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Onsoz

immunoloji alaninda CD4+T hiicrelerinin farklilasmasi konusunda yeni ve heyecan verici
bilgilerin elde edildigi bir donem yasaniyor. Yeni yardimci T hiicre efektdr alt gruplari
tanimlaniyor. 2007 yilinda CD4+T hicrelerinin farkli bir efektoér tirt bulunmus ve Uretmis
olduklar IL-17 sitokininden dolayr yardimci T 17 tipi (Th17) olarak adlandiriimigtir. Thl7
hicrelerinin konak immun yanitina olan katkilari hentz arastiriimakta birlikte, bu hicrelerin
Romatoid artrit, Sedef hastaligi, Crohn hastaliyi ve Multiple sclerosis gibi patolojilerde rol

oynadigi ileri strilmektedir.

Farede Th17 farkhlasmasinda rol oynayan mekanizmalar daha detayli olarak bilinmesine
ragmen, insanda farkl kokenlerden gelen CD4+T hicrelerinden Th17 fenotipini olusturmak igin
gerekli olan faktorler Uzerine olan ¢alismalar halen devam etmektedir. T hicre farklilasmasinda
sitokinler, transkripsiyon faktérleri gibi faktorlerin disinda mikroRNA gibi diizenleyici molekillerin
de etkili olmasi s6z konusudur. Indiklenen ya da baskilanan miRNAlarin T hicrelerinin
farklilasmasinda rol oynayan anahtar transkripsiyon faktorlerini ya da diger genleri regile
etmeleri olasidir. Proje kapsaminda insan naif CD4+T hiicrelerinden in vitro kosullarda Th17 T
hicreleri olusturulmus ve bu hiicrelerden RNA 6rnekleri saflastiriimistir. MikroRNAlarin Th17
hiicrelerinin farkhlasmasindaki rolleri ortaya koyma adina daha sonra RNA drneklerinden derin
sekanslama ile mikroRNA profillemesi yapilmistir. Projemiz TUBITAK KBAG tarafindan 1107412

numarall proje olarak desteklenmistir.
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Ozet

Th17 T hiicreleri IL-17 sitokini ekspres eden CD4+T hiicrelerinin bir alt sinifidir. insan Th17
farklilasmasi icin gereken kulttr kosullari, regulatér molekuiller ve bu hiicrelerin strdirtlebilirligi
tizerindeki calismalar devam etmektedir. T hicre farklilasmasinda sitokinler, transkripsiyon
faktorleri disinda mikroRNA gibi dizenleyici molekillerin de etkili olabilece@i 6nerilmektedir. Bu
yuzden de, Thl7 farkhlasmasinda mikroRNA'larin rollerinin ortaya konmasi gerekmektedir.
mikroRNA'lar (miRNAs) 17-23-nt uzunlugundaki RNA molekdlleridir ve protein kodlayan genleri
reglle ederler. Bu sebeple projenin amaci, insan periferal naif CD4+T hicrelerinden Thl7
fenotipindeki T hiicre alt grubunu olusturmak ve Thl7 fenotip farklilasmasinda rol oynayan

mikroRNA'lari derin sekanslama metodu ile profillerini cikarmaktir.

Bu calismada, insan naif CD4+T hiucreleri saglkh dondrlerin periferal mononiklear kan
hicrelerinden (PBMC) saflastiriimis ve c¢esitli stimulantlar (IL-6, IL-23, IL-1beta, TGF beta, anti-
IL-4, anti-IFN gamma, anti-CD3 ve anti-CD28) ile birlikte kdltire konulmustur. 5. giin kaltirlere
taze besiyeri ve IL-23 eklenmistir. Kuiltir sonlandirildiinda CD4+IL17A+T hucreleri Akim
sitometrisi ile belirlenmistir. Sonuclar Thl7-farklilasma kiltir kosullarinda CD4+T hcrelerinin
aktive oldugunu (CD25+: 47%, p<0.01) ve aktiflesen hicrelerin IL-17 Ureten hiicrelere (33%,
p<0.01) donustugunu gostermistir. Ancak CD4+T hucrelerinin Thl7 alt grubuna farklilasma
miktarlari ve maksimum farklilasma igin gerekli zaman dondr bazinda farkhlik gdstermektedir.
Th17 miktarlan %11 ile %45 arasinda degisirken, farklilasma igin gerekli zaman 6 ile 14 gun

arasinda degismektedir.

MikroRNA profillerinin ¢ikarilmasi icin negatif kontrol hiicrelerinden ve Th17-pozitif hiicrelerden
RNA saflastiriimisti. RNA drnekleri Illumina MiSeq small RNA platformu kullanilarak derin
sekanslama yapiimis ve oOrneklerin mikroRNA profilleri ¢ikariimistir.  Biyoinformatik analiz
sonuclarina gére Th17-pozitif hicreler negatif hiicrelerle karsilastirildiginda (en az 5 kat ifade
farki esas alinarak) 41 adet mikroRNA farkl ifade edilmistir. Bu mikroRNAlardan 12 tanesi
baskilanirken 29 tanesi asiri ifade edilmistir. Dolayisiyla proje kapsaminda insan periferal
kanindaki naif CD4+T hucrelerinden IL-17 Greten Th17 T hicreleri olusturulmus ve bu hicrelerin

mikroRNA profilleri ¢ikariimigtir.



Anahtar kelimeler: IL- 17, Th17 differentiation, microRNA

Abstract

Thl7 T cells are a subset of CD4" effector T cells. They identified by IL-17 expression.
microRNAs (miRNAs) are 17-23-m length mRNA molecules and can regulate T helper
differentiation like other regulatory molecules including cytokines and transcription factors. The
role of microRNAs in Th17 differentiation is not known yet. Therefore, the aim of this project was
to create Th17 effector T cells and the microRNAs in these Th17 phenotype were determined by

deep sequencing.

In this study, naive CD4+ T cells were purified from human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). Isolated cells were cultured with various stimulants (IL-6, I1L-23, IL-1 beta, TGF-beta,
anti-IL-4, anti-IFN gamma, anti-CD3 and anti-CD28). Culture medium was changed and cells
were restimulated with IL-23 on day 5 after initiation of cultures. After indicated culture times, IL-
17A expressing CD4+T cells were measured by flow cytometry. The results showed that naive
CD4+T cells were activated in the Thl7-polarizing conditions (CD25+ T cells: 47%, p <0.01).
Activated-CD25-positif cells were expressed IL-17 cytokine (33%, p <0.01). There were
differences in the amounts of differentiated-Th17 cells among different donors. The Percentage
of IL-17-positif cells was ranged from 11% to 45%. The culture time required for differentiation

was also ranged from 6 to 14 days.

To profile microRNAs that play a role in Th17 differentiation, the RNA samples were isolated
from Thl7-positive and negative control cells. lllumina MiSeq small RNA platform was used to
analyze microRNA profiles. Bioinformatics data showed that when Th17-positive cells compared
to negative cells (at least 5-fold difference in expression), there were 41 microRNAs which were
differentially expressed. 12 of those microRNAs were down regulated and 29 microRNAs were
up-regulated. Therefore, in this project Th1l7 cells were in vitro produced from human naive

CDA4+T cells and microRNA profiles of these cells were determined.



Key words: IL- 17, Th17 differentiation, microRNA



Sonu¢ Raporu Ana Metni

1. Giris

2007 yilinda CD4+T hicrelerinin IL-17 sitokini Ureten yeni bir T hiicre efektér alt grubu olan
yardimci T-17 (T helper 17: Th17) hicreleri bulunmustur. Farede Th17 farklilasmasinda rol
oynayan mekanizmalar daha detayli olarak bilinmesine ragmen, insanda farkli kdkenlerden
gelen CD4+T hucrelerinden Th17 fenotipini olusturmak icin gerekli olan fakttrler tizerine olan
calismalar halen devam etmektedir. T hiicre farklilasmasinda sitokinler, transkripsiyon faktorleri
gibi faktorlerin yaninda mikroRNA gibi diizenleyici molekullerin de etkili olmasi s6z konusudur.
Bitirme raporu kapsaminda CD4+T huicrelerinde son gelismeler 6zetlendikten sonra, insan naive
CD4+ T hucrelerinden Th17 T hicrelerinin olusturulmasi ve mikroRNA profillerinin ¢ikariimasi ile

ilgili projemizin laboratuarimizda elde ettigimiz verileri tartisilacaktir.

2. Literatuir ozeti

2.1. Th17 hiicrelerinin tanimi ve bulunusu

insandaki CD4 T hiicrelerinin alt gruplari 27 yil kadar énce farelerde ilk olarak kesfedilmis ve
efektdr fonksiyonlarin ve sitokinin Uretiminin farkli oldugu tzerinde durulmustur (Zhu vd., 2010).
Son zamanlarda yapilan bilimsel c¢alismalar Thl ve Th2 T yardimci hicrelerinden baska
Th17,Th9,nTreg, iTregs gibi farkli Th altgruplari tGzerinde durulmus (Doisne vd, 2011) ve 2005
yilinda ilk olarak yeni bir Th altgrubu olarak Th17 hicreleri ile ilgili ilk énemli bulgular (Langrish
vd., 2005) ortaya koyulmustur ve bu hicrelerin otoimmin doku hasarinda énemli rolleri oldugu
gOsterilmistir (Langrish vd., 2005; Harrington vd., 2005; Park vd., 2005). 2006 yilinda Bettelli ve
Kuchroo bu hicrelerin nasil farklilastigini tanimlamistir (Bettelli vd., 2006). 2006 yilinin sonunda
bu hicrelerin farklilasmalarinda rol alan transkripsiyon faktérinin RORyt oldugu ortaya
konulmasi ile bu huicrelerin ayri bir yardimci T hicresi altgrubu oldugu yaygin olarak kabul

goérmustlr (lvanov vd., 2006).

2.2 In vitro Th17 kiltiir kosullar

Th17 hdcrelerinin farklilasmasinin in vitro kosullarda naif T hicrelerinden TGF-f3, IL-6 ve IL-21
sitokin kombinasyonunu kullanarak yapilabilecegi gosterilmistir (Betelli vd., 2006). Bu bulgu
esasinda oldukga ilgingtir, ¢cinkl TGF-B sitokini tek basina etki ettigi zaman T hicre
farkhlasmasini antienflematuvar 6zellikteki regilator T hiicreleri yoniine dogru ilerletmekte, IL-6

ile birlikte uyarim saglandigi zaman ise proenflematuvar T hicre grubunun gelisimini
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saglamaktadir. TGFB FOXP3'l, TGFPB ve IL-6 kombinasyonu ise STAT3 bagimli indiksiyon yolu
ile Th17 hicrelerinin gelismesini indukler. Buna karsilik STAT3 ve RORyt genel transkripsiyon
faktorleri AP-1 aile Uyesi BATF, IRF4, NFKB ve NFAT, IL-17A/IL-17F lokustaki transkripsiyonu ve
kromatini yeniden diizenlemektedir (Ciofani vd., 2012). IL-17A/F sitokinine ilave olarak Th17
hicreleri IL-22, TNFa ,GM-CSF ve IL-23 reseptorini ekspres ederler. Bu sekilde 1L-23 Th17
hiicrelerinin buyime ve farkhlasmasini duzenlenmektedir. Farkli molekdller ve yolaklar Th17
hiicrelerin gelisimini tetikleyen ve 6nleyen olmak uUzere ikiye ayriimaktadir (Zuniga vd., 2013;
Muranski vd., 2013). Naif T hiicre kiltirlerinde T-bet, GATA-3, RORy+ ifadesi gereklidir. Th1l,
Th2 ve Thl7 hicrelerinde CXCR3, CCR4/CRTH2 ve CCRG6 ifadesinin uyariimasi yeterlidir
(Manel vd., 2008; Sundrud vd., 2003).

insan Th17 alt gruplarinin farkli kemokin reseptor ifade profilleri, dokularin farkli setlerine erisim
saglamaktadir. Thl7 “fate-mapping reporter” kullanarak, Th17 hucrelerin biytk bir kisminin
gelisim sirasinda IL-17A veya IL-17F ifadesi gozlemlenmistir (Ivanov vd., 2006). Acgik bagirsak
enflamasyonunda Th17 hucrelerinin yoklugu sirasinda Payer’s parcaciklari Tfh hicrelerine
donusebilir (Hirota vd., 2013). IL-17A ifadesinin Th17 hicrelerinde dogal olarak gecisine iliskin
goruglerin aksine epigenetik sabitliginin insan CCR6+, CCR4+, CD161+, Thl7 hafiza
hiicrelerinde 1L-17A/IL17-F’in yerlestigi kanitlarla gosterilmistir (Cohen vd., 2011). insan Th17
bellek hiicreleri Thl polarize sitokinlere maruz kalmistir. IFNy ifadesinin indiklenmesi IL-17A, IL-
17F lokusundaki epigenetik baskiyla ortiismektedir. insan hafiza Th hicreleri IL-2, IL-7, IL-15
gibi sadece hemostatik sitokinlerle stimile edilmektedir (Wan vd., 2011). In vitro Th17
polarizasyon esnasinda Uretilen IL-17A, IFNy efektér T hicreleri sonraki biylime ve yeniden
stimllasyon sonrasinda IL-17A'nin ifade kapasitesinin korunmasini saglar. Thl7 sitokin
ifadesinin sitokin kullanilarak aktivasyonu, ortak gama zinciri PI-3K sinyal ve AKT, FOXO1 ve
kruppel benzeri faktor 4 (KLF4) transkripsiyon faktorlerin inhibisyonunu icerir. FOXO1'in ve KLF4
ektopik ifadesi ve CCR6+ hafiza T hiicrelerinin sitokin ifadesini inhibe eder. Bu fakttrlerin shRNA
aracilikli susturulmasi IL-17A, IL-17F, IL-22’'nin ifadesinin artmasina yol acar (Wan vd., 2011).
FOXO1 Th17 hiicrelerinde IL-23R ifadesini bastirdigini birgok yeni veriler gdstermektedir. IL-23R
ifadesinin ve FOXO1'e maruz kalarak in vivo patojenik Th1l7 hicre fonksiyonlarinin artmasi

SGK1 kinaz vasitasiyla aktive olmaktadir.

insan CCR6+ hafiza T hiicrelerinde Th17 sitokin ifadesinin sitokin bagimli aktivasyonu sabit IL-

17A sunan hiicrelerden fazla biyimesine neden olmaz fakat ex vivo IL-17A ifadesinin yoklugu
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CCR6 ve RORC ifadesine neden olur. CCR6+ ve RORC’a ek olarak ex vivo CCR6+ hafiza T
hucreleri IL-17A'nin bagimsiz CCL20'den ifade olur. CCL20, Th17 ile ilgili bir kemokindir. Onun
CCRG6 reseptéri Thl7 doku icinde yerlesecegi yeri bulmasinina aracilik eder (Wan vd., 2011).
Lokal mikrocevreye bagli olarak IL-17A, IL-17F, IL-22 ifadesini artirmak veya inhibe etmekle
sonuclanir. Eger CCL20, IFNy tarafindan ifade olunursa, enflematuvar dokuda “ nonclassic”
Th1 hicreleri bulunur. In vitro olusturulan Th17 hicrelerinden gelismis murin Th1l hicrelerden
tiremis Th17 hicrelerinin analogu oldugu gosterilmistir. Naif T hicrelerinden direk gelismis
klasik Thl hicrelerin aksine enflamatuvar dokuda Th17 hiicre mutasyonlari ve farklilasmadan
elde edilen Th1l hicreleri belirgin bir proenflematuvar fonksiyonlarina sahip oldugu
dustunulmektedir. Thl7'den turetilmis Thl hicrelerinin IL-23, IL-1R1 ve IL-17RE ifadelerini
korumalari gerekmektedir. Klasik Th1l htcrelerinin ve Th1l7°'den tiretilmis Thl htcrelerinin
ylUzeysel CCR6 ifadesi eksiktir (Cosmi vd., 2011; Maggi vd., 2012).

2.3. MikroRNA'lar

mikroRNA'lar (miRNAs) 17-23-nt uzunlugundaki RNA molekdlleridir ve protein kodlayan genleri
regile ederler. Bu molekillerin T hicrelerinin farklilasmasindaki etkileri arastiriimaktadir.
Indiiklenen ya da baskilanan miRNA'larin T hicrelerinin farklilasmasinda rol oynayan anahtar
transkripsiyon faktorlerini ya da diger genleri regile etmeleri olasidir. Bu sebeple bu projede
insan periferal naif CD4+T hicrelerinden Th17 fenotipindeki T hiicre alt grubunu olusturulduktan
sonra Th1l7 fenotip farkllasmasinda rol oynayan mikroRNA'lari derin sekanslama metodu ile
profili cikariimistir. MikroRNA'lar T hlicre aktivasyonu, farklilasmasi, cogalmasi ve sitokin tretimi
gibi bir ¢cok efektdr fonksiyonlar igin énemli regulatorler olduklari literatiirde vurgulanmaktadir.

mikroRNA'larin Th farklilasmasi tzerinde rollerini vurgulayan literattir 6zeti asagida sunulmustur.

2.3.1 IFNy Uretiminin miRNA-aracilikl diizenlemesi

Thl hicrelerinde IFNy Uretimi ve sinyali farkh dizeylerde birgok mikroRNA'lar tarafindan
dizenlenir. Soy belirleyen T box transkripsiyon faktoru (T-bet)
Thl hicreleri 6zellike IFN-gamma sitokini ifadesini indikler. T-bet T hiicre reseptorii (TCR)
sinyal ile indUklenir. miR-146a dogrudan STAT-1 ve NF-KB sinyal moleklleri ile Trafé ve Irakl’i
hedefller (Yang vd., 2012). TCR aktivasyonu, miR-155 ifadesini indukler (Huffaker vd., 2012).
Bununla birlikte, miR-155, ayni zamanda Ifngrl’nin asagi regulasyonunu da (down-regulation)
indikler (Banerjee vd., 2010).

2.3.2 Treg hiicre fonksiyon ve plastisitisinin miRNA vasitasiyla diizenlenmesi
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MicroRNA'larin Regulatér T hlcresine (Treg) spesifik ifadesi efektér T hilcresi tepkilerini
dizginlemek icin gereklidir. Regulatér T hicrelerinde  miRNA idesi olmadigi zaman
otoimmuniteyle sonuclanir. Treg hiicre fonksiyonu ve plastisite dizenlenmesinde miRNA-araclli
yollar gdsterilmistir (Cobb vd., 2006). Regulatér T hucrelerinde miR-146a ifadesi dogrudan hedef
STAT1 inhibisyonuyla interferon-gamma (IFN-g) aracili Thl hicre patolojisini onler (Lu vd.,
2010). miR-155, interlokin-2 reseptor (IL-2R) sinyalinin negatif bir regulatori olan Socsl
vasitasiyla Treg hucre onarimini tesvik eder (Lu vd., 2009). Retinoik asit kaynakli miR-10a
ifadesi belirli kosullar altinda Tfh hiicre inhibisyonu transkripsiyonel represor B hiicreli lenfoma-6-
(BCL6) ve nukleer co-represdr 2 (Ncor2) aracili regulator T hicrelerinin Tth hucrelere
dondsuimuni onler (Takahashi vd., 2012). miR-17 ~ 92 dizileri Treg hiicre biyolojisinin farkl
yonlerini sinirladigini  gdstermistir. miR-17~92 bu islemleri nasil duzenledigine dair kesin

mekanizmalar bilinmemektedir (Jiang vd., 2011).

2.3.3. Th17 hiicre farklilasmasinda mikroRNA’lar

EAE ve multiple sklerozisli fare ve sicanlardan alinan T hicrelerinde mikroRNA profili
calisiimisti. Bu hastaliklarda goérev alan miRNAlarin hastalia farkli katkilari olacagi
vurgulanmistir. miRNA-326’nin Ets-1 tetikleyerek Th17 farklilasmasini artirirken (Du vd., 2009),
in vivo kosullarda miR-10a’nin ifadesinin Th17 farklilasmasini sinirladigi gosterilmistir. Bu etkinin
Retinoik asite bagli miR-10a and T-bet ifadesine bagl oldugu belirtilmistir (Takahashi vd., 2012).
miR-301a karsi antagomir ile transfeksiyonu, IL-17 sekresyonunda azalma ile sonuglanmistir.
Oysa ki, miR-21 ve miR-155 karsi antagomirin bu sitokin tGzerinde anlamli bir etkisi vardir. Bu
veriler miR-301a’'nin Thl7-benzeri sitokin salgilama profili Gzerinde gucllu bir etkisi oldugunu
Onermistir. Bu veriler ayni zamanda miR-301a'nin 6zellikle Thl hiicre farklilasmasinda degil
Th17 hicre farklilasmasinda ilgili oldugunu gostermektedir. Th1l7 hucrelerinin in vitro
farklilasmasi sirasinda miR-301a ifadesinin kinetigi analiz edilmistir. Thl7-polarize naif T
hucrelerinde oldugu gibi, farkilasma baslamasindan 3 giin sonra miR-301a’nin upregile oldugu
belirlenmistir. Ayrica CCR6 ifadesi, Thl7-hiicre fenotipi ile baglantili kemokin reseptoérd,
uyarilmis naif CD4+ T hicrelerinde asagi-duzenlenmis miR-301a antagomir tarafindan
engellendi. Bu nedenle, bu veriler miR-301a Th17 farklilasmasini tesvik ettigini 6nermistir
(Mucko vd., 2012). Th17 hicre farklilasmasinda miR155’in hem bir T hicre-intrinsik rolt vardir
hem de dentritik hicreler tarafindan Th17 hicre polarize sitokinlerinin Gretiminin

dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Murugaiyan vd., 2011).
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3. Gere¢ ve yontem

3.1. PBMC (periferal kan mononiiklear hiicreleri) saflastiriimasi

Gonullu olarak secilen saglikh (kalp, seker hastaligi gibi sistemik bir hastaliga sahip olmayan,
sigara icmeyen ve herhangi bir ila¢ tedavisi altinda olmayan) insanlarin periferal kan
orneklerinden beyaz kan hucreleri “Ficoll-Hypaque Density Gradient Centrifugation” ydntemi
kullanilarak saflastiriimistir. Bu calismanin yapilabilmesi gerekli olan Etik kurul izni; Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi izmir 1 No’lu Etik kurulundan 03.08.2009 tarihinde 09-7.1/10 karar
numarasi ile alinmistir (Not: Etik kurul onay belgesi Eyliil 2009 basvuru déneminde TUBITAK a

gonderilmistir).

3.2. Naif CD4+T hiicrelerinin saflastiriimasi

Periferal kandan saflastirilan mononuklear hiicre farksiyonlarindan (PBMC) naif CD4" T hicreleri
‘Human Naive CD4"T Cell Isolation Kit II' kullanilarak ve firmanin prosedirt izlenerek tekrar
saflastinimistir. Saflastiriimis bu hicreler naif CD4*CD45RA™ T hiicreleridir. Bu hiicrelerle Th17
kaltdrleri yapiimistir. Ayristirilan bu hiicreler hem fenotipik olarak hem de canlilik agisindan akim

sitometrisinde analiz edilmigtir.

3.3. Naif CD4+T hiicrelerinden Th17 alt grubunun olusturulmasi

Deneylerimizde kultir kosullari olarak Rodriguez ve ark.’nin kudltir kosullart uygulanmis
(Rodriguez ve ark. 2007) fakat daha ¢ok Th17 yapimi icin de besiyeri olarak RPMI yerine IMDM
besiyeri kullaniimistir (Veldhoen ve .ark. 2009). Kisaca, CD4*CD45RA'CD25 naif hicreler
IMDM besiyerinde kiltire anti-CD3 (5ug/ml), anti-CD28 (5ug/ml), stimule edici sitokinler igin IL-
1B (10ng/ml), IL-23 (20 ng/ml), IL-6 (50ng/ml) ve notralize edici sitokinler igin IFNy(10pg/ml) ve
IL-4 (10pg/ml) varhginda 5 giin inktbe edilmistir. Daha sonra farklilasmis hiicrelerin ¢cogdaltiimasi
icin kudltir tazelenerek IL-23 ve notralize edici IFNy(10pug/ml) ve IL-4 (10pg/ml) sitokinleri
eklenerek hicreler 7 glin daha inktbattrde tutulacaktir. Kiltir stresinin ilk 5 gunlik siresince
hicrelerin fenotipik degisimleri takip edilmis ve kdlturlerin 5. 7. ve 12. gunlerinde de hicreler

Th17 T hicre alt grubu belirtecleri ile boyanarak karakterize edilmistir.
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3.4. Th17 hiicrelerinin IL-17 salinimi metodu (cytokine secretion assay) ile ayristiriimasi

Th17 hucrelerinin IL-17 dretiminin karakteristik oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla, naif CD4+T
hiicrelerinden Th17 fenotipine polarize olan hicreler sitokin salinim prensibine dayal cytokine
secretion assay protokoliine gore ayristiriimistir. Bunun icin I1L-17 secretion assay-detection kit
(Miltenyi Biotec) kullanilmis ve firmanin prosedirt izlenerek Thl7 positif ve Thl7 negatif
hicreler ayristinimigtir. Ayristirmayi takiben yikanan hicreler akim sitometrisinde okutulmus ve

hiicrelerin saflik orani tesbit edilmistir.

3.5. Th17 fenotipinin hiicre ici sitokin boyama metodu ile tespiti

Sitokinlerin hiicre disina salinimini engellemek igin hiicrelere kultir bitiminden 4 saat 6ncesinde
protein transport inhibitort olarak bilinen BFA (Brefeldin A veya Monensin) eklenmistir. Kaltdr
bitiminde yikanan hticrelere fiks edilip gecirgen hale getirilmistir. Daha sonra bu hiicreler farkh
kombinasyonlarda sitokin antikorlari ile de boyanmistir. Ornegin Th17 fenotipi icin anti-IL-17
sitokini ve CCR6 secilmigtir. Bu hucrelerin bilinen diger Th alt gruplarina dénusmediklerini
gostermek icin anti-IFNy, anti-IL-4, anti-TGF ve anti-IL10 sitokinleri ile de kombine boyamalar
yapilmistir. Yikama sonrasi hiicreler akim sitometrisi cihazinda okutulup analiz edilmistir. Ayrica
sitokin boyamalar yapilirken ilk dnce hicre ylzey boyami yapilarak CD4, CD25 ve CD69 gibi
fenotipik belirlecler kullaniimistir. Analizle yapilirken hcreler CD4 belirtecine gbre kapilama

yapilarak analiz edilmistir.

3.6. RNA izolasyonu ve derin sekanslama yéntemiyle miRNA’larin belirlenmesi

Th17 fenotipine itilen(stimule kulturler) hucrelerden ve sadece besiyerinde tutulan hicrelerden
(negatif kontrol) alinan érnekler yikanip sayilmis ve bu hiicrelerden toplam RNA saflastiriimistir.
Toplam RNA saflastirmasinda mirVana™ miRNA Isolation Kiti kullanilmis (Ambion) ve firmanin
prosedird izlenmistir. Elde edilen RNAnin miktari nanodropta ve RIN’i bioanalyzer da kit ile
Olculmus ve elde edilen ornekler -80°C’de saklanmistir. RNA kalitesi ve RIN Agilent 2100
bioanalyzer aletinde and RNA LabChip® kits kullanilarak 6lculmustir. Orneklerden RIN degeri
8.5 ve usti olanlar derin sekanslama igin kullaniimistir. Th17 pozitif (3 biyolojik replika) ve Th17
negatif hcrelerin (3 biyolojik replika) RNA 6rnekleri derin sekanslama da herbir 6rnek bir kanala
yuklenerek lllumuna MiSeq sekanslama platformu kullanilarak TruSeq small RNA sample prep
(V3) analizi yapilmistir. Bunun igin Ligand firmasi araciliiyla Source Bioscience (ingiltere)

firmasindan hizmet alimi yapiimistir.
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3.7. Biyoinformatik analizleri

TruSeq small RNA sample prep (V3) analizi elde edilen veriler icin ilgili 6rneklerin biyoinformatik
analizleri yapiimistir. Bu analizler kapsaminda primer analiz olarak From Image to Intensities
using MiSeq Control Software (MCS,2.3.32), From Base Call to Quality Score using Real Time
Analysis (RTA.2.0), Demultiplex and FASTQ file generation gibi analizler yapilmistir. Ayrica ileri
biyoinformatik analizler olarak da Quality Check(QC), Adapters TrimmedAnd Filtered, Alignment
to reference genome and small RNA veribankasi (database), Post Alignment QC, Normalization
and Quantification, Different Expression Analysis ve Heat Map ( on DEG) analizleri yapilmistir.

Veri analizleri igin Ligand firmasindan hizmet alimi yapilmistir.

4. Bulgular

4.1. Periferal kandan mononiiklear hiicrelerin (PBMC) saflastiriimasi ve beyaz kan

hiicrelerinin fenotipik karakterizasyonu

Saglikli ve gonulli donérlerden alinan periferal kan 6rnekleri Ficoll-Hypaque densite gradient
yontemine go6re saflastiriimistir. Elde edilen hcreler, Tripan Mavisi ile boyanarak Thoma
Laminda saylilarak canli ve 6lU hiicre sayilari belirlendigi gibi hiicrelerin canlilik testleri Annexin V
ve 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) ile boyanarak apoptoz orani Akim sitometri cihazinda da
Olcilmustir. Ayrica PBMC'lerin profillerinin ¢ikariimasi icin bu hicreler CD4, CD14, CD25,
CD69, CD45RA ve CD45RO belirtecleriyle de boyanmis ve bu drnekler sitometrisinde Akim
analiz edilmistir. Saflastirilan PBMC'lerin CD4, CD14, CD25, CD69, CD45RA ve CD45R0 gibi
ylzey belirte¢ ifadeleri Sekil 1’de gosterilmektedir. PBMC fraksiyonundaki hticrelerin % 35'i
CD4+, %19'u CD14' tir. CD4+ kapilanmis PMBC'lerin % 6.8'i CD25, % 36’s1 CD69, % 48.8'i
CD45RA ve % 41.2'si CD45RO’dur.

4 CD4+, CD4+CD14+
35.0% 0,255%

4 CDA+CD45R0+
3 42,1%
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MIR-Az CD4 eFluor780 NIR-A
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=
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Sekil 1: PMBC hiicrelerinin fenotipik karakterizasyonu
Saflastirilan PBMC’ler CD4, CD14, CD25, CD69, CD45RA ve CD45R0O gibi ylzey belirteclerini

Olcmek icin uygun antikorlar ile boyanarak akim sitometrisinde analiz edilmistir.

Ayrica bu hicrelerin Annexin V ve 7AAD boyamasi ile élcilen hiicre 6lim orani da tespit
edilmigstir. Sekil 2’ de sagdaki dot plot PBMC’lerin 6lum orani %14.6 dir. Soldaki dot plot ise CD4
kapilanmis T hicrelerinin 6lum oranini (preapoptotic hiicreler) %4.12 olarak gdstermektedir.

Dolayisiyla bu hiicreler naif CD4+T hucrelerinin ayristiriimasinda kullanilacaktir.

PBMC kapili ICD4 kapili

Q2

Vellow-A: ANN Y PE Yellow-A
ellow-Al ANMN Y PE Yellow-A

Far Red-A: TARD Far Red-A Far Red-A: TAAD Far Red-A

Sekil 2: PMBC hiicrelerinin apoptoz dl¢iimi.
Izole edilen PBMC’ler Annexin V ve 7-AAD ile boyanarak ornekler akim sitometrisinde analiz
edilmistir.

4.2. Periferal kandan saflastirilan PBMC’lerden naif CD4+T hiicrelerinin ayristiriimasi
PBMC’lerden naif CD4+T hucreleri naif ayristirma protokolu ile ve variomacs kullanilarak
yapilmistir. Ayristirilan naif CD4+ T hucreleri fenotipik karakterizasyonlari icin CD4, CD14,
CD25, CD45RA ve CD45RO0O gibi yuzey belirtegleri ile boyanmis ve akim sitometrisinde analiz
edilmistir. Ayristirilan CD4+T hucrelerin profillenmesi Sekil 3’ te gosterilmektedir. Figlr 3'te
goruldugu gibi CD4+T hcrelerinin orani 35%'ten %96.1'e c¢ikariimistir. CD14 pozitif monositler
hicre karisimindan tamamen uzaklastiriimistir. CD4+CD45RA+ orani %48.8'den %96'ya
CD4+CD45RO0O+ orani %42.1'den 0.951’e dusurulmustur. Dolayisiyla ayristirilmis hiicreler CD4+
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acisindan zenginlestiriimis ve CD45RA ifade oranina gore naif olduklari icin Th17 kdltGrlerinin
olusturulmasinda kullanilacak olan naif CD4+T hdcreleri igcin kullaniimiglardir. Ayrica Sekil 3'te
goruldugu gibi Annexin/7-AAD ile boyanan hicrelerin apoptozu olgilmustiur. CD4+ kapilanmis
hiicrelerde apoptoz orani %Z1’in altindadir. Apoptoz testleri hacreleri kiltire koymak igin
kullanilmis ve ayristirilan hicrelerin ayristirma isleminin hiicre 6lim oranina etki edilmedigi

gosterilmistir.
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Sekil 3: Naif CD4+ T hiicrelerinin fenotipik karakterizasyonu.
Saflastirilan PBMC’lerden naif CD4+T hicreleri Variomacs kullanilarak magnetik ayristirma

yapilmistir. Ayristirilan naif hiicreler CD4, CD14, CD25, CD69, CD45RA ve CD45R0 gibi yluzey
belirtecleri ile boyanmis ve akim sitometrisinde analiz edilmistir. Ayrica Annexin/7-AAD ile bu

hiicrelerin apoptozu 6lgulmustir.
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4.3. Thl7 olusumunda CD25 ve IL-17 ifade iliskisi

Stimlle ve negatif kiltirlerdeki naif CD4+T hucrelerindeki degisiklikler Th17 hiicre grubu 6zel
belirteci olan IL17A sitokin ifadesi ve aktivasyon belirteci olan IL-2 reseptori (CD25) dl¢ilerek
takip edilmigstir. Sekil 4'te negatif ve stimile edilmis hiicrelerde CD4+T hiicreleri tarafindan ifade
edilen CD25 ile IL17 sitokininin ifadesi kdltiriin 15. glninde go6sterilmektedir. CD25 belirteci
ifade eden CD4+ T hcreleri %56’ ya ulasmistir. CD4 kapilanmis hiicreler CD25 miktarina karsi
L17A sitokin ifadesi acisindan analiz edildiginde 15. gliinde CD25+IL17+ hicrelerin (%11.4)
CD25-negatif-IL17+ hiicrelere orani (%7.4) yaklasik 1,5 katidir. Veriye gbre Th17 hiicreleri hem
CD25pozitif hem de CD25negatif olan hiicrelerden gelmektedir (Sekil 4). Dolayisiyla, akvite olan
hicrelerin  blyuk bir kismi (%11.4; CD25+IL-17+) IL-17 ifade eden Thl7 fenotipine
donusmektedir.
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Sekil 4: CD25 ve IL17 iligkisi

IMDM (negatif) ve Th17 kultir kosullarinda (stimulayon+neutralizasyon antikorlarr) bekletilen hicrelerde
gUnUnde\CD4+T hiicrelerinin CD25
IL17 ifadesinin (Figur 4 alt

CD4, CD25 ve IL-17A sitokin boyamasi yapilmistir. Kulturin 15:

ifadesi (Figur 4 Ust kisim) ve CD4+T hicresi kapilanmis hiicrelerin CD25 v

N

kisim) akim sitometrisi analizi gériilmektedir.

4.4. Naif CD4+T hiicrelerinden Th17 fenotipine farklilasma miktarlari

Saflastirilan naif CD4 hiicreleri cesitli sitokin ve stimulantlar varliginda kiltire konulup optimum
kultdr kosullarinda Thl7 fenotipe déntsmeleri takip edilmistir. Bu hicre tipinin karakteristik
sitokini olan IL-17 sitokini CD4+ T hucreler arasinda ol¢ulmustir. Farkli dondrlerden gelen naif
CDA4+T hucrelerinin Th17 hicre tipine f?rmiéémalarl hem zaman (donor 1-4, Sekil 5) hem de
Th17 olma orani acisindan (donor 5-8, %kily)farkllllk gostermektedir (Sekil 5). Ornegin, Sekil
5'te goruldagu gibi Th17 olma orani % 11.1 (donor 1), %14.3 (donor 1) ve %44. 2 (donér 111) gibi

farkli dondrlerde farkli oranlarda gerceklesmistir.
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Sekil 5: Farkli dondérlerden elde edilen Th17 miktarlari

Farkli dondrlerden alinan hiicreler belirtilen giinde kiltiire edilmistir. IMDM (Negative kontrol) ve
Th17 kaltdr kosullarinda (Th17 stimile) kdlture edilen hicrelerde IL-17 sitokin  miktar
Olgulmustur. Akim sitometrisi analizinde hicreler CD4+ T hcreleri Uzerine kapilanmis ve bu

hicrelerin I1L-17 sitokini ifadesi incelenmistir.

4.5. Th1l7 farkhlasmasi sirasinda Th altgrup spesifik sitokinlerin ve transkripsiyon
faktorlerinin zamana bagh 6l¢ciimii

Kultire edilen hicrelerde IL-17 sitokinin yaninda diger yardimci T hicrelerinin karakteristik
sitokinleri de zamana bagh olarak ol¢ulmustir. Sekil 6’daki veriye gore (A) IL17 ifadesi zamana
bagl olarak artmaya baslamistir; fakat 6zellikle 6. glinden sonra IL17 ifadesi olduk¢a artmis ve
9. ginde IL17 ifadesi %19,6' ya ulasmistir. (B) RORC2 ifadesi 6. gune kadar artmis ve
9. giininde maksimum degere ulasmistir. (C) CCR6 ifadesi 3. gline kadar degismemis ve 9.
giinden sonra artmaya baslamistir. (D) IFNy ifadesi 6. gline kadar artmis ve sonra giderek
azalmaya baslamistir. Sonunda, IFNy ifadesi baslangi¢ miktarina geri donmustr. (E) T-bet'teki
ifade artis1 3. glinden itibaren 6. giine kadar gozlemlenmis; sonra T-bet miktari giderek azalmis
ve sonunda negatif kultdr ile ayni miktara gelmistir. (F) Foxp3 ifadesi ilk guinlerde aniden bir artis

gOstermis, fakat 6. giinden sonra dismeye baslamis ve stabil hale gelmistir.

Sekil 6’da gosterilen veriler her bir molekdl i¢in 12 dondrden alinan hicrelerden farkli deney
sonucunda elde edilen degerlerin ortalamasini géstermektedir. Buna gére 9 ginlik Thl17 kilttr
sonucunda; CD4+T hucrelerinde en yiksek Thl7 miktar1:%20, RORC2 miktari:16%, CCR6

miktari:%217, IFNy miktari:%3, T-bet miktar1:%8, Foxp3 miktari:%9 dur.
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Sekil 6. Th17 farklilasmasi sirasinda subset spesifik sitokinlerin ve transkripsiyon
faktorlerinin Kinetigi

Naif CD4+T hucreleri stimile ve negatif kontrol kosullarinda kiltire konuldu ve kdltarin 5.
gunidnde, besiyeri anti-IL23, anti-IFNy ve anti-IL4 iceren taze besiyeri ile degistirildi. Hicre ici
immunoflorasan boyamadan 4h 6nce, kiltirlere Golgi Stop eklendi. 4h inkiibasyondan sonra
hicreler yikandi ve hicre yilzeyleri CD4 ve CCR6 antikorlariyla boyandi. Fiksasyon ve
permeabilizasyondan sonra, florasan konjuge antikorlar (IL17, RORC2, IFNy, T-bet ve Foxp3)
hiicrelere eklenerek, molekdllerin eksprasyonlari BD FACSarray cihazi ile dlguldi. Elde edilen
veriler, Flow Jo programi kullanilarak analiz edildi. Tum populasyonlardaki CD4 hicreleri
kapilanarak analiz yapildi. (Olciilen herbir molekiil icin 6 farkli deneyden elde edilen degerlerin
ortalamasi gosterilmektedir). Hata ¢ubuklar standart sapmayi goésterir ve “*” p<0,05 anlamina
gelmektedir.
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4.6. Th17 hiicrelerinin sitokin salinim metodu ile ayristiriimasi

Th17 hucrelerinin IL-17 Uretiminin karakteristik oldugu gosterilmistir. Bunun igin IL-17 secretion
assay-detection kit kullanilarak Th17-pozitif ve Thl7-negatif hicreler ayristirildi. Ayristirmayi
takiben yikanan hicreler akim sitometrisinde okutuldu ve hicrelerin saflik orani tesbit edildi.
Sekil 7’de goruldugu Thl7-pozitif olarak ayristinimis hicrelerde Th17 pozitif hiicrelerin saflik

orani %97.8 olarak 6lguldi.
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Sekil 7. Ayristiriimis IL17+ CD4+T hiicreleri saflik analizi

Th17 kadltur kosullarinda IL-17+ olan T hucreleri sitokin salinimi deneyi ile ayristinimigtir.
Hicreler IL-17 sitokin ifadesine gore akim sitometrsinde analiz edilmistir. Th17 ayrilmayan
hicreler; ayristirma oncsi I1L-17 miktarini, Th17+ ayrilms hicreler Th17 pozitif hiicre miktari ve
safligl, Thl7 negatif T hicreleri ise Thl7 olmayan hicreleri ve kacirilan hiicre miktarini
gostermektedir. A; hicrelerin SSC (x ekseni) ve FSC (y ekseni) analizini, B; ise hcrelerin
histogram analizlerini gostermektedir. B'de X ekseni sayimi (count) ve Y ekseni IL17 sitokin

ifadesinin MFI'sini (mean flouresence intensity) gostermektedir

4.7. Th17 kiiltiirlerinden RNA izolasyonu ve RNA kalitesinin dl¢iilmesi
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Ayristirllmis  Th1l7 pozitif olan hicrelerden vyeterli RNA c¢ikmadigindan, negatif kontrol
kiltirlerinden ve Th17 kdltdr sartlarinda stimule edilmis hicrelerde (ilgili kilttrlerin 9.glintiinde)

IL-17 sitokin miktarlari dlgulmus ve sonra ayristirma yapiimadan hicrelerden RNA saflastirimasi
yapilmistir. Sekil 8'de 3 donorden elde edilen RNA drnekleri gorilmektedir.

Sekil 8'de gorulduga tizere Donér 1 (D1) elde edilen toplam RNA parcalanmis olmakla birlikte,
Donor 2 ve 3’ten iyi kalitede toplam RNA saflastiriimistir. Bioanalyzer verilerine gore, 6rneklerin
RIN (RNA Integrity Number, RNA kalite kontrol degeri) 7 ve tzerindedir.

D1 D2 D3
M Stim Neg Stim Neg Stim Neg

> 28S

> 185

Bl |

Sekil 8: 3 donorun RNA drneklerinin biyoanalyzer gériintiisii

Thl7 pozitif (stimile) ve Thl7 negatif hicre kudltirlerindeki htcrelerden elde edilen RNA
drneklerinin biyoanalyzer sonucu gorilmektedir.

4.8. Derin sekanslama (dizileme) ile mikroRNA profillerinin ¢ikariimasi
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Elde edilen Thl7 pozitif ve Th17 negatif RNA drneklerinde lllumina MiSeq derin sekanslama
platformu kullanilarak (Source bioscience, ingiltere. Hizmet alimi), bu érneklerdeki mikroRNA
profilleri ¢ikariimigtir. Elde edilen verilerin biyoinformatik analizleri yapilmistir. Elde edilen

verilerin Heat Map analizi Sekil 8'de gosterilmektedir.

Sekil 8'de S1; kontrol hicreleri (ayristirilmis CD4 naif T hicreleri, kltire konulmamis), S2;
negatif kultirlerden gelen hiicreler (negatif kontrol) ve S3; thl7 stimile edilmis huicrelerdir.
Ayrica negative control ile stimile edilmis 6rneklerde yapilan karsilastirmali analiz sonucu 5 kat

farkli ifade edilen mikroRNA' larin listesi de Sekil 9’ daki excel tablosunda gorilmektedir.

Sekil 9’ daki tabloda goruldigu gibi 41 adet mikroRNA negatif kontrol hiicreleri ile Th1l7 pozitif
stimule hicrelerde farkli ifade edilmistir. Bu mikroRNA'lardan 12 tanesi baskilanirken 29 tanesi

asiri ifade edilmigtir.

Sekil 9. MikroRNA Heat Map analizi. MikroRNA'larin farkli ifadelerinin goruntisu. S1; kontrol
hucreleri (ayristiriimis CD4 naif T huicreleri, kiltire konulmamis), S2; negatif kiltiirlerden gelen
hiicreler (negatif kontrol) ve S3; th17 stimile edilmis hucrelerdir. (mavi az ifade, sari orta ifade,

kirmizi pozitif yliksek ifade demek)
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Sekil 10. Farkl ifade edilen mikroRNA’lar
Negatif kontrol hucreleri ile Th17 pozitif stimile htcrelerdeki mikroRNAlarin farkli ifadeleri

karsilastiriimistir. ifade farki 5 kat ve fazlasi bu grupta listelenmistir.

MI10000268 192,7 up hsa-mir-34a
MI10016004 75,87 up hsa-mir-3614
MI0000273 60,48 up hsa-mir-183
MI0000743 51,03 up hsa-mir-34c
MI0000272 32,63 up hsa-mir-182
MI0016884 28,45 up hsa-mir-4518
MI0005568 24,32 up hsa-mir-301b
MI0003823 21,76 up hsa-mir-449c
MI0001518 20,08 up hsa-mir-18b
MI10000478 18,9 up hsa-mir-149
MI0016883 16,38 up hsa-mir-4517
MI0000681 15,77 up hsa-mir-155
MI0006415 14,5 down hsa-mir-1275
MI0017330 13,86 up hsa-mir-4697
MI0017432 12,27 up hsa-mir-2467
MI0006416 11,34 up hsa-mir-1276
MI0016764 11,34 up hsa-mir-4425
MI10008329 10,23 up hsa-mir-1908
MI0014231 10,08 up hsa-mir-3187
MI0017385 10,04 up hsa-mir-4746
MI0014249 9,484 up hsa-mir-3200
MI0000742 9,449 up hsa-mir-34b
MI0000286 9,102 up hsa-mir-210
MI0003560 8,551 up hsa-mir-92b
MI10014210 8,492 up hsa-mir-3176
MI10019303 8,291 down hsa-mir-5696
MI0000804 7,96 down hsa-mir-328
MI0000089 7,527 down hsa-mir-31
MI0001519 7,272 up hsa-mir-20b
MI0003782 7,002 down hsa-mir-1468
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MI0000072 6,931 up hsa-mir-18a
MI10019308 6,871 down hsa-mir-5701-1
MI0000750 6,502 down hsa-mir-26a-2
MI10000083 6,433 down hsa-mir-26a-1
MI0006353 6,423 | down hsa-mir-1291
MI0000470 5,552 | down hsa-mir-125b-2
MI0005545 5,378 down hsa-mir-190b
MI0000748 5,319 up hsa-mir-130b
MI10000446 5,293 down hsa-mir-125b-1
MI0000288 5,23 up hsa-mir-212
MI0000100 5,212 up hsa-mir-98

4.9. Biyoinformatik verilerin degerlendirilmesi

Biyoinformatik olarak Sekil 9 ve 10'da gOsterilen veriler hakkinda detayli bilgiler asagida
Ozetlenmistir.

A. 3 ornekte herbir 6rnek icin yaklasik 2.7 milyon sekans okundu. Bu sekanslarin %95.97 si
insan genomu ile eslesti. Ornekler hakkindaki bilgi ve kodlama asagidaki gibidir.

S1; (kontrol) Ayristiriimis naif CD4 T hicreleri, kiltiire konulmadi ve direkt RNA saflastiriimasi
yapildi.

S2: (Th17 negatif kontrol); naif CD4T hicreleri sadece besiyerinde kiltlire konuldu.

S3: (Th17 pozitif hiicreler); naif CDAT hicreleri Th17 kultir kosullarinda kiltire konuldu .

B. Okuma uzunlugu dagilimi (read length distrubition) bakildiginda profiller beklendigi gibi
birbirine benziyor. Dolayisiyla cDNA hazirlanmasi asamasinda teknik bir sorun yok gibi
gorunlyor. Blyuk ¢cogunlugu beklendigi gibi 15-35nt arasindadir. Sekil 11'de érneklerin okuma
uzunluk dagihmi goérilmektedir (X ekseninde okuma sayisi, y ekseninde okuma uzunlugu
gosterilmektedir).
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Sekil 11. Okuma uzunluk dagilimi

Orneklerin okuma uzunluk dagihmi gorilmektedir (X ekseninde okuma sayisi, y ekseninde
okuma uzunlugu gosterilmistir).

C. Orneklerde farkli ifade karsilastirmasi ve Venn diyagramlari

Her bir donorden 3 RNA 6rnegi saflastirilip her birinin RNASeq analizi yapiimistir.

Entity Listl: S3 (stim) ile S1(ctrl:kontrol),

Entity List 2: S3 (stim) ile S2 (Neg) ve

Entity List 3: S1 (ctrl: kontrol) ile S2 (neg) karsilastirmali olarak analiz edilmigtir.

Ornekler arasindaki farkhliklar Sekil 12'deki Venn diyagraminda gorulmektedir. 5-kattan fazla
farkin oldugu bu venn diyagrami "butln kicik RNA'lar" icermektedir. Bunlarin aralarindan
miRNA'lar1 sectigimizde bu sayinin 41 oldugunu goérilmektedir.
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Entity List 1 : Fold change >=
5.0
238 entities

Entity List 2 : Fold change >=
5.0
150 entities

(EL1~ EL2) -EL3
No. of elements: 66

Entity List 3 : Fold change >=
5.0

104 enfities

Sekil 12. Ornekler arasindaki farkliliklarin Venn diyagrami

Venn diyagram analizlerine gore Stim (Thl7 pozitif) ile negatif kontrol (Thl7 negatif)
karsilastiriidiginda (en az 5 kat ifade farki esas alinarak) 41 adet mikroRNA farkl ifade
edilmistir. Bu mikroRNA'lardan 12 tanesi baskilanirken 29 tanesi asiri ifade edilmistir (Sekil 10).

D. GO analizi

Elde edilen liste de (Sekil 10) ifadesi artan ya da azalan mikroRNAlarin GO analizi yapiimstir.
Sekil 13'te GO analiz sonuclari gosterilmektedir. Verilere gére mikroRNA'larin biyolojik prosesler,
molekiler fonksiyonlar ve hiicresel yapilarda gérev alabilecekleri gérilmektedir.
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Sekil 13. GO analiz sonugclari

ifadesi artan ya da azalan mikroRNA'larin GO analizi goriilmektedir.

p-value hedef MRNA savisi

5,326402
3,58505
L1906
2,366-04
1,84E-02
3,356-02
1,69%6-01
2,76E-01
1,73&01
6,94E+02
5,256-01
6,69E+401
9,81E-03
8,356-02
6,72E-04
2,34E402
1,986402
2,69E401
1,325-01
1,51E402
4,60-02
1,5%6-01
4,156-03
6,165-02
1,306401
3,47E+402
6,02E401
3,99E401
3,006-02
9,00-03
2,60E-01
3,04e-01
5,62E400
8,87E-02
5,37E402
1,336402
5,87E400
4,49E401
4,49%E400
3,47E401
3,62E402
1,42E401
1,95E400
3,29E402
1,82E402
2,03E402
1,76E401
1,00E+401
6,11E401
1,44E402
1,956402
1,00E+402
6,54E-01
3,04E401

1810
1522
1519
1492
1456
1298
1297
1186
1184
1151
1145
1029
1013

920
%61
852
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541
41
523
514
509
501
497
483
480
470
455
432
424
418

E. En cok artis (5 kat fark dikkate alinarak) gosteren ile en ¢ok baskilanmis mikroRNA'lar igin
literatUr taramasi da yapilmistir (her iki gruptaki ilk 5’er mikroRNA icin). Bu calismalarimiz devam
da etmektedir. Ornegin, miR-34a’nin p53 timor supresor yolaginda rol oynadigi ve miRNA-34
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Un bazi kanserlerin olusmasinda etkili olabilecegi belirtiimektedir. Ayrica Targetscan program
sonuclarina gore mir-34a’'nin hedeflerinden biri de TGIF2 genidir (TGF-B-induced factor
homeobox 2). Bu mikroRNAnin TGF-beta sinyal yolaginda rol olabilecegini disindurebilir.
Yapilan bir calismada multiple myeloma hastalarinda Th17 sitokinleri ile mikroRNA'lar arasindaki
iliski arastirilmis ve miR-34a’'nin multiple myeloma hastalarinda azaldiyi ve bu hastalarda
ifadesi artan IL-17, IL-21 and IL-27 gibi sitokinlerin bazi mikroRNA'larin ifadelerini baskilamig
oldugu belirtilmistir (Li vd., 2014). Ayrica mir-34c’nin gogus kanser hicrelerinde G2/M hucre
donglsunu inhibe ettigi gosterilmistir (Achari vd., 2014).

Azalan mikroRNA'lardan biri olan mir-328'in epitel-mezenkimal gecisi inhibe ettigi basincla-
tetiklenmis renal fibrosis modelinde gdsterilmistir (Chen vd., 2014). Literatlr taramasina gére
bizim buldugumuz en fazla ifade edilen ve baskilanan ilk 5’er mikroRNA'nin (Sekil 10) Thl7
farkhilasmasi ile ilgili rolleri henlz ortaya konulmamistir. Bizim bu alandaki calismalarimiz
planladigimiz yeni projelerle devam edecektir.

5. Sonu¢

Proje kapsaminda yapilan deneylerle PBMC’lerden naif CD4+T hiicreleri saflastiriimis ve bu
hicrelerin fenotipik karakterizasyonu yapilmistir. PBMC fraksiyonundaki hiicrelerin % 35’i CD4+,
%19'u CD14’ tir. CD4+ kapilanmis PMBC'lerin % 6.8'i CD25, % 3.6'sI CD69, % 48.8'i CD45RA
ve % 41.2'si CD45RO’dur. Naif CD4+T hiicrelerinde apoptoz da o6lctulmustir. Hicrelerde apoptoz
teshit edilmemistir. Gerek periferal kandan PBMC gerekse elde edilen PBMC’lerden naif CD4+T
hicrelerinin ayristirilmasinda sorun yasanmamistir. Ayristirilan hiicrelerin CD45RA orani %98 ve

st ise bu hicreler kilturlerde kullaniimigtir.

Bu calismada, insan naif CD4+T hucreleri saglikh dondrlerin periferal mononiklear kan
hicrelerinden (PBMC) saflastiriimis ve cesitli stimulantlar (IL-6; 30ng/ml, 1L-23; 10ug/ml, IL-
lbeta; 10ug/ml, TGF-beta; 0.5ng/ml, anti-IL-4; 10ug/ml , anti-IFN-gamma; 10ug/ml, anti-CD3
(5ug/ml) ve anti-CD28 (5ug/ml) ile birlikte kiltire konulmustur. 5. giin kilttrlere taze besiyeri ve
IL-23 eklenmigtir. Kdaltir sonlandirildiginda CD4+IL17A+T hucreleri Akim sitometrisi ile
belirlenmistir. Sonuclar Th17-farklilasma kultur kosullarinda CD4+T hiicrelerinin aktive oldugunu
(CD25+: 47%, p<0.01) ve aktiflesen hicrelerin 1L-17 (reten hicrelere (33%, p<0.01)
donustuguni gostermistir. Dolayisiyla optimize ettigimiz kultir kosullarinda maksimum derecede
IL-17 ifade eden Th17 fenotipinin olusturulmasi saglanmistir. Literattirde yayininlanan ve kaltar
kosullarinin 6énerildigi cahismalarin (Velhoen ve ark., 2009; Yang ve ark., 2008; Streeck ve ark.,
2008) hepsinden daha fazla Th17 fenotipinde hicre yaptigimiz kultir kosullari optimizasyonu

calismalarimiz yayina hazirlanmaktadir

32



Farkli dondrlerden gelen naif CD4+T hucrelerinin Th17 hiicre tipine farklilasmalari hem zaman
hem de Th17 olma orani agisindan farklilik gostermektedir (Sekil 5). Th17 miktarlari %11 ile %45
arasinda dedgistigi goérilmustir. Bu nedenle derin sekanslama icin kullanilan 6rneklerde 1L-17
olma oranin en %20 olma sarti konulmustur. Th17 farkhlagsmasi igin gerekli kultir zamani 6, 9,
12 ve 14 gun arasinda degismektedir Verilerimize gore toplam kultur suresi ¢ogunlukla 9 gin
olarak belirlenmis olup baz kltirlerin daha uzun veya daha kisa sire siirmesinin nedeninin naif

CD4+T hucrelerinin birey bazindaki genetik farklihklardan kaynaklandidr dusuniimektedir.

MikroRNA profillerinin ¢ikarilmasi icin negatif kontrol hiicrelerinden ve Th17-pozitif hiicrelerden
RNA saflastiriimasi yapilmistir. RNA 6rnekleri lllumina MiSeq small RNA platformu kullanilarak
derin sekanslama yapilmis ve orneklerin mikroRNA profilleri ¢ikarilmistir. Biyoinformatik analiz
sonuclarina gére Th17-pozitif hiicreler negatif hiicrelerle karsilastirildiginda (en az 5 kat ifade
farki esas alinarak) 41 adet mikroRNA farkl ifade edilmistir. Bu mikroRNA'lardan 12 tanesi

asagi-regule (down) olurken 29 tanesi asiri ifade (up) edilmigtir.

Literatirde Thl17 farklilasmasinda rol oynayan mikroRNA'lar ile ilgili bilgiler oldukca sinirhdir.
2010 yihinda TUBITAK tarafindan projemiz desteklendiginde hicbir miRNA heniiz Th17
farklilasmasi ile ilintilendiriimemisti. Simdi literature bakildiginda multiple sclerosis hastalarinda
MiRNA-326'nin Ets-1 tetikleyerek Th17 farklilasmasini artirirken (Du ve ark., 2009), in vivo
kosullarda miR-10a’'nin ifadesinin Th1l7 farklilasmasini sinirladigi gosterilmistir (Takahashi ve
ark., 2012). Buna ilaveten, veriler miR-301a’'nin Th1l7 farklilasmasini tesvik ettigi onerilmistir
(Mycko ve ark., 2012). Th17 hicre farklilasmasinda miR155’'in hem bir T hucre-intrinsik roli
vardir hem de dentritik hicreler tarafindan Thl7 hicre polarize sitokinlerinin Gretiminin
dizenlenmesinde dnemli bir rol oynadigi belirtilmistir (Murugaiyan ve ark., 2011). Sekil 10'da
listelenen mikroRNA listesinde goruldigi gibi mir-555 yaklasik 16 kat asiri ifade edilmistir. hsa-
mir-301b ifadesi de 25 kez artmistir. mirRNA-10a ve miRNA-326 listede yer almamaktadir. Th17
farklilasmasinda kullanilan baslangi¢ hicrelerinin farkhhigi, kullanilan farkh kaltar kosullari gibi

nedenlerin farkh mikroRNA ifadesine sebebiyet vermesi oldukga mimkuandur.
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Genel olarak elde edilen veriler degerlendirildiginde, proje kapsaminda naif CD4+CD45RA
pozitif T hicrelerinden IL-17 ifade eden Th17 T hicreleri yapiimistir. Bu hicrelerden RNA
saflastiriimis ve derin sekanslama ile mikroRNA profilleri ¢ikarilmistir. Literattirde bilinmeyen ¢ok
sayida mikroRNA tesbit edilmistir. mikroRNAlarin Th17 farkhlagsmasindaki rollerini anlamaya

yonelik calismalarimiz devam edecektir.
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Th17 T hiicreleri IL-17 sitokini ekspres eden CD4+T hiicrelerinin bir alt sinifidir. insan Th17
farkhlagsmasi igin gereken kultir kosullari, regilatér molekuller ve bu hiicrelerin
surdurulebilirligi Uzerindeki calismalar devam etmektedir. T hucre farklilagsmasinda sitokinler,
transkripsiyon faktérleri disinda mikroRNA gibi diizenleyici molekiillerin de etkili olabilecegi
onerilmektedir. Bu ylzden de, Th17 farklilasmasinda mikroRNA?Ilarin rollerinin ortaya
konmasi gerekmektedir. mikroRNA?lar (miRNAs) 17-23nt uzunlugundaki RNA molekulleridir
ve protein kodlayan genleri reglle ederler. Bu sebeple projenin amaci, insan periferal naif
CD4+T hucrelerinden Th17 fenotipindeki T hiicre alt grubunu olusturmak ve Th17 fenotip
farkhlagsmasinda rol oynayan mikroRNA?lari derin sekanslama metodu ile profillerini
cikarmaktir.

Bu galismada, insan naif CD4+T hicreleri saghkli dondrlerin periferal mononuklear kan
hicrelerinden (PBMC) izole edilmis ve ¢esitli stimulantlar (IL-6, IL-23, IL-1beta, TGF beta,
anti-IL-4, anti-IFN gamma, anti-CD3 ve anti-CD28) ile birlikte kilture konulmustur. 5. glin
kiltirlere taze besiyeri ve IL-23 eklenmistir. Kiltur sonlandirildiginda CD4+IL17A+T hucreleri
Akim sitometrisi ile belirlenmistir. Sonuglar Th17-farklilagsma kiltir kosullarinda CD4+T
huicrelerinin aktive oldugunu (CD25+: 47%) ve aktiflesen hiicrelerin IL-17 Ureten hiicrelere
(33%) dénlstugunu gostermistir. Ancak CD4+T hicrelerinin Th17 alt grubuna farkhlagsma
miktarlari ve maksimum farklilagsma icin gerekli zaman donér bazinda farkhlik gdstermektedir.
Th17 miktarlari %11 ile %45 arasinda degisirken, farklilagma igin gerekli zaman 7 ile 12 guin
arasinda degismektedir.

MikroRNA profillerinin ¢ikariimasi igin negatif kontrol hiicrelerinden ve Th17-pozitif
hicrelerden RNA izole edilmistir. RNA 6rnekleri lllumina MiSeq small RNA platformu
kullanilarak derin sekanlama yapilmis ve 6rneklerin mikroRNA profilleri ¢ikarilmistir.
Biyoinformatik analiz sonuglarina gére Th17-pozitif hiicreler negatif hiicrelerle
karsilastiriidiginda (en az 5 kat ifade farki esas alinarak) 41 adet mikroRNA farkl ifade
edilmistir. Bu mikroRNA?lardan 12 tanesi asagi-regile (down) olurken 29 tanesi asir ifade
(up) edilmigtir. Dolayisiyla proje kapsaminda insan periferal kanindaki naif CD4+T
hicrelerinden IL-17 Greten Th17 T hiicreleri olusturulmus ve bu hiicrelerin mikroRNA profilleri
cikariimigtir.
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