -0.29 -0.09 0.87
cel-miR-83-3p -0.36 -0.16 0.87
cel-miR-57-5p -0.15 0.06 0.87
cel-miR-50-5p 0.39 0.61 0.86
cel-miR-53-5p -0.12 0.11 0.85
cel-miR-84-5p -0.20 0.04 0.85
cel-miR-1-3p -0.17 0.08 0.84
cel-miR-230-3p -0.26 0.06 0.80
cel-miR-252-5p -0.19 0.13 0.80
cel-miR-75-3p -0.46 -0.13 0.79
cel-miR-90-3p -0.32 0.03 0.78
cel-miR-87-3p -0.04 0.32 0.78
cel-miR-72-5p -0.46 -0.07 0.76
cel-miR-795-5p -0.73 -0.33 0.76
cel-miR-58-3p -0.58 -0.17 0.75
cel-let-7-5p -0.24 0.19 0.74
cel-miR-56-3p -0.13 0.31 0.74
cel-miR-241-5p -0.42 0.03 0.73
cel-miR-39-3p -0.72 -0.20 0.70
cel-miR-74-3p -0.45 0.09 0.69
cel-miR-54-3p -0.51 0.05 0.68
cel-miR-55-3p -0.29 0.30 0.67
cel-miR-238-3p -0.51 0.08 0.66
cel-miR-270 -0.68 -0.07 0.66
cel-miR-37-3p -0.57 0.04 0.66
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cel-miR-40-3p -0.59 0.03 0.65
cel-miR-35-3p -0.65 0.00 0.64
cel-miR-356 -0.85 -0.19 0.63
cel-miR-48-5p -0.58 0.19 0.59
cel-miR-81-3p -0.61 0.19 0.58
cel-miR-73-3p -0.41 0.41 0.56
cel-miR-38-3p -0.74 0.09 0.56
cel-miR-52-5p -0.61 0.26 0.55
cel-miR-51-5p -0.82 0.06 0.54
cel-miR-82-3p -0.69 0.19 0.54
cel-miR-71-5p -0.65 0.24 0.54
cel-miR-80-3p -0.75 0.17 0.53
cel-miR-65-5p -0.70 0.27 0.51
cel-miR-64-5p -0.72 0.30 0.49
cel-miR-789 -2.05 -0.04 0.25

4.6. Maternal RNAlarin Yikimindan Sorumlu Olabilecek MikroRNAlarin

Belirlenmesi

C.elegans'ta maternal RNA yikiminda mikroRNAlarin rolii olup olmadigimni anlamak igin
elde edilen iki veri birikimi kiyaslanmistir. Yeni nesil sekanslama verisi ile miRNAlar
oositten gelen yani maternal ve erken evre embriyonik olarak gruplandirilirken, mikroarray
verisi de zigotik genom aktivasyonu 6ncesi ve sonrasi olarak siniflandirilmistir. Yiizlerce
miRNA hem bu iki veri setinde, hem de literatiirdeki diger ¢alismalarla kiyaslanmis ve

Cizelge 4.9'da daha ileri analizlerde kullanilabilecek miRNA listesi bulunmaktadir.

Yeni nesil sekanslama ve mikroarray verilerimize gore totipotensi ile ilgili ve maternal
yiiklenen baslica miRNAlar sunlardir: cel-miR-48-5p, lin4-5p, cel-miR-246-3p, cel-miR-
241-5p. Ote yandan zigotik genom aktivasyonunu takiben artan zigotik miRNAlar ise cel-
miR-52-3p, cel-miR-52-5p, cel-miR-37-3p, cel-miR-46-3p, cel-miR-42-3p, cel-miR-73-3p,
cel-miR-55-3p, cel-miR-35-3p’dir.
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Cizelge 4.9. lleri analizlerde kullanilmak iizere secilen miRNA listesi

miRNA Mikroarray
miRNA ad 2blastomer | 8blastomer |  logFC 2/8

Cel_miR_52_3p

Cel_miR_52_5p -0.61 0.26 0.87
Cel_miR_239a_5p -0.23 -0.61 0.37
Cel_miR_48_5p -0.58 0.19 -0.77

Cel_lin-4_5p

Cel_miR_71_5p -0.65 0.24 -0.89
Cel_miR_241 5p -0.42 0.03 -0.45
Cel_miR_59_3p -0.42 -0.55 0.13
Cel_miR_237_5p -0.23 -0.28 0.05
Cel_miR_51_5p -0.82 0.06 -0.88
Cel_miR_64_5p -0.72 0.30 -1.02
Cel_miR_56_5p 0.28 0.50 -0.22
Cel_miR_37_3p -0.57 0.04 -0.61
Cel_miR_46_3p -0.04 -0.02 -0.01
Cel_miR_42_3p -0.47 -0.28 -0.19
Cel_miR_1829b 0.11 -0.03 0.14
Cel_miR_246_3p 0.03 0.05 -0.02
Cel_miR_82_3p -0.69 0.19 -0.88
Cel_miR_79_3p -0.16 -0.68 0.52
Cel_miR_73_3p -0.41 0.41 -0.83
Cel_miR_55_3p -0.29 0.30 -0.58
Cel_miR_35_3p -0.65 0.00 -0.65
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4.7. QRT-PCR Sonuglar

Cizelge 4.9°da secilen miRNAlardan bazilari i¢in 3 biyolojik tekrarli gerceklestirilen qRT-
PCR deney sonuglari, Cp degerleri EK 2°de verilmistir. EK 3’de ise U18 ile normalize
edilmis Cp degerleri bulunmaktadir.

Sekil 4.20°de toplu olarak QRT-PCR ile analiz edilen N2 2 ve 8 hiicreli embriyolardaki
miRNAlarin, Sekil 4.21°de ise fog-2(q71)V oosit ve embriyolarindaki mikroRNAlarin
arasindaki ifade farkliliklar1 analiz sonuglari grafik {izerinde yer almaktadir. Bu grafiklerin
standart sapmay1 da gosteren formlar1 Ek 4’te yer almaktadir. Daha detayl1 analiz edilen bir

kag¢ ornek miRNAnin ifade seviyeleri ise Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te gosterilmistir.

Yeni nesil sekanslama verilerimize gore lin-4-5p ve miR-48-5p maternal ifade olmaktadir,
yani oositte ifadesi yiiksekken embriyoda diismiistiir. Sekil 4.22'de 2 ve 8 blastomerli
embriyolar ile gastrula dncesi erken evre embriyolardan elde edilen QRT-PCR sonucu bu
miRNAlarin 2 blastomerli embriyolarda 8 blastomerli embriyolara gore yiliksek oldugu,
karisik evre embriyolara kiyaslandiginda ise hem 2 blastomerde hem 8 blastomerde

ifadesinin azaldig1 goriilmektedir.

Sekil 4.23'te ise miR-239a’nin QRT-PCR ile analiz edildiginde maternal oldugu
goriilmektedir, Pirosekanslamada okuma sayiS1t diisiikk c¢ikmasina karsin, mikroarray
verisinden dolay1 aday olarak secilmis ve QRT-PCR sonucu bu iki veri setini de
dogrulamistir. miR-52-5p ve miR-52-3p erken embriyoda yiiksektir ve pirosekanslama
verisini dogrulamaktadir. Ote yandan miR-51-5p 'nin QRT-PCR ile de artmas1 mikroarray

verisini dogrulamaktadir.
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2 ve 8 blastomerli embriyolarda miRNA ifade seviyeleri

8,00
4,00
2,00
j I I m2/8ort
1,00 T T . — I T T T T . T T T T
R R R R R R R R R R

Qf;»") Qj’;}b %q,bf') J b¢3)f') -\o’b‘b Q\:\ i) qy‘o ’{};\% Q\f’) s Q})f’) 3
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0,25

Sekil 4.20. Ug biyolojik tekrarli N2 2 ve 8 blastomerli embriyolar i¢in segilen miRNAlarm
QRT-PCR sonucu

fog2(q71) oosit(germline) ve karisik evre embriyo miRNA
ifade seviyeleri

m fG/fE ort

Sekil 4.21. iki biyolojik tekrarl fog-2(q71)V oosit (germline) ve embriyolarindan segilen
miRNAlar i¢in QRT-PCR sonucu
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128,00

64,00
32,00
16,00
m2/8ort
8,00 m 2/NE ort
m 8/NE ort

4,00

2,00

1,00
miR-48-5p Lin-4-5p

Sekil 4.22. miR-48-5p ve lin-4-5p ifade seviyelerinin 2,8 ve (NE) erken evre karigik N2
C.elegans'ta QRT-PCR ile analizi

fog2(q71) oosit(germline) ve karisik evre embrivo miRNNA
ifade seviyeleri

64,00
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16,00
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2,00
1,00 -
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Sekil 4.23. Dort farkli miRNAnin QRT-PCR ile oosit ve embriyolarda ifade seviyesi
analizi
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4.8. miRNAlar Tarafindan Hedeflenen mRNAlarin In Silico Tayini

Cizelge 4.9'da se¢ilen miRNAlarin bazilariin hedef mRNAlarin1 belirlemek igin
microRNA.org web veri tabani kullanilmistir. Bir miRNAnin yiizlerce mRNAy1 regiile
edebilecegi ve bir transkriptin onlarca miRNA tarafindan regiile edilebilecegi
bilinmektedir. Goriildiigii tizere bir miRNA yiizlerce geni potansiyel olarak regiile
edebilmektedir. Daha detayli incelendiginde microRNA.org web yazilimi sayesinde ilgili
mikroRNAnin hedef transkript ile eslestigi kisimlar, komplementerite derecesi ve ayni
bolgeye baglanabilen diger mikroRNAlar da goriilmektedir (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25).
Sekil 4.24'te miR-52-5p'nin 508 adet potansiyel mRNA hedefi oldugu goriilmektedir. Ote
yandan Sekil 4.25'te ise miRNAnin hedef transkripteki baglanma bolgesi goriilmektedir.

microRNA.org web yazilimi Agustos 2010 versiyonunu heniiz giincellemedigi i¢in 6nemi
daha ¢ok son yillarda anlasilan miRNA-3p’lerin hedef mRNAlariin tayininde eksiklikler

bulunmaktadir.

Sekil 4.26’da miRNAlar tarafindan hedeflenen mRNAlarin microRNA.org Agustos 2010

stirimii ile in silico tayini kismi goriintiisii bulunmaktadir.

mikroRNAIlarin hedefledigi mRNAlarin Genecodis 3.0 veritabani ile gerceklestirilmistir.
Program, hedef mRNAlarin yiiklenmesinin ardindan o mikroRNAnin hedeflerinin diger
mikroRNAIlarla olan iligkisini, molekiiler fonksiyonunu, hangi yolaklarda etkili oldugunu,
hiicresel bilesenlerini gdsterebilmektedir. Ayn1 yolakta etkili gen sayisini grafiklerle de

gosterebilmektedir.
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microRNA.org - Targets and Expres: n target sitas by: scores by Computational Biology Center:
t downregulation scores. Experimentally observed expression patterns. anda - mirSVR
Ty

August 2010 Releas s:icBio

Ty | Selected miRNAS: cel-miR-52
~Caanorhabditis elegans
s Click @ to view alteratiyeTzofxms
vt )
e an profle 1 Displaying results 1 - 50(of 508

first | next | last

A St |

-Homo sapiens: 1100 mMRNAs Targeted by cel-miR-52 mirSvR score
-Mus musculu

-Rattus non = lin-12 (] NM_066606 [ slignment detsils ] -1.74
- Drosophila melanogaster: 186

- Caenorhabditis elegans: 233 = F13H10.4 NM_001083212 [ zlianment detzils ] -1.38

NM_001083212 [ zlignment detsilz ] -1.39

C5088.5 NM_073963 [ zlignment details ] -1.36

K09B11.10 NM_070191 [ zlicament detsilz ] -1.36

Y37E11B.6 NM_067979 [ slignment details ] -1.34

E04F6.10 [/ ] NM_063103 [ slisnment dstsils ] -1.34

Y39B6A.41 NM_171566 [ zlicament detsilz ] -1.31

Y65A5A.1 NM_070551 [ zslignment detai -1.21

nhr-83 NM_070871 [ zlicament detsilz ] -1.30

S tin-17 NM_001026642 [ slignment detsils ] -1.30

NM_058627 [ zlignment detsils | -1.30

€35A11.1 (1] NM_072030 [ slisnment dstsils ] -1.29

ptr-6 NM_062585 [ zlicnment det=i -1.29

FS8HL.5 NM_073599 [ slignment detai -1.29

clh-3 (] NM_001026889 [ glignment detail= ] -1.28

hst-1 NM_069090 [ slignment detai -1.28

Y37A1A.2 (1] NM_070275 [ slignment det=: -1.26

squ-1 NM_069017 [ zlicament detsilz ] -1.26

F14D12.1 NM_076544 [ slignment details ] -1.25

beta-transducin NM_065529 [ zlicnment detsilz ] -1.24

Sekil 4.24. microRNA.org veritabani ile miRNAlarin hedef mRNAlarinin belirlenmesi.
mMiR-52-5p i¢in 508 hedef mRNA goriinmektedir.

You are currently
SR Display Options

- Caenarhabdit
peiihin Viewtarget sites of conserved miRNlAs rith good mirSVR scores [w]
i:&'fﬁﬁﬁnﬁ Selected miRNAS:  [cel-miR-52

- You may add additional miRNAs to the box above,
-cal-miR-52

[ view targats ]

5 RS UIEE A ) cel-miR-52/lin-12 Alignment
M 3' ucqugcounUGUAURCAUGCCCAC 5' cel-miR-52

*Homo sapiens: 1100 I

*Mus musculus: 717 37:5" uuauuuucuAGAGCUAUACGGGEUu 3' lin-12
*Rattus norvegicus: 387
- Drosophila
melznogastar 186

- Caenerhabditis
elegans: 233 lin-12 abnormal cell LNeage Display [EERIEY bases per row
Query Target Sites: i

- cel-miR-52

37

mirSVR score; -0.9254
PhastCons scoret
0.4249

110

mirSVR scora: -0.8130
PhastCons score:
0.5130

mirSVR score:  -0.9254
PhastCons score: 0.4349

Mouseover a miRNA mature name to see the miRNA/lin-12 alignment.

GEEUUUCCAUCURRRUUUUE 75

Displayed miRNAs
ordered by sum of
mirSVR scores:

- cel-miR-52 37 110
-cal-miR-33 37 112
-cel-miR-36 39 114

-cal-miR-54 36 113 miR-232

-cel-miR-51 37 112 ¢ CAUARGACUUGAUGUUCUUUUUUUUGUUGCAUUUCUUGAUUGUAUAUGGECUUAC JGARLUGUUUUGUUGA 154
-cel-miR-55 38 115

-cel-miR-232 88

151 BUGUUACRUU ygp

Sekil 4.25. mikroRNAnin hedef transkript ile etkilestigi bolgenin goriintiisii. Ayni bolge ile
eslesen diger mikroRNAlar da goriinmektedir.
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die-1
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HO4MI05 3
F35G122
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fihr-4
flh-1
sox-2
mod-1
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nhr-47
T21C03
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skr-21
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hlh-30
ptp-2
WOLALLY
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ace-3
twk-11
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ttr-37
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TOTC4 3
flb-1
cct-6
C34D10.2
C2TD6 .4

odr-2
H41C03.3
ZC376.7
pli-1
F33H123
ZE1346
tag-236
FHETS
sgv-1
lin-12
lin-12
cnd-1
ZC1234
beta-transducin
T06ALS
nrx-1
T14G10.7
egl-3
urc-43
ly-20
TI7TG2A 11
tag-333
C39ED.10
T10G3.1
K07A122
tip-1
K10D6.4
ugt-38
F16C32

Ce miR 64 Sp
pps-1
SR-famC
C44Bl116
F14F11.1
nhr-137
fit-2
DHIL3
jmjd-2
K02G10.5
cef-1
ttyvh-1
mhr-14
tag-4%
abl-1
K10C2.1
MOZELL
ulp-1
MMGT3
hrpf-1
cye-2.1
C47G2.5
T14G10.7
ZE3532
W04B3.3
flp-27
unc-113
hid-1
cpt-1
his-2

Ce miR 56 Sp
odr-2
H41003.3
CO6B3.6
ZC376.7
plx-1
F35H123
ZE1346
taz-236
FMETS
sgv-1
lin-12
lin-12
cnd-1
ZC1234
beta-transducin
T06ALS
nrz-1
T14G10.7
egl-3
unec-43
T03D3.5
gly-20
TETG2A 11
C39ED.10
TI0G3.1
K07TA122
tip-1
K10D6.4
ugt-38

Sekil 4.26. miRNAlar tarafindan hedeflenen mRNAlarin microRNA.org Agustos 2010 siiriimii ile in silico tayini
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Calismadaki mikroRNAlarin hedefledigi mRNAlarin Genecodis veritabani ile yapilan
yolak analizinde genel olarak yiiklenen hedef genlerin %40-53’tintin belirli yolaklarda
tanimlandig1r goriilmektedir (Cizelge 4.10). Program, hedef mRNAlarin yiiklenmesinin
ardindan o mikroRNAnin hedeflerinin diger mikroRNAlarla olan iligkisini, molekiiler
fonksiyonunu, hangi yolaklarda etkili oldugunu, hiicresel bilesenlerini gosterebilmektedir.
Ayni yolakta etkili gen sayisimi grafiklerle de gostermektedir. Sekil 4.27°de miR-48-5p
hedeflerinin yolak analizi sonucunda kag tane genin hangi siiregte etkili oldugunu gosteren
pasta dilimi ve siitun grafigi gosterimi bulunmaktadir. Calisitlan miRNA hedeflerinin
iligkilendirildigi gen sayilar1 ve fonsiyonel olduklari biyolojik islevler gruplarina gore

Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Calisilan mikroRNAlar icin microRNA.org’da tespit edilen hedef mRNA

say1s1 ve Genecodis’te iligkilendirilen mRNA say1s1

mikroRNA Adi microRNA.org’da tespit edilen Genecodis’te iliskilendirilen
hedef mRNA saytst mRNA sayist
Cel-miR-52-5p 364 143
Cel-miR-239a-5p 486 189
Cel-miR-48-5p 407 128
Cel-lin-4-5p 78 36
Cel-miR-71-5p 1853 552
Cel-miR-241-5p 461 147
Cel-miR-237-5p 84 37
Cel-miR-51-5p 327 130
Cel-miR-64-5p 707 256
Cel-miR-56-5p 357 137
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B Embrivonik gelizim

B Ureme

¥ Nematod Larval Gelizim
B Hareket
B Biiviime
B DNA baguml tranzkripzivon diizenlenmeszi
B Hermafrodik genital gelizimi
B Rezeptir aracili endozitoz
._'Uripuzia}'ﬂn (vumurta birakma)
Cok hilcreli canli biiviimeszinin
pozitif diizenlenmesi

Embrivonik gelizim
TUreme

Nematod larval gelizimi
Hareket

Biiviime
DNA bagimh tranzkripzivon diizenlenmesi

Hermafrodit genital gelizimi
Rezeptir aracih endozitoz
Ovipozizyon
Cok hiizreli eanl biiviimeszinin pozitif regiilazvonu

0 Fiil 40 B0

Sekil 4.27. cel-miR-48-5p'nin hedef genlerinin Genocodis yolak analizi sonucunun pasta

dilimi ve siitun grafigi gosterimi. Kachedef genin hangi biyolojik siireclerde rol aldigin
belirtmektedir.
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Cizelge 4.11. Genecodis yolak analizine gore her bir miRNAnin regiile ettigi mRNAlarin ilgili oldugu biyolojik siirecler

s|1E18 |58 |28 8|5 |3
o o] o) : - = = — < ©
mRNAlarin etkili oldugu biyolojik siirecler ::? § ;':r Z E E z 2 E 2
€ = E - € E = € E | E
Embriyonik gelisim 30 46 66 240 74 11 97 33
Ureme 23 36 47 10 197 55 11 66 27
Hareket 23 35 10 173 40 11 20 60 24
Yumurta birakma (oviposition) 14 15 15 57 16 12 13
Nematod larval gelisimi 33 37 11 161 42 12 56
Biiyiime 32 28 7 115 8
Hermafrodit genital gelisimi 32 21 78 23
Reseptor aracili endositozis 19 21
Yetiskin omiir uzunlugunun belirlenmesi 8 73 9
Biiyiime oranimin pozitif diizenlenmesi 110
Viicut morfogenezi 84
DNA bagimli transkripsiyon regiilasyonu 25 28
Vulva geligimi 6 6 7
Hareketin pozitif regiilasyonu 8 7
Kuyruk morfogenezi 8 7 7
Hiicre gogiiniin diizenlenmesi 5 5
Vulval gelisimin diizenlenmesi 5 5 5
Asimetrik hiicre béliinmesinin diizenlenmesi 3 3
Cokhiicreli canli biiyiimesinin pozitif kontrolii 14 4 16 4
Apoptotik Siiregler 4 4
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Hatching (embriyonun larva olarak agilmast)

Cokhiicreli canli biiyiimesinin regiilasyonu

Vulval gelisimin negatif regiilasyonu

13

Gelisimin diizenlenmesi, heterokronik

Cokhiicreli canly biiyiimesi

Oogenez

Mitotik spindle organizasyonu

Cinsiyet farklilagsmast

Embriyonik gelisim, iireme

48

Embriyonik gelisim, nematod larval gelisim

45

Embriyonik gelisim, hareket

35

Nematod larval gelisimi, hareket

32

Ureme, hareket

30

Embriyonik gelisim, nematod larval gelisim, hareket

27

Ovipozisyon, hareket

Hermafrodit genital bolge gelsimi, vulval gelisim diizenlenmesi

Hiicre migrasyonunun regiilasyonu, kanonikal wnt reseptor yolagi

Hiicre migrasyonunun regiilasyonu, vulvak gelisimin diizzenlenmesi

Hermafrodit genital bolge gelisimi, vulval geligimin diizenlenmesi, epitelyum doku morfogenezi

w| W w| M| ©

Embriyonik gelisim, omiir uzunlugunun belirlenmesi

Eriskin omiir uzunlugunun belirlenmesi, nematod larval gelisim

Embriyonik gelisim, eriskin omiir uzunlugunun belirlenmesi, nematod larval geligim

Embriyonik gelisim, erigkin 6miir uzunlugunun belirlenmesi,tireme

Embriyonik gelisim, erigkin 6miir uzunlugunun belirlenmesi, hareket

Embriyonik gelisim, eriskin omiir uzunlugunun belirlenmesi, tireme, apoptotik siire¢

| o o O o N
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyolojideki en karmasik farklilasmalardan birisi déllenmis bir oositin totipotent (tam
erkil) bir zigota donlismesidir. Bu esnada transkripsiyon durdugu i¢in déllenme ve erken
embriyonik boliinmeler, oogenez sirasinda sentezlenerek depolanan maternal RNA ve
proteinlerle saglanir. Oosit-embriyo gecisi sirasinda kromatinin yeniden diizenlenmesi,
epigenetik modifikasyonlar, maternal RNA ve proteinlerin yikim1 ve zigotik genom
aktivasyonu gibi pek c¢ok biyolojik siire¢ ayni anda gergeklesir. Totipotent olan
embriyonun farklilasarak somatik hiicreler de olusturmasi igin oosit sitoplazmasindan
gelen totipotentlik imzasinin somatik blastomerlerde silinmesi gerekir. Caenorhabditis
elegans'ta oosit sitoplazmasindan gelen proteinlerin nasil yikildigr bilinmekte, ancak
maternal RNAlarin nasil yikildiklar: bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda oosit ve zigotik
genom aktivasyonu Oncesi ve sonrast agsamadaki C. elegans erken embriyolarinin
“miRNAom” profilleri tanimlanmig ve o0osit-embriyo gegisi sirasinda rol alan aday

mikroRNAIlar 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

farklilagmasi, bagisiklik ve kanser gibi dnemli biyolojik stireclerde etkilidir.

Farkli canlilarda miRNAlarin maternal RNA yikimina olan etkileri bilinmektedir. Zebra
baliginda embriyoda maternal RNA yikimindan miR-430 sorumludur, zigotik genom
aktivasyonunu takiben miR-430 yiizlerce maternal transkriptin degradasyonunu diizenler
(Giraldez et al, 2006). Zebra baliginda olusturulan maternal ve zigotik Dicer enzimi
mutantlarinda gastrulasyon ve beyin gelisiminde defektler gozlenmistir. Sonradan
embriyoya disaridan enjekte edilen miR-430’un bu hasarlar1 giderdigi de tespit edilmistir.
Fare erken embriyogenezinde mikroRNAlarin maternal kalittminin etkisinin arastirildigi

bir ¢alismada ise, biiyiiyen oositte Dicer enziminin (MikroRNA biyogenezinde etkili
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anahtar enzimdir) fonksiyonu engellendiginde maternal mikroRNA kalitimimin olmadig:
gbzlenmekte ve mutant oositlerde hiicre boliinmesi ve eksen olusumunun gergeklesmedigi
belirtilmektedir. Normal ve Dicer mutant1 oositler ile 8 blastomer evresine dek spesifik
asamalardaki embriyolarda gergeklestirilen kapsamli mikroRNA mikroarray profilleme
caligmalar1 sonras1 maternal genlerin direkt ya da dolayli olarak mikroRNAlar tarafindan
kontrol edildigi, fare erken embriyogenezinin erken asamalart i¢in maternal

mikroRNAIlarmn gerekliligi gosterilmistir (Tang, Kaneda 2007).

C. elegans embriyogenez c¢alismalarinda avantajli bir model sistemdir ve embriyogenezin
dogru olarak anlasilabilmesi icin evreye Ozgii gen ifadesinin belirlenmesi O6nem
tasimaktadir. C. elegans’ta zigotik genom aktivasyonu 4-blastomer asamasinda
gerceklesmektedir. Literatiirde pek ¢ok c¢alismada farkli evrelerdeki C.elegans
embriyolarinin transkriptom seviyeleri agirlikli olarak mikroarray g¢aligmalar ile analiz
edilmistir. Ancak yeni nesil sekanslama ile bu analizleri ger¢eklestirmek biraz daha zordur,
clinkii bu teknigin gerektirdigi baslangic materyali i¢in binlerce embriyo toplanmasi
gerekmektedir. S6z konusu transkriptom degil de miRNAom oldugunda ise ¢ok daha fazla
sayida embriyo toplanmasi gerekmektedir, literatiirdeki ¢alismalar PCR temelli tekniklerle
gergeklestirilmistir. Evre spesifik embriyo toplamanin en yaygin yolu ise manuel olarak
diseksiyondan sonra agiz pipeti ile tek tek stereomikroskop altinda embriyolar
toplamaktir.  Bu sorunun fistesinden gelebilmek, spesifik asamalardaki embriyolar
toplamak ic¢in Stoeckius ve arkadasglart tarafindan 2009 yilinda eFACS (Embryo
Flouresence Activated Cell Sorting) metodu tasarlanmistir eFACS ile 1-blastomerli
embriyoda ifade olan GFP proteini sayesinde karisik evre embriyolardan 1-blastomerli
embriyo ayristirilabilmistir ve yeni nesil sekanslama ile embriyonik olarak ifade olan
mikroRNAlar da dahil olmak fizere kiigiik RNAlarin ifadelerindeki degisiklikler
belirlenmistir (Stoeckius, Maaskola et al. 2009). Ancak yine de tam olarak zigotik genom
aktivasyon oOncesi ve sonrasit evreler yoktur. Literatiirdeki bu c¢aligmalar, bu tez

caligmasinda elde ettigimiz sonuglar1 kiyaslamak agisindan bize yardimci olmustur.

Bu tez caligmasinda evre spesifik embriyolar tek tek agiz pipetlemesi ile elde edilmistir.
Yeni nesil sekanslama calismasinda baglangi¢c materyalinin yiiksek olmasi1 gerekliligi,

mikroarray icin, biyolojik tekrarli dogrulama deneylerinde kullanilacak 6rnek materyalinin
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saglanmast i¢in onbinlerce embriyonun gerekliligi, calismanin zorlayan kisimlarini
olusturmustur. N2 yabanil sustan elde edilen 2 ve 8 blastomerli embriyolarin mikroarray
ile, sperm iiretmeyen ve dollenme olmadigi i¢in olgun oosit sayisi germline'da oldukca
yiiksek sayida olan fog-2(q71)V mutant C. elegans susundan elde edilen oositlerin de yeni
nesil sekanslama ile miRNAom profilleri belirlenmistir. Boylece C.elegans oositlerinden
(mitotik ve mayotik), zigotik genom aktivasyon dncesi erken embriyolardan (2 blastomer),
zigotik genom aktivasyonu sonrasi (8 blastomer) ve gastrula oncesi karisik evre erken
embriyolarindan elde edilen miRNAom profilleri analiz edilmis ve literatiir ile de
kiyaslanmistir. Gergeklestirilen biyoinformatik analizler miRBase'in yeni siirimii ile
yapildigi igin veri setlerimizde bu siiregte rol alan yeni miRNAlar da tanimlanmistir.
Ifadesi anlamli olarak degisen miRNAlar daha ileri in vitro ve in silico analizler icin
secilmis, QRT-PCR yontemi ile bu miRNAlardan bir kisminin ifade seviyeleri biyolojik
tekrarlarla incelenmis ve biyoinformatik veritabanlar1 ile bu mikroRNAlarin hedef

MRNAlar1 ve rol oynadiklar yolaklar belirlenmistir.

Ozetle oosit-embrivo gecisinde rol oynayan miRNAlari tanimlamayi hedefleyen bu tez

calismasinda;

- Elde edilen yeni nesil sekanslama verilerine gére maternal ifade edilen, yani oositte ifade
edilip, embriyo gelistik¢ce ifadesi azalan, gogunlugu totipotensi ilgili baslica miRNAlar
sunlardir: cel-miR-48-5p, lin4-5p, cel-miR-246-3p, cel-miR-71-5p, cel-miR-241-5p.

-Ote yandan zigotik genom aktivasyonunu takiben embriyoda artan baslica zigotik
miRNAlar ise cel-miR-52-5p, cel-miR-52-3p, cel-miR-37-3p, cel-miR-46-3p, cel-miR-42-
3p, cel-miR-73-3p, cel-miR-55-3p, cel-miR-35-3p’dir.

Cel-miR-52-3p, yeni nesil sekans okuma sayisina gore embriyonik ifade olan bir
miRNAdir. Yeni nesil sekanslama sonucuna gore karisik evre erken embriyoda oosite
gore 193 kat artis gozlenirken, bu sonug ile tutarli olan QRT-PCR datasina gore de
embriyonik ifadesinde artis goriilmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.23). Mikroarray tizerinde ve
2009 yilinda yapilan miRNA profil ¢alismasinda tespit edilmemis olan bu miRNAnn ileri

analizleri gergeklestirilecektir.
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Cel-miR-237-5p, sekans dizisi lin-4’e ¢ok benzemektedir. Fazla ifade olmasi durumunda
gonad ve vulva gelisiminde anormallikler goriildiigii belirtilmistir (Kerscher and Slack
2005), vulva ve gonadin normal gelisimi i¢in gereklidir. Yeni nesil sekans sonuglarina
gbre az okunma sayisina ragmen maternal goriinen miR-237-5p, Stoeckius, 2009
miRNAom profilleme ¢alismasinda sadece 1 kez, 1 hiicreli embriyoda tespit edilmistir.
Mikroarray datasina gore ifade farkliligina gore 5. sirada yer almasindan dolayt QRT-PCR
ile ifade seviyesi kontrol edilmis ve sonuglar mikroarray datasini dogrulamis, zigotik
genom aktivasyonu oncesi 2 blastomerli embriyoda daha fazla ifade oldugu gosterilmistir
(Sekil 4.20). Literatiirde varolan bilgilerin yan1 sira ileride yapilacak fonksiyonel analizler,

mMiR-237-5p’nin erken embriyodaki fonksiyonunun aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Cel-miR-52-5p, yeni nesil sekans okuma sayisina ve mikroarray datasina gore embriyonik
ifade olan bir miRNAdir. Bu sonug literatiirdeki mevcut bir ¢alisma (Stoeckius 2009) ile
oldugu gibi, yapilan QRT-PCR deneyleri ile de uyumludur; embriyonik ifade seviyesinde
artts  gortilmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.23). miR-52’nin, C. elegans L1 larvasinda en
yiiksek seviyede oldugu belirtilmesine ragmen gelisimin farkli asamalarinda da tespit
edilmistir. Biyokimyasal ¢alismalar, miR-52’nin riboniikleoprotein kompleksleri ile
etkilestigini belirtmektedir (Lee ve Ambros 2001, Caudy et al., 2003) mikroRNAlar
riboniikleoprotein kompleksleri ile entegre olarak RISC kompleksi (RNA-induced
silencing complex) olusturmakta ve bu kompleks ile spesifik mRNAlarin translasyonel

represyonu veya yikimi gergeklesmektedir.

Cel-Lin-4-5p, yeni nesil sekans okuma sayilarina gore maternal bir miRNAdir. QRT-PCR
sonuglar1 da bununla uyumlu ¢ikmistir (Sekil 4.20; Sekil 4.22). Lin-4-5p onemli bir

gelisimsel diizenleyicidir ve memeli ve Drosophila‘da da miR-125 adu ile bilinmektedir.

Cel-miR-48-5p (lin-58), elde ettigimiz mikroarray verilerine gore 8-blastomer
asamasinda, zigotik olarak biraz artis gostermesine karsin -ki bu literatiir ile uyumludur
(Literatiirde 1 blastomerde yer alip, 2-4 blastomerde yikildigi ve hemen sonrasinda
ifadesinin tekrar arttigir rapor edilmistir. Stoeckius 2009)- gerceklestirdigimiz yeni nesil

sekans calismasindaki okuma sayisina gore maternal ifade oldugu gozlenen Cel-miR-48-

105


http://www.wormbase.org/resources/person/WBPerson2245
http://www.wormbase.org/resources/person/WBPerson599

5p’in maternal ifade edildigi, yapilan QRT-PCR deneyi ile de dogrulanmaktadir (Sekil
4.22). Cel-miR-48-5p (lin-58), miR-84 ve miR-241 ile birlikte let-7 ailesine ait bir
mikroRNAdir. Ayni aileye ait oldugu bilinen bu mikroRNAlarin, elimizdeki yeni nesil
sekans datasinda hepsinin maternal artis gosteriyor olmasi da literatiir ile elimizdeki

verinin tutarl oldugunu gostermektedir.

Cel-miR-71-5p, mikroarray sonucuna gore 2 ve 8 hiicreli embriyolarda en yiiksek ifade
farkliligr gosteren ilk 5 mikroRNAdan biridir, yeni nesil sekanslama sonucuna gore
maternal olan miR-71-5p'nin  QRT-PCR sonucu da pirosekanslama datasini
desteklemektedir (Sekil 4.20). C. elegans larval evrelerinde daha ¢ok bulundugu belirtilen
bu miRNAnin C. elegans 6miir uzunlugunu arttirdigi, geg¢ erigskin kurtlarda daha fazla
bulundugu, sicaklik ve oksidatif strese dayaniklilik sagladigi belirtilmistir (De Lencastre et
al. 2010, Boulias and Horvitz 2012). Germline baskilanmasinda etkili oldugu gosterilen
miR-71’in bu sekilde Omiir uzunlugunda artisa sebep oldugu belirtilmistir. Ileride
gergeklestirilecek olan fonksiyonel analizler, miR-71’in bu gorevlerinin yani sira erken

embriyodaki roliiniin aydinlatilmasina da katki saglayacaktir.

Cel-miR-241-5p, yukarida bahsedildigi iizere miR-48-5p (lin-58) ve miR-84 ile birlikte
let-7 ailesine ait mikroRNAlardan biridir. Bu familyaya ait diger miRNAlar gibi yeni nesil
sekans okuma sayilarina gore ve literatiirdeki C. elegans erken embriyo miRNAom
profilleme caligmasina (Stoeckius 2009) gére maternal ifade oldugu, 2 blastomerli
embriyoda yikilip postgastrulasyonda  yeniden sentezlendigi goriilmektedir. Ancak
mikroarray verisinde 2 blastomere kiyasla 8 blastomerde ifadesinde artis gézlenmektedir.
QRT-PCR sonucunda anlamli bir degisiklik gozlenmemektedir. 2007 yilinda yapilan bir
caligmada, fare erken embriyolarinin mikroRNA profillemesinde, let-7 ailesine ait
mikroRNAlarmn 1 ile 2 blastomer asamasinda yikildigi, 2 ile 4 blastomer asamasinda ise
yeniden sentezlendigi belirtilmektedir (Tang 2007). Bu literatiir bilgisi ile elimizdeki
veriler birlikte degerlendirildiginde, miR-241-5p’nin C. elegans’ta maternal olarak ifade
oldugu ancak embriyogenezin ilerleyen asamalarinda yeniden sentezlenerek ifade edildigi

ongoriilmektedir.
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Cel-miR-239a-5p, yeni nesil sekans ve mikroarray verilerine gére maternal ifade olan bir
miRNAdir. Bu sonu¢ QRT-PCR sonuglart ile de uyumludur (Sekil 4.21). Stoeckius ve
arkadaslarinin 2009 yilinda yaptig1 evre spesifik mikroRNA profillemesi ¢calismasina gore
ise, 1 blastomer asamasinda gozlenen miR-239a’nin devam eden birka¢ boliinmede
yikildigr ancak sonra ifade seviyesinin ge¢ embriyogenezde yeniden yiikseldigi
gozlenmektedir. Fonksiyonu heniiz net olarak bilinmeyen miR-239a-5p icin ileride
yapilmas1 planlanan fonksiyonel analizler, erken embriyogenezdeki roliiniin anlasilmasina

katki saglayacaktir.

Cel-miR-51-5p, yeni nesil sekans okuma sayisina gore maternal ifade oldugu gozlenen bu
mikroRNA, mikroarray sonucuna ve literatiirdeki C. elegans erken embriyo miRNAom
profilleme ¢aligmasina (Stoeckius 2009) gore embriyonik ifade edilmektedir. QRT-PCR ile
2 ve 8 blastomer arasindaki ifade seviyesinde anlamli degisiklik gézlenmemistir ancak
oosit ve karisik evre erken embriyolar kiyaslandiginda zigotik ifade profili sergilemektedir
(Sekil 4.21, Sekil.23). Farkli biyolojik tekrarlar ile QRT-PCR tekrarlanmalidir. miR-51-
S5p’nin fonksiyonu net degildir, ancak yapilan bir calismada mid-embriyoda varlig1 tespit
edilmis ve ge¢c embriyoda da bolgesel bir dagilim gosterdigi, ventralde ya da ¢ogunlukla
anterior bolgede goriilmesiyle dikkat cekmektedir. Geg embriyodan L1 larval evresine dek
kanal hiicrelerinde ve kanal sinirlerinde sinyal vermektedir. Ayrica kafa kaslarinda,
barsakta da sinyal alinmasi bu mikroRNAnin pek ¢ok fonksiyonunun olduguna isaret
etmektedir. Bu bilgiler 1s18inda, ileride gerceklestirilecek fonksiyonel analizlerde bu

mikroRNAnin incelenmesi, erken embriyodaki roliiniin anlagilmasina katki saglayacaktir.

Cel-miR-64-5p, mikroarray verilerine gore zigotik olarak ifade farkliligi gosteren en
yiiksek ikinci mikroRNA olmasi nedeniyle incelenmeye deger bulunmustur. Yeni nesil
sekans okuma sayisi ¢ok diisiik olmakla birlikte, literatiirdeki C. elegans erken embriyo
miRNAom profilleme c¢aligmasimma (Stoeckius 2009) gore de zigotik genom
aktivasyonundan sonra ifadesinin arttifi goriilmektedir. QRT-PCR sonuglarina gore ise 2
ve 8 hiicreli blastomerler kiyaslandiginda mikroarraydeki gibi zigotik oldugu
dogrulanamamistir (Sekil 4.20). Ancak fog-2(q71)V oosit ve embriyo arasindaki ifade
farkliligt bu miRNAnin zigotik oldugunu gostermektedir. miR-64-5p’nin diger tiirlerde

ortologunun bulunmamasi, embriyodan erigkinlige pek ¢ok asamada bulunmasi ve
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fonksiyonunun heniiz bilinmemesi nedeniyle C. elegans’a 6zgii bir miRNA olmasinin

muhtemel olusuyla ileri analizlerle degerlendirilecektir.

Cel-miR-1829b, mikroarray datasina gore maternal ifade olmaktadir ancak yeni nesil
sekans okuma sayis1 ¢ok disiiktlir. Stoeckius ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda
olusturulan miRNAom profillemesinde ise tanimlanmamustir. Ayrica mikroarray ve QRT-
PCR sonuglari tutarli degildir. Farkli biyolojik tekrarlar ile QRT-PCR tekrarlanmalidir.

Cel-miR-59-3p, yeni nesil sekanslama ve mikroarray verilerine gére maternal ifade olan
bir miRNAdir. Literatiirde daha 6nce tanimlanmadigi igin gelecekte gergeklestirilecek
QRT-PCR dogrulamasimin ardindan ileri fonksiyonel ve transgenik caligmalarla analiz
edilecek ve bu mikroRNAnin C. elegans erken embriyogenezindeki rolii aydinlatiimaya

calisilacaktr.

lleri analizler igin segilen miRNAlarin bazilar1 ayni aileye mensuptur ve aym "seed
region"1 igermekle kalmayip, pek ¢ok organizmada da korunmustur (Ruby and Jan 2006)
miR-52, miR-51, miR-55 ve miR-56 ACCCGU motifini tasimakta ve C.briggsae,
D.melanogaster, D.rerio ve memeli homologlart bulunmaktadir. Benzer sekilde lin-4 ve
miR-237 CCCUGA motifini tagirlar ve yukarida anilan tiim canlilarda homologlar1 vardir.
miR-48 ve miR-241 GAGGUA motini tagir ve yine tim canlilarda homologlar
bulunmaktadir. GGCAAG motifi tasiyan miR-73 zebra balig1 hari¢ bahsedilen tiim tiirlerde
mevcuttur ve literatiirde timor baskilayict 6zelligi vurgulanmaktadir. CACCGG motifini
tasiyan  miR-35, miR-37 ve miR-42 ailesi ve CGAAUC motifi tasiyan miR-59,
GAAAGA motifi tasiyan miR-71, UACAUG motifi tastyan miR-246 sadece C.elegans ve
C.briggsae 'de mevcuttur. UUGUAC motifi tagtyan miR-239a, GAGAUC motifi tasiyan
miR-82, GUCAUG motifi tasiyan miR-46, UAAAGC motifi tasiyan miR-79 ise C.elegans,

C.briggsae ve D.melanogaster 'de korunmustur.

2008 yilinda gergeklestirilen C. elegans, D. melanogaster ve H.sapiens mikroRNAlarinin

5’ u¢ homolojisi analizlerinde 3 canlida da korunan miRNAlardan bazilarinin bu tez
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calismasinda ifade farkliligi gosterdigi belirlenen mikroRNAlar ile aymi oldugu
goriilmistiir (Sekil 5.1). Bu miRNAlar; miR-48, lin-4, miR-51, miR-52, miR-73, miR-79,
miR-237, miR-241"dir. Belirlenen miRNAlardan miR-239a'nin ise bu calismaya gore
Drosophila'da homologu vardir. (Ventoso, Vera 2008).

Sekil 5.1. Drosophila, insan ve C. elegans’ta mikroRNA 5’ u¢ homolojisi analizine gore

homoloji gosteren miRNAlar (Ibanez-Ventoso et al. 2008)

Bu tez calisgmasinsa N2 yabanil tip nematodlardan izole edilen 2 ve 8 blastomerli
embriyolarin (zigotik genom aktivasyonu Oncesi ve sonrast olmak iizere) mikroRNA
mikroarray calismasi ve fog-2(q71)V mutant nematod oosit ve erken karisik evre
embriyolarinin mikroRNA ifade profilleri yeni nesil sekanslama ile olusturulmustur. iki
deney verilerine gore ifade farkliliklart tutarlilik gosteren, literatiir bilgisi ile de
desteklenen ve bu siiregte yeni tanimlanan bazi mikroRNAlar i¢in spesifik primerler ile
QRT-PCR dogrulama deneyleri gergeklestirilmistir. MikroRNAlarin hiicre igerisinde

zamansal ve mekansal olarak ifadelerinin degisiklik gostermektedir. miRNA mutantlarinda
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miRNA hedeflerinin veya maternal RNAlarin ifade seviyelerinin in situ hibridizasyon veya
QRT-PCR ile belirlenmesi gerekmektedir. Bir diger alternatif de miRNA promotor GFP
fiizyonlari1  igeren  transgenik  suslardir.  Ilerleyen zamanda bu  analizler
gerceklestirilecektir. Bazi  mikroRNAlarin  hedefledikleri genlerin  microRNA.org
veritabani ile in silico analizleri yapilmis ve belirlenen tahmini hedef genler kullanilarak da
Genecodis veri tabani ile yolak analizleri gerceklestirilmistir. Bu analizlerde miRNAlarin
agirlikli olarak C. elegans erken embriyo gelisimi, iireme ve larval gelisim gibi yolaklarda
fonksiyonel oldugu belirlenmistir. Gelecekteki ¢alismalarda, bu miRNAlarin maternal
mRNA yikimi tizerine fonksiyonlarina iliskin en 6énemli veri, belirlenen bu miRNAlarin

transgenik ve mutant suslarinin ileri analizleri ile elde edilebilecektir.

Bu tez calismasinda belirlenen bu aday miRNAlarla gerceklestirilecek ileri ¢alismalar,
oosit-embriyo gegisine 1s1k tutacak, germline-soma farklilasmasi ve gen ifadelerinin
miRNA ile regiilasyonu hakkinda daha fazla bilgi saglayacaktir. Bu tez ¢alismasinda C.
elegans erken embriyosunda zigotik genom aktivasyonu oncesi Ve sonrasi ifade farklilig:
gosteren mikroRNAlara yogunlagilmistir ancak ifade farkliligi gostermeyen miRNAlar da
literatlire yeni katkidir ve ileride yapilacak arastirmalarla yeni sorularin cevaplanmasina
kolaylik saglayacaktir. mikroRNAlarin zamansal ve mekansal olarak dinamik ifade
gostermeleri fonksiyonlarininin anlasilmasini giiclestirmektedir. Elde edilecek sonuglar
embriyonik kok hiicrelerde totipotentligin nasil idame ettirildigi/sonlandirildigi, erken
embriyodaki gen regiilasyonu, oositin embriyoya programlanmasi, kok hiicre biyolojisi ve

gelisim biyolojisi alanlarinda 6nemli katkilarda bulunacaktir.
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7. EKLER

EK 1. Calismada kullanilan primer bilgileri

ArTa"Z Primer adi Katalog no . e .

ed_llen (Qiagen) (Qiagen) Amplifiye ettigi miRNA dizisi
miRNAlar

miR-239a | Ce_MiR-239%_1 MS00019446 UUUGUACUACACAUAGGUACUGG
miR-48 Ce_miR-48_1 MS00019852 UGAGGUAGGCUCAGUAGAUGCGA
Lin-4 Ce_lin-4_1 MS00018900 UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA
miR-71 Ce_miR-71_1 MS00020006 UGAAAGACAUGGGUAGUGAGACG
miR-241 Ce_miR-241_1 MS00019467 UGAGGUAGGUGCGAGAAAUGA
miR-237 Ce_miR-237_1 MS00019432 UCCCUGAGAAUUCUCGAACAGCU
miR-51 Ce_miR-51 1 MS00019873 UACCCGUAGCUCCUAUCCAUGUU
miR-64 Ce_miR-64_2 MS00028714 UAUGACACUGAAGCGUUACCGAA
miR-52 Ce_miR-52_1 MS00019880 CACCCGUACAUAUGUUUCCGUGCU
miR-1829b | Ce_miR-1829b_1 MS00019040 AAGCGAUCUUCUAGAUGGUUGUA
miR-77* cel-miR-77-3p MIMATO0000049 | UUCAUCAGGCCAUAGCUGUCCA
miR-52* cel-miR-52* MIMAT0020311 | CACGUUACAAUGAAAGGGUAGC
Primer adi Dizi (5'-3")

U18F ATAGAAAACCGGCTGAGCCA

U18R TGGCTCAGCCGGTTTTCTAT
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EK 2.

gRT-PCR ile analiz edilen mikroRNAlarin Cp degerleri tablosu
N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 Fog-2 | Fog-2 | Fog-2 | Fog-2
miRNA ad1 2BLel | 2BLe2 | 2BLe3 | 8BLel | 8BLe2 | 8BLe3 | E el Ee3 GLel | GLe3 | Eel Ee3
Ce_miR_52_5p 18.38 18.84 24.77 19.68 20.68 26.84 21.27 19.87 20.91 26.07 | 16.9 19.32
Ce_miR_52_3p 34.89 34.02 2218 | 34.98 3325 | 41.09 | 3208 | 31.88 36.07 | 39.49 | 29.74 30.9
Ce_miR_239a_5p 29.09 28.55 3526 | 31.44 28.93 3288 | 38.26 | 36.08 2044 | 3816 | 3792 | 36.88
Ce_miR_48 5p 21.89 22.89 26.86 | 22.99 24.68 29.38 | 3273 | 31.79 25.11 29.28 | 30.80 | 31.67
Ce_lin-4_5p 24.55 25.12 30.14 | 25.15 28.50 3257 | 34.84 | 3527 2767 | 31.73 | 35.02 34
Ce_miR_71 5p 22.65 24.25 29.87 30.78 27.06 32.16 29.14 | 29.02 2626 | 31.08 | 2857 | 2955
Ce_miR_241 5p 32.93 31.96 37.33 | 32.24 33.97 3865 | 3837 | 36.55 3460 | 3713 | 3591 | 37.21
Ce_miR_237 5p 27.58 28.91 3328 | 29.28 31.78 3663 | 36.79 | 33.29 30.99 | 3419 | 3284 | 3351
Ce_miR_51 5p 19.02 19.72 26.38 | 20.07 2204 | 26.61 22.71 20.86 20.40 28.90 | 19.13 19.58
Ce_miR_64_5p 19.77 20.17 28.52 20.87 22.90 29.17 23.10 22.49 23.58 28.04 | 2181 | 23.28
u18 18.02 17.44 21.59 19.63 17.75 23.72 22.96 19.79 16.55 21.80 | 1822 | 21.45
Ce_miR_1829b 30.3 29.62 3235 | 30.76 29.36 3264 | 3110 | 3067 2852 | 36.03 31 32.77
u18 18.15 17.63 2286 | 20.46 17.67 24.50 22.93 20.58 16.72 21.02 | 1865 | 21.95

(2BL.: 2 blastomerli embriyo, 8BL.: 8 blastomerli embriyo, E: gastrula dncesi karisik evre erken embriyo, GL: germline/oosit populasyonu,

el: deney 1, e2:deney 2, e3:deney 3)
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EK 3. QRT-PCR ile analiz edilen mikroRNAlarin U18 transkripti ile Cp degerleri normalizasyon sonuglari

miRNA adi N2 2 BL N2 8 BL N2 E Fog-2 GL Fog-2 E
Ce_miR_52_5p 1.65 2.03 -0.80 5.28 -1.73
Ce_miR_52_3p 11.35 16.08 10.61 19.82 10.49
Ce_miR_239a_5p 11.95 10.72 15.80 16.51 1757
Ce_miR_48 5p 487 5.32 10.89 8.99 11.40
Ce_lin-4_5p 7.59 8.37 13.69 11.23 14.68
Ce_miR_71_5p 6.57 9.64 7.71 10.37 9.22
Ce_miR_241_5p 15.06 1459 16.09 17.16 16.73
Ce_miR_237 _5p 10.91 12.20 13.67 13.88 13.34
Ce_miR_51_5p 2.69 2.54 0.41 5.46 -0.48
Ce_miR_64 5p 3.80 3.94 1.42 7.35 2.71
Ce_miR_1829b 11.21 10.05 9.13 13.02 11.58

(2BL.: 2 blastomerli embriyo, 8BL.: 8 blastomerli embriyo, E: gastrula 6ncesi karisik evre erken embriyo, GL: germline/oosit populasyonu
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EK 4. QRT-PCR sonuglarinin standart sapmalarini gosteren grafikler

N2 2 BL/8BL ifade seviyeleri

9,00

8,00

7,00

6,00

5,00 =

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

-1,00

m2/8ort

fog-2 (q71)V GL/E ifade seviyeleri
160,00

140,00

120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00 - | I E—— =T T

M [a) g (oo8 W AN N A’ N W
-20,00 Vo ¥ N %

A < . 2 Y N

M fG/fE ort

118




8. OZGECMIS

Adi Soyadi:  Selen GUCLU

Dogum Yeri: Ankara-Altindag

Dogum Tarihi: 16.02.1987

Medeni Hali: Bekar

Yabanci Dili: Ingilizce

Egitim Durumu  Lise: Mamak Cumhuriyet Anadolu Lisesi (2001-2005)

Lisans: Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii (2005-2010)

119



