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Ozet

Giris ve Amag: Rejenerasyon, fonksiyonel bir kayip yasamadan hasarli dokunun, organin ya da uzvun restore edilmesi
islemidir. Su semenderlerinden olan Aksolotl kendisini 6ldiirmeyecek i¢ organ, merkezi sinir sistemi ve uzuv hasarlarini
basari ile tamir edebilmektedir. miRNA'lar hedef mRNA'larin translasyon diizeyini diistirerek yazihm sonrasi gen ifade-
sinin kontrolliinde 6nemli roller Gstlenirler. Biz de bu ¢alismada Aksolotl'un kuyruk rejenerasyonu sirasinda degisen
miRNA profilini ve bu miRNA'larin molekdler yolaklara olasi etkilerini arastirdik.

Yontem ve Gerecler: 6-8 aylik 60 adet Aksolotl'un kuyruk bélgesinden ampitasyon yapilmis ve hayvanlar 4 gruba
ayrilmistir. Amputasyondan hemen sonra (0. glin) ve rejenerasyonun 1., 4. ve 7. giinii 6rnek toplanmistir. Toplanan
orneklerden yeni nesil dizileme yontemi ile miRNA tespiti yapiimistir. Bulunan miRNA'lar icinde rejenerasyonun farkli
evrelerinde miktari anlamli olarak degisenlerin hangi yolaklari regiile ettigi analiz edilmistir.

Bulgular: Bulunan miRNA'laricinden 52 tanesinin miktari 1.5 kat ve lizeri degistigi (arttigi veya azaldig) icin bu miRNA'lar
yolak analizlerinde kullaniimistir. Rejenerasyon ile birlikte artis gosteren miRNA'larin hemostazla iliskili yolaklari regiile
ettigi gortlmustir. Rejenerasyon sirecinde azalis gosteren miRNA'larin ise hiicre bélinmesi ve hiicre bdlinmesinin
kontroli ile ilgili yolaklari regiile ettigi bulunmustur.

Tartisma ve Sonug: miRNA'lar canlilikta bircok gorev (hemostaz, gelisim, biylime ve hastalik durumunun regdla-
syonu vb.) Ustlenirler. miRNA profilinin degismesi rejenerasyonun basari ile siirmesi ve tamamlanmasi icin gerekli bir
mekanizmadir. Biz de bu ¢alismada Aksolotl’'un kuyruk rejenerasyonu siirecinde miktari artan ve azalan miRNA'larinin
dinamik degisimini tanimlayip, bu degisimin molekdler yolaklar tizerine etkisini arastirdik.

Anahtar sozciikler: Aksolotl; kuyruk rejenerasyonu; miRNA.
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Identification of miRNA Profile and In-Silico Analysis of Identified miRNA Functions at
Different Stages of Axolotl Tail Regeneration

Abstract

Introduction: Regeneration is the process of the restoration of an injured organ, extremity, or tissue without functional loss.
Axolotl, a species of aquatic salamander, can perform successful regeneration after a non-lethal injury to internal organs, the
central nervous system, and extremities. miRNAs targeting mRNAs have essential roles in post-transcriptional regulation by
decreasing the translational level. This study was an investigation of changes in the miRNA profile and the effect of miRNAs
on molecular pathways during tail regeneration.

Methods: 60 axolotls 6 to 8 cm in length was amputated and the animals were randomly divided into 4 groups. Tissue sam-
ples were taken just after amputation (day 0 sample), and on the first, fourth, and seventh day of regeneration. miRNAs were
identified in the collected samples using next generation sequencing. Among the identified miRNAs, those demonstrating
significant change at different stages of regeneration were analyzed to explore the pathways regulated.

Results: Of the identified miRNAs, 52 that changed (increased or decreased) by 1.5 times or more were used in molecu-
lar pathway analysis. It was found that miRNAs upregulated during regeneration controlled homeostatic pathways, while
downregulated miRNAs controlled the cell cycle and cell cycle regulating pathways.

Discussion and Conclusion: miRNAs act in fundamental processes, such as homeostasis, development, growth, and regula-
tion of disease. A shift in the miRNA profile is necessary to achieve progress and the successful accomplishment of regenera-
tion. In this study, the dynamic alterations of increased and decreased miRNAs levels were identified and the putative effects

on molecular pathways were examined.
Keywords: Axolotl, tail regeneration, miRNA.

Hayvan ve bitki hucrelerinde bulunan mikro RNA'lar
(miRNA), tek zincirli, kiicuik protein kodlamayan RNA'lar
sinifindan olup mesajci RNA'lari (nNRNA) hedeflemek yoluy-
la hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alirlar.
Genellikle 19-22 nikleotid uzunlugunda olan miRNA'lar,
gen ifadesini transkripsiyon sonrasi diizenleyerek mole-
kiler yolaklar Gizerinde regulatif gorevler ustlenirler. miR-
NA’larin Uretilme sekli ve etki mekanizmalari bulunduklari
canli tiiriine gore farklilk gosterebilmektedir [,

Canhlarin genomunda miRNA'lari kodlayan genler olabil-
digi gibi, kimi miRNA'lar da protein kodlayan genlerin int-
ronik bélgelerinde bulunabilmektedir 21, miRNA kodlayan
genlerin ¢ogunlugunun transkripsiyonu RNA polimeraz
Il tarafindan gerceklestiriliyor olsa da 131 bazi miRNA'larin
transkripsiyonunda RNA polimeraz lll gorev almaktadir [4],
miRNA genlerinin ilgili RNA polimerazlar tarafindan trans-
kripsiyonu ile miRNA biyogenezi baslamis olur 31,

miRNA'y1 iceren genin transkripte edilmesi sonucu olusan
uzun transkript pri-miRNA olarak adlandirilir. Pri-miRNA
dizisinin 5’ ucu sapkali olup, 3’ ucu da poliadeniledir 3],
Uretilen pri-miRNAda olusan gévde-ilmek yapisi ile miRNA
olgunlasma sureci baslamis olur. pri-miRNA'nin ilk kirpiima
basamagi ¢ekirdekte gerceklesir. Cekirdekte bulunan RNA
yikici enzim (RNAaz) lll olan Drosha, pri-miRNA'ya DGCR8/
PASHA proteinleri aracihdi ile baglanarak mikroislemci
kompleksini olusturur. Mikroislemci kompleksi pri-miR-
NA'nin gévde-ilmek yapisinin 5’ ve 3" ucunu kesim reaksi-
yonu ile serbest birakarak 60-70 niikleotid uzunlugundaki
pre-miRNA yapisini olusturur [, Pre-miRNA cekirdekten si-

toplazmaya Exportin-5 tarafindan tasinir ve kirpilma islem-
leri sitoplazmada bir diger RNAaz lll enzimi olan Dicer ile
devam eder. Dicer, RNA'ya baglanan protein olan TRBP2 ile
kompleks olusturup pre-miRNA'y1 endoniikleolitik aktivite
sonucu keser 7], Bu islem sonucu 5’ ucunda monofosfat ve
3"ucunda birbirine tamamlayici olmayan acik uglu iki niik-
leotidli iki zincirli miRNA cifti (miRNA dupleksi) olusur. miR-
NA dupleksi olusmasini takiben miRNA araciligi ile gen sus-
turma isleminde rol alan Argonaute proteini ile etkilesir I,

miRNA dupleksi ile Argonaute proteininin etkilesiminin
tam olarak dogru konumda oldugu durumda kullanila-
cak olan miRNA kilavuz (guide) miRNA, diger zincirdeki
miRNA ise yolcu (passenger) miRNA olarak adlandirilir. Ki-
lavuz miRNA komplekste kalirken, yolcu miRNA secilerek
kompleks disi birakilr, bdylece kilavuz miRNA - Argonaute
protein kompleksi mikro RNA aracili susturma kompleksi-
ni (MiRISC) olusturmus olur. RISC kompleksi bu haliyle he-
def mRNA'ya baglanir ve mRNA'nin translasyona girmesini
engelleyerek genin ifade miktarini azaltmis olur. Regiile
edilecek mMRNA'nin spesifik olarak hedeflenmesi kilavuz
mMiRNA'nin hedef mRNA'larin 3’ ucundaki okunmayan bél-
gelerine (3'-Untranslated Region-UTR) baglanmasi ile ol-
maktadir [/81,

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile insan icin 1900’ ya-
kin miRNA tanimlanmistir (1. Tanimlanan miRNA'larin abi-
yotik stres [10], metabolik hastaliklar '], yara iyilesmesi [12],
inflamasyon [13] ve kanser %! gibi durumlarda miktarinin
degistigi gozlenmistir. miRNA miktarinin farkh durumlar
icin degisim gOstermesi biyolojik rollerine isaret ettidi gibi,
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cesitli hastaliklarda erken tani ve teshis konulmasinda bi-
yo-belirtec olarak kullanilabilmelerinin de 6niinii acmistir [151,
Ornegin, kanserin farkl tiirlerinde miktar degisen miRNAlarin
varligi gosterilmis olup bu miRNA'larin ifade diizeyinin modi-
lasyonu ile kanserin gelisiminin engellenmesi hedeflenmekte,
buna ek olarak da kanser tiirlerinde miktari degisen miRNA'la-
rin biyo-belirtec olarak kullaniimasi ile kanser tanisini konma-
sina donuik calismalar siirmektedir (16171, Hiicre bolinmesi,
hiicre cogalmasi ve hiicre farklilasmasi gibi olaylarin koordineli
bir sekilde gerceklestigi rejenerasyon siirecinde de miRNA'la-
rin diizenleyici gorevler tGstlenmis olmasi beklenmektedir.

Rejenerasyon, biyolojik olarak hasar goren ya da yok olan
uzvun yeniden insa edilmesi veya Uretilmesidir. Rejeneras-
yonun kusursuz olarak gerceklesmesi icin kok hiicreler ve
kok hiicre benzeri hiicrelerin cogalmasi gerekmektedir [18],
Rejeneratif biyiimenin kontrolll bir bicimde gerceklesme-
si ilk olarak hasar ile uyarilan 6lim yolaklarinin aktivasyonu
ile baslar. Hasarin hemen sonrasinda 6lim yolaklar akti-
ve edilerek hasarli bolge etrafindaki hasara maruz kalmis
hiicreler yok edilir "9, Bu asamay takiben kok hiicre ve
kok hiicre benzeri hiicreleri bulunduran ve rejenerasyonu
gerceklestirecek olan blastema adi verilen rejenerasyona
6zgi bir doku olusur 291, Blastema formu icerdigi fakl hiic-
re popilasyonunun koordinasyonu ile farkhlagsma olaylari-
ni gerceklestirerek rejenere olacak yapinin minyatir halini
olusturur. Bu asamadan sonra olusan minyatir yapi hasar
oncesi boyuta ulasana kadar biyiimeye devam eder 211,
Rejenerasyonun kusursuz bir sekilde sonlanmasi; geriye
farklilasma (dediferensiyon), hiicre boélinmesi, yeniden
farklilasma (rediferensiyon) ve bliylime siirecinde rol alan
JNK, TLR, JAK/STAT, Hippo/YAP, Wnt/B-catenin sinyal yolak-
lari; epidermal biylime faktorl (EGF), donUstiriicl biyd-
me faktori B (TGFR), fibroblast blylime faktéri (FGF) ve
platelet kaynakli biylime faktort (PDGF)'nln ifadelerinin
diizenlenmesi ile gerceklesir (221, Bahsi gecen yolaklarin
regiile edilmesinde ve bu yolaklarda gorevli genlerin ifade
diizeyinin kontrol edilmesinde miRNA'lar gorev alirlar.

Rejenerasyon bircok bitki ve hayvanda gozlenmekle bera-
ber, fonksiyonel restorasyon diizeyi canlilar arasinda 6nem-
li farklar gostermektedir. Stingerler ve sélenterler gibi kimi
omurgasiz organizmalarda rejenerasyon kapasitesi yiiksek
olup, bu etkinlik seviyesi omurgali canlilarda baliklardan
memelilere dogru gidildikce azalmaktadir (20231, Memeli
canlilarda rejenerasyonun gerceklesmesi daha ¢ok doku du-
zeyinde meydana gelirken, amfibi sinifindan olan semender-
ler yiiksek derecede rejenerasyon kapasitesine sahiptirler.
Semenderler ampute olmus ya da hasara maruz kalmis uzuv
ve organlarini yeniden meydana getirebilirler (241, Bu canli-
lar arasinda en ¢ok bilineni ve calisilani sucul bir semender

olan Aksolotl'dur. Yetiskin bireylerin embriyonik gelisimsel
doneme benzer 6zellikler gdstermeleri sebebiyle bu canli-
lar rejenerasyon arastirmalari igin elverisli bir model olmak-
tadirlar. Bu canhlar uzuvlarini, kalplerini, beyinlerini, omuri-
liklerini ve diger ic organlarini yenileyebilmektedirler [20:2],
Aksolotlar ile yapilan ¢alismalarda uzuv rejenerasyonuna
ek olarak, bag dokusu, kas dokusu, sinir dokusu ve omu-
rilik gibi kompleks yapilari barindirdigi icin kuyruk rejene-
rasyonu uygun bir model olarak tercih edilmektedir [26:27],
Kuyruk rejenerasyonunda gorevli molekiler mekanizmala-
rin anlasilmasinda miRNA’larin gorevlerinin anlasiimasi da
Oonem arz etmektedir.

Bu calismada Aksolotl kuyruk rejenerasyonunun farkli ev-
relerinde rol alan miRNA'lar arastirilmistir. Amputasyon
oncesi miRNA profili, amputasyonu izleyen rejenerasyo-
nun 1., 4. ve 7. glinlerindeki miRNA profili ile karsilastiril-
mistir. Anlamli farklilik gosteren 124 miRNA'nin (p<0.05)
rejenerasyon boyunca Ustlenmis oldugu olasi gorevler igin
in-siliko analizler yapilmistir. Rejenerasyonun farkli‘an’larin-
da miktar degisen bu miRNA'lar icinden yalniz bir zaman
araliginda veya ortak zaman araliklarinda miktari degisen
miRNA’lar analiz edilerek miRNA profilinin zamana bagli
dinamik yapisi gosterilmistir. Ayrica 52 miRNA'nin miktar
degisimi 1.5 kattan daha fazla oldugu i¢in daha yakindan
arastiriimis ve bu miRNA'larin hedefledigi genlerin gruplan-
digi yolaklar rejenerasyon ile baglantili olarak incelenmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Hayvan Bakimi, Ampiitasyon ve Ornek Toplanmasi

Arastirmada kullanilan Aksolotllar, Ambystoma Genetic
Stock Center (AGSC)'dan tedarik edilmis olup istanbul Me-
dipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi'nde (MEDI-
TAM) buydutilen canlilardan kdken almaktadir. Kullanilan
6-8 aylik 60 Aksolotl icin gerekli yerel etik kurul izni alinmis-
tir (Ek no: E.2303). Aksolotllar 18°C ile 20°C arasi sicaklikta
her iki glinde bir pellet yem (JBL novolotl) verilecek sekilde
canlilar icin en uygun sivi ortam kosulu olan Holtfreter so-
lisyonlu akvaryumlarda beslenmistir. Aksolotllar cerrarahi
operasyon oncesi %0.1 Benzocaine (E1501_SIGMA) solis-
yonu icinde anesteziye alinmistir. Kuyruk rejenerasyonunu
saglayacak olan blastemanin ampiitasyon sonrasi 0. Giin,
1. Gilin, 4. giin ve 7. giin 6rnegdi alinmistir. Ornek alma is-
lemi Aksolotllarin kloak kismina yakin kuyruk kismindan
ampdte edilen bolge/toplam boy orani 1/5 olacak sekilde
bisturi kullanilarak yapilmistir. Blastema 6rnekleri her giin
ayni bolgeden olacak sekilde amptitasyon yerinden proksi-
mal kisma dogru yaklasik 500 mikron kalinhkta toplanmis-
tir. Toplanan blastema 6rnekleri sivi nitrojende dondurul-
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mustur. Toplanan blastema 6rnekleri her giin icin 3 gruba
ayrilmis olup, her grup 5'er hayvandan ornekleri icerecek
sekilde olusturulmustur.

RNA izolasyonu ve Orneklerin Sekanslanmasi

Aksolotl kuyruk blastema 6rnek gruplarindan TRIzol ayiraci
(Invitrogen-Cat No: 15596026) kullanilarak ticari firmanin
onerdigi protokole uygun sekilde RNA izolasyonu gercek-
lestirilmistir. Ornek gruplarinin Gizerine Tml TRIzol ayiraci
eklenmis ve 6rnekler homojenizator ile homojenize edil-
mistir. Homojenizasyon sonrasi elde edilen lizat 120009
4°C'de 5 dakika santrifiij edilmis ve slipernatant yeni tiipe
alinmistir. Sonrasinda niikleoprotein komplekslerinin ta-
mamen ayrilmasi i¢in 5 dakika oda sicakhginda inklibasyon
yapilmistir. Orneklerin (izerine lizis icin 200ul Kloroform
(Sigma Aldrich-c2432) eklenmis ve 6rnekler 3 dakika inkii-
be edilmistir. Blastema 6rneklerinin lizatlar 12000g 4°C'de
15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan 3 faz-
dan RNA'lariiceren (st faz yeni tiip igerisine alinmis ve RNA
izolasyon basamagina gecilmistir. RNA iceren faz lizerine
500ul 2-propanol (Sigma Aldrich - 278475) eklenmis ve 10
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 12000g 4°C'de
10 dakika santrifij yapilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen
total RNA pelletine zarar verilmeden siipernatant alinmistir.
RNA'lariiceren pellet %75 Etanol ile ¢6zilmstir. Sollisyon-
lar 15 saniye vorteks ile karistirilip 7500g 4°C'de 5 dakika
santriflij edilmistir. Santriflij sonrasi stipernatant atilmis
ve pellet 5 dakikaligina kurumaya birakilmistir. Pellet 20ul
niikleaz icermeyen su ile ¢dziildi. izolasyon sonrasi elde
edilen RNA'larin konsantrasyonu qubit assay ile 6lctlmis-
tar. Olctimlerde 100 ng/ul Gizeri konsantrasyon elde edil-
mistir. Ters transkripsiyon asamasi icin 1-10 ng/pl miRNA
kullanilmistir. Ters transkripsiyon asamasi, PCR asamasi ve
sekanslama asamasi ticari firmanin protokoliine (SMARTer
smRNA-Seq Kit for lllumina) uygun olarak gerceklestirilmis-
tir. miRNA kitlphanesi olusturmak icin ilk 6nce drneklere
0.25 pl Poly-A, 0.25 pl RNAaz inhibitord, 2.5 pl smRNA mix

Tablo 1. Miktari 1.5 kat ve lizeri degisen miRNA'lar

1 ve 1 ul ATP eklenmis ve 16°C'de 5 dakika inklibasyon ya-
pilmistir. inkiibasyon sonrasi her érnege 1'er ul 3 uclu small
RNA dT primer eklenmistir. 6.5 ul smRNA mix 2, 0.5 pul RNAaz
inhibitori ve 2 pl primescriptRT kullanilarak master mix ha-
zirlanmistir. Ters transkripsiyon asamasi 42°C'de 60 dakika,
72°C'de 10 dakika sicakhk dongiilerinde gerceklestirilmistir.
24 pl Nuclease-Free Water, 50 pl 2X SeqAmp PCR Buffer ve
2 pl SeqAmp DNA Polymerase kullanilarak PCR asamasi icin
master mix hazirlanmistir. PCR reaksiyonu ilk olarak 98°C'de
1 dakika ve sonrasinda 17 déngu olacak sekilde 98°C'de 10
saniye ve 60°C'da 5 saniyede sicaklik araliklarinda gercek-
lestirilmistir. Elde edilen miRNA'lar illumina MiSeq desktop
sequencer ile sekanslanmistir.

miRNA’larin Bulunmasi ve Fonksiyonlarinin in-Siliko
Analizi

Sekanslama sonuglari CLC workbench programinda islene-
rek miRBase veritabandaki 9 dizilere karsilik gelen miRNA'lar
bulunmustur. 0., 1., 4. ve 7. glin olmak (izere her gruba ait
veriler ayri ayri olacak sekilde elde edilmistir. Elde edilen
miRNA’'lar Venn diyagramda (http://bioinfogp.cnb.csic.
es/tools/venny/index.html) farkli glinlerde veya sadece o
gline 6zgu ifade edilen miRNA'lar olarak gruplandiriimistir.
miRNA'larin hedefledigi genlerin tespiti icin miRPathV3 (28]
kullanilarak hedef genler Tarbase [29, TargetScanHuman
7.1 B9 ve microT-CDS B veri tabanlarinda aranmustir. Bir
sonraki basamak olarak miRNA'larin 6beklendigi yolaklar
miRPathV3 araciligi ile KEGG yolak veri tabaninda 32! bu-
lunmus ve miktari degisen yolaklar bir sicaklik haritasinda

(heatmap) gosterilmistir.
Bulgular

miRNA'larin Tespiti ve Karakterizasyonu

Yeni nesil dizileme yontemi ile Aksolotl 6rneklerinden am-
putasyon oncesi (0. glin) ve rejenerasyonun 1.,4. ve 7. ginu

Ampiitasyon Oncesine Gore Degisim miRNA Listesi

Miktari artan insan miRNA ortologlari

mir-4485, mir-1285a, mir-4512-1, mir-3690-2, mir-3686, mir-1307, mir-566, mir-548b, mir-

7851, mir-517¢, mir-8075, mir-3689¢, mir-320b-1, mir-548i-3, mir-8485, mir-601

Miktari azalan insan miRNA ortologlari

mir-3689a//mir-3689b, mir-3689a//mir-3689f, mir-941-1, mir-3689d-2, mir-3677, mir-

3960, mir-1268b, mir-941-1//mir-941-2//mir-941-3, mir-548i-1//mir-548i-2, mir-1285-1,
mir-3689e, mir-3689b, mir-1273a, mir-450a-1, mir-3689a, mir-619, mir-8072, mir-1302,
mir-1299, mir-5095, mir-5096, mir-7641-2, mir-7641-1, mir-7641, mir-1973, mir-6087, mir-
7641-1//mir-7641-2 mir-3156-2, mir-3939, mir-4294, mir-4440, mir-4792, mir-500b, mir-
616, mir-630, mir-941-2//mir-941-3, mir-9462
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icin miRNA profillemesi yapilmistir. Sekanslama sonugclari
miRNA veri bankasi olan miRBase 9 ile karsilastirilip 0. gline
gore miktari 1., 4. ve ya 7. glinde anlaml olarak degisen
(p<0.05) 124 miRNA bulunmustur. Bu miRNA'lar icinden am-
pltasyon oncesi ile karsilastinldiginda 1., 4. veya 7. glinde
1.5 kattan daha fazla degisim gosteren (artan veya azalan)
52 miRNA tespit edilmistir (Tablo 1). Bu miRNA'lar arasinda
ampdutasyon oncesine gore 7. gliinde en buyuk artisi mir-
601, mir-8485 ve mir-548i-3'in gosterdigi bulunmustur (Tab-
lo 1). Rejenerasyonun 7. giiniinde ampdtasyon &ncesine
gore miktari en ¢cok diisen miRNA'larin ise mir-3689 ailesinin
Uyelerinin (mir-3689a, mir-3689b ve mir-3689f) oldugu go-
rilmustir (Tablo 1).

Rejenerasyonun Farkli Evrelerinde Miktari Degisen
Mirna’larin Tespiti

Bir sonraki adimda, ampdtasyon dncesine gdre miktari ar-
tan miRNA'larin 1., 4. ve 7. glinde ortak olup olmadiklari

Tablo 2. Miktari artis gosteren miRNA'larin zamansal analizi

arastinlmistir. Her zaman araligindaki miRNA'lar birbirle-
riyle kiyaslanmig ve farkli zaman dilimlerinde miktari artan
miRNA'lar Venn diyagraminda gosterilmistir (Sekil 1).

Bu karsilastirmaya gore miRNA'larin yaklasik %43'U her Ui¢
zaman araliginda da (1., 4. ve 7. glinde) ortak olarak amp-
tasyon dncesine gore artma egilimi gostermistir (Sekil 1). 1.
ve 4. glinde ampdtasyon 6ncesine gore miktari artan ortak
miRNA'larin oraninin %2, 1. ve 7. glinde %12, 4. ve 7. glin-
deise %3 oldugu bulunmustur (Sekil 1). Karakterize edilmis
miRNA'larin %40'inin ise yalnizca 1. gin, yalnizca 4. glin
veya yalnizca 7. gliinde artis gosterdigi gorilmustur (Sekil
1). Venn diyagraminda oranlari gosterilmis miRNA'larin lis-
tesi Tablo 2'de verilmistir.

Ayni testler amplitasyon dncesine gore rejenerasyonun 1.,
4. veya 7. gliniinde miktari azalan miRNA'lar icin de yapil-
mistir (Sekil 2).

Analizlerin sonuglarina gére amplitasyon oncesi ile kiyas-

miRNA’larin Arttigi Zaman Araliklar miRNA isimleri

1.,4.ve 7. glinlerde ortak olarak artan

mir-601, mir-601, mir-8485, mir-3141, mir-548i-3, mir-320b-1, mir-368c, mir-8075,
MIR7768b, mir-706, mir-6720, MIR2602b, MIR1171, mir-517,c mir-665, mir-2966,
mir-7851, mir-703, MIR156e, MIR2112, mir-1307, mir-281, mir-3069, mir-3686, mir-548b,
mir-566, mir-6651

1.ve 4. glinlerde ortak olarak artan

mir-8072

1.ve 7. glinlerde ortak olarak artan

mir-1434, mir-4332, mir-8934-1, MIR2106, MIR6423, mir-9123, mir-4512-1

4.ve 7. glinlerde ortak olarak artan

mir-3690-2, mir-9277

Yalnizca 1.glinde artan

mir-7641-1, MIR2916, mir-1973, mir-6240, mir-6087, MIR5144, mir-2892, mir-2887-2, mir-
3535, mir-6497, mir-2152, MIR164f

Yalnizca 4.glinde artan

MIR396¢, mir-5096, mir-2137, mir-5095, mir-3689a, mir-619, mir-1299, mir-941-4

Yalnizca 7.glinde artan

mir-4485, MIR5645d, mir-1599, mir-1285a

Tablo 3. Miktari azalis gosteren miRNA'larin zamansal analizi

miRNA’larin Azaldigi Zaman Araliklari

miRNA isimleri

1.,4.ve 7. glnlerde ortak olarak azalan

mir-1273a, MIR8598, mir-8915, mir-6236, mir-2904, mir-7641-3, mir-1285, mir-7641-2,
mir-1285-1, mir-7641

1. ve 4. glinlerde ortak olarak azalan

mir-1599, mir-4485, mir-1285a, MIR5645d

1.ve 7. glinlerde ortak olarak azalan

mir-5096, MIR396¢, mir-3689a, mir-3689e, mir-450a-1, mir-619, mir-3689b, mir-941-2,
mir-2137, mir-5095, mir-1299, mir-548i, mir-1302

4.ve 7. glinlerde ortak olarak azalan

mir-1973, MIR5144, mir-6240, mir-2892, mir-2152, mir-6087, mir-7641-1, mir-6497,
MIR2916, mir-2887, mir-3535, MIR164f, mir-235, MIR164f//MIR5144

Yalnizca 1.glinde azalan

mir-3690-1, MIR169a, MIR6173, mir-1273, mir-1777a, mir-3156, mir-409a, mir-630,
MIR408, mir-524, mir-7174, mir-9256a, mir-941-3, mir-9328, mir-9462, mir-4294,
MIR7779, MIR5654a//MIR5654b, mir-9252, MIR8665, MIR482d,mir-3939, mir-616,
MIR2608, mir-9323, mir-4440, mir-9277

Yalnizca 4.glinde azalan

mir-4332, mir-1434, MIR2106, MIR6423, mir-9123, mir-8934-1, mir-7105, MIR2641, mir-
4792, mir-738, mir-6964, MIR482c, mir-42,9 mir-500b, mir-4512, mir-234, MIR156h,
MIR159a, MIR8626

Yalnizca 7.giinde azalan

mir-8072, mir-1268b, mir-3960, mir-3677, mir-2889, mir-3689d-2, mir-941-1, MIR1524,
mir-3689a//mir-3689f, mir-3689a//mir-3689b
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landiginda miktari azalan miRNA'larin %10°u 1., 4. ve 7.
glinde ortak olarak azalmistir (Sekil 2). 1. ve 4. glinde am-
pltasyon oncesine gore miktari azalan ortak miRNA'larin
oraninin %4, 1. ve 7. giinde %13, 4. ve 7. glinde ise %14
oldugu bulunmustur (Sekil 2). Yalnizca tek bir rejenerasyon
zaman araliginda miktari degisen miRNA'larin oransal dagi-
limi; yalnizca 1. giin %27, yalnizca 4. giin %19 ve yalnizca 7.
glin %10 olarak bulunmustur. Venn diyagraminda oransal
dagilimi gosterilen miRNA'larin isimleri Tablo 3'de listelen-
mistir.

Miktari Degisen miRNA'larin Gorev Aldig: Yolaklarin
Bulunmasi

Galismanin bir diger adimi olarak rejenerasyonun 7. giiniin-
de amputasyon oncesine gore miktari anlamli olarak artan
ve azalan miRNA'larin hedef genleri Tarbase, Targetscan ve
microT-CDS veri tabanlari kullanilarak aranmistir. miRNA'lar
tarafindan hedeflenen genlerden yola ¢ikilarak miRNA'larin
iliskili oldugu yolaklar analiz edilmistir. Rejenerasyonun 7.
gliniinde miktari artan miRNA'larin rol aldidi yolaklar icin-
de Hippo ve fosfoinositol sinyallesme yolaklari, yag asidi
anabolizma yolagi, RNA katabolizmasi yolaklari, glikoza-
minoglikan yikim yolagi, amino asit metabolizmasi yolagi
ve kalsiyum geri emilimi yolagi gibi homeostazda énemli
gorevlere sahip yolaklar oldugu gorilmustur (Sekil 3). Ay-
rica aminoasit metabolizmasi, diger glikan biyosentezi ve
endositoz yolaklarinin da rejenerasyonun 7. gliniinde mik-
tart artan miRNA'lar ile iliskili yolaklar oldugu bulunmustur

(Sekil 3).

Ayni sekilde, ampuitasyon Oncesine gdre rejenerasyonun
7. glinlinde miktari anlamli olarak azalan miRNA'larin he-
def genleri arastiriimistir. Miktari azalan miRNA'larin hedef
genlerinin gruplandigi yolaklar analiz edilmistir (Sekil 4). Bu
yolaklar icinde kanser yolaklari, sinyallesme yolaklari, inf-
lamasyonun aktiflestigi viral yolaklar ile hiicre dongsii ve
0lumu yolaklari dikkate deger yolaklar olarak bulunmustur
(Sekil 4).

Tartisma

Rejenerasyon canlida olusan bir hasar sonrasi fonksiyonel
restorasyon siirecine verilen isimdir 331, Canlilar farkli ye-
nilenme kapasitesine sahip olmakla beraber, omurgalilarda
yenilenme kapasitesi cogunlukla doku diizeyinde gordl-
mektedir 34 istisnai yenilenme kapasitesi ile amfibi sinifin-
dan olan Aksolotl, rejenerasyon calismalari icin uygun bir
model sistemdir. Aksolotl i¢c organlarini, sinir sistemini ve
ekstremite rejenerasyonunu basari ile gerceklestirebilmek-
tedir. Aksolotl kuyruk uzvu hasarlarinda, epitel doku, bag
dokusu, kas dokusu ve sinir dokusunu (omurilik) onarabil-
mekte ve bu iyilesme sonrasinda fonksiyon kaybi yasama-
maktadir 1331, Fonksiyonel restorasyon, her basamaginda
kontrol ve regulasyonun goruldigu kompleks bir surectir.
Regiilatif mekanizmalardan biri de, yazihm sonrasi gen
ifadesini kontrol eden miRNA'lar aracihdi ile gerceklestiril-
mektedir 36,

Bu calismada Aksolotl'un kuyruk bolgesi omuriligi de ice-

1. glin 6rnegi 4. gln ornegdi

8
(%13.3)

7.gun érnegi

1. glin 6rnegi 4. gln ornegi

19
(919.6)

7.guin érnegi

Sekil 1. Ampiitasyon sonrasina (0. giine) gére miktar artisi gosteren miRNA'lar.

Sekil 2. Ampiitasyon sonrasina (0. gline) gére miktar azalis gosteren miRNA'lar.
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recek sekilde kesilmis ve rejenerasyonun farkl evrelerinde
toplanan orneklerde degisen miRNA profiline bakilmistir.
Yeni nesil dizileme sonucunda p<0.05 giiven araliginda
bulunan miRNA’lar miRBase veri tabaninda aranmis ve 124
miRNA tanimlanabilmistir. Dizileme sonucunda miRBase
veri tabaninda tanimlanamayan RNA sekanslarinin varligi-
nin iki olasi nedeni sunlardir: Aksolotl'a 6zgi miRNA'larin
genis bir karakterizasyonu heniiz yapilamadigi icin veri ta-
banlar Aksolotl miRNA'larini kapsayici bir sekilde icerme-
mektedir, bu sebeple de dizileme sonucunda elde ettigimiz
kimi Aksolotl miRNA'lari heniiz tanimlanmamis olabilir. Bir
diger ikna edici olasilik da miRNA disindaki kiiclik RNA ai-
lesinin baska elemanlarinin da (6rnegin Piwi ile etkilesen
RNA'lar- piRNA'lar) dizilenmis olabilecegdi ve bu kiiglik RNA
grubu elemanlarinin miRNA veri tabaninda herhangi bir
karsiliginin olmamasidir.

Rejenerasyonun ilk asamalarinda (1., 4. ve 7. giin) alinan
ornekler 0. glin 6rnegi ile kiyaslanmis ve 124 miRNA ara-
sinda 1.5 kattan buylk degisim gosterenler Sekil 1'de
gosterilmistir. Artis gosteren miRNA'lar arasinda en dikkat
¢cekenler mir-601, mir-8485 ve mir-548i-3 dir. mir-8485'in
NRXN1 geniniregiile etmesiyle sinir sistemi gelisimi negatif
yonde etkilenmektedir 1371, Rejenerasyonun ilk asamalarin-
da tersine farkhlasma gorildigu icin farkhlasmis hiicreler
kok hiicreye donerler. Bu stirecte artan mir-8485 miktarinin
sinir sistemi farklilasmasini baskiladigi distndlebilir. mir-
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6071'in hiicre bolinmesini bir cok kanser tiiriinde miktarinin
arttigi ve kanser dokularinda biriktigi gosterilmistir (38391,
mir-548i gorevleri tam anlasilmayan miRNA’lardan olmak-
la beraber embriyonik kok hiicrelerde tespit edilmistir (401,
Rejenerasyon siirecinde olusan blastema dokusu kok hiicre
aktivitesinin yogun olarak gorildiigi bir bolgedir ve hiicre
bolinmesini pozitif ydnde etkileyen mir-601'in ve embriyo-
nik kok hiicrelerde bulunan mir-548i'nin miktarinin artmasi
yenilenmeyi pozitif yonde etkiler.

Rejenerasyon sirecinde miktari azalan miRNA'lar icinde en
bulyik degisimi mir-3689 ailesinin Uyeleri gdstermistir (mir-
3689a, mir-3689b ve mir-3689f). Bu ailenin Uyelerinin me-
melilerde ne gorevler Ustlendigi henliz tam olarak bilinme-
mektedir 411, In siliko analizler, mir-3689'in SMAD2 ve SMAD3
RNA'larini hedefleyerek TGFR3 yolagi tizerinde etkili oldugunu
dustindiirmektedir 121, Aksolotl uzuv rejenerasyonunda TGFR
sinyal yolaginin aktivitesinin artiyor olmasi [43), bulgularimizda
mir-3689'in miktarinin azalmis olmasinin Aksolotl kuyruk re-
jenerasyonu icin dnemini agiklamaya yardimci olmaktadir.
SMAD2 ve SMAD3 RNA'larinin mir-3689 tarafindan regiile
edilmeyecek olmasi ile, rejenerasyon siirecinde TGFR3 sinyal
yolag aktif tutulacak, boylece yenilenme siirecinin basariyla
sonug¢lanmasi mimkdin olacaktir.

miRNA'larin bir dokuda tespit edilen miktari dinamik olup
biyolojik bir stirecin farkli evrelerinde degisiklik gosterebil-
mektedir 41, Degisen miRNA miktari ile gen ifadesinin ya-

RNA degradation

Giycosaminoglycan degradation

Hippo signaling pathway

Adherens junction

ECM-receptor interaction

Biosynthesis of unsaturated fatty acids

Other types O-glycan biosynthesis

Viral carcinogenesis

Glioma

Transcriptional misregulation in cancer

Phosphatidylinositol signaling system

Lysine degradation

Endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption
Color Key

-5 0
Log (p value)

> > 5 T 5y T 5T 5T T T 3T 3 T
w wv w wv w wv w w w w wv w wv w w
2 8 0 Sty © £ 9 0 gty
33333232323 333333 33
P P P P P P P PP PP PP DD
W WU N W o= oA s U W
QO b O N B WD BEAOAN = O O O
O & ® L1 © ® © ® ® & ® N Y —= &®
© I — < CEguEel, Ot — U Qigur—" o
;

- -4 W = DT v h v g ouwow o g
3 5 ¥ 0 3 8o v v© X v T T 2 F
8§ 2935338 35358 523 8 4
m @ 2 &8 8§ o 8 5 3 v & 9 @& v o
~ 5} o = I3 — = = A (0] = = — (0] —
H = S B v o o 2 o a » &
la) wn o) 0 [ YY) o v M 0 (4]
oY) 0 — Q wn w = wv ~ Q
> wn >S5 ™ o | o Y > =]

> A A A

QU D QU

S5 2 =

Sekil 3. Miktarr artan miRNA'larin etkiledigi molekdler yolaklar.
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Sekil 4. Miktari artan miRNA'larin etkiledigi molekuler yolaklar.

zihm sonrasi kontroll arasinda dogrudan bir iliski oldugu
g0z 6niine alindiginda, rejenerasyonun farkli giinlerinde
miktari degisen miRNA'larin nasil bir ydnelim izledigini an-
lamak icin bu evrelerde ortak olan ve olmayan miRNA'lar
listelenmistir. Yapilan analizlere gére amputasyon oncesi
duruma gore artis gosteren miRNA'larin yalnizca %401 her
Uc zaman dilimi icin (1., 4. ve 7. glin) artis gostermistir. Her
Uc 6rnek grubunda ortak olarak mir-601, mir-8485 ve mir-
548i-3'lin bulunmasi amputasyondan hemen sonra dedife-
rensiyon ve hiicre bollinmesi aktivitelerinin basladigini ve
7.glinde de bu aktivitelerin devam ettigini gostermektedir.
Azalma gosteren miRNA'larin yalnizca %10°u her li¢ 6rnek
grubunda azalmistir. Ortak olarak azalis gosteren miR-
NA'larin sinirh bir grubu olusturmasi rejenerasyonun farkli
evrelerine spesifik miRNA'larin kendi zaman araliginda ifa-
desinin degistigini anlatir. Tek bir zaman dilimine (1. veya
4.veya 7. gun) bakildiginda, azalis veya artis gosteren miR-
NA'larin blylk cogunlugunun rejenerasyonun ilk glintinde
oldugu bulunmustur. Bu durum miRNA'larin dinamik bir
ifade motifi oldugunu ve ampiitasyona cevap olarak miR-
NA'larin miktarinin rejenerasyonun ilk glintinde hizlica de-
gistigini gostermesi agisindan carpicidir.

miRNA'larin hedefledigi genlerin gruplandidi yolaklarin
bulunmasi miRNA'larin olasi rolleri hakkinda bize fikir ver-
mektedir. miRNA'larin miktarinin artmasi ile hedefledikleri
genler negatif olarak regiile edilecek, dolayisiyla bu gen-
lerin gruplandigi yolaklar da negatif olarak regle edilmis
olacaktir. Yaptigimiz analizler sonucunda rejeenrasyon ile

birlikte miktari artan miRNA’larin hedefledigi genler Hippo
ve fosfoinositol sinyallesme yolaklari, yag asidi anabolizma
yolagi, RNA katabolizmasi yolaklari, glikozaminoglikan yi-
kim yolagi, amino asit metabolizmasi yolagi ve kalsiyum
geri emilimi yolagi gibi yolaklarda gorevli genlerdir. Hippo
yolagi gibi hiicre bélinmesini yavaslatan yolaklarin negatif
regtile edilmesi ile hiicre bolinmesini yavaslatacak mole-
kiler mekanizmalarin aktivitesinin diistrildigi gorulmas-
tlr. Rejenerasyon ile birlikte azalma gosteren miRNA'larin
hedef genleri daha aktif translasyona girebilecektir. Bu gen-
lerin 6beklendigi yolaklar da bu sayede daha aktif calisa-
caktir. Yapilan analizlere gore kanser yolaklari, sinyallesme
yolaklari, inflamasyonun aktiflestigi viral yolaklar ile hiicre
dongisii ve 6lima yolaklar azalan miRNA profiline uygun
sekilde aktivitesi artan yolaklar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Re-
jenerasyonun basarisi icin hiicre bolinmesini tetikleyecek
kanser yolaklarinin aktivitesinin artmasi anlamh bir bul-
gudur. Yine ampltasyon ile beraber baslayan inflamasyon
sureci de degisen yolaklar icinde bulunmustur. Bu analizler
isiginda miRNA'lar tarafindan hedeflenen genlerin gérev
aldiklari yolaklarin, rejenerasyon strecinde miktari degisen

miRNA'lar araciligi ile regiile edildigi diistiniilmektedir.

Sonu¢

miRNA'larin hiicre ve canlilarin hemostaz, gelisim, biiylime
ve hastalik durumunda regiile edici rolleri oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Rejenerasyonda profili degisen
miRNA’larin bulunmasi ve karakterize edilmesi fonksiyonel
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restorasyon siirecinin daha iyi anlasiimasina ve bu siirecin
kontrol edilebilmesine olanak taniyacaktir. Bu ¢alismada,
yenilenme kapasitesi yliksek su semenderi Aksolotl'un
kuyruk rejenerasyonunda miktari artan ve azalan miR-
NA'larinin profili ¢cikarilmistir. Ayrica bu miRNA'larin hede-
fledikleri olasi genlerin 6beklendigi yolaklar arastiriimis ve
bu yolaklar ile rejenerasyon arasindaki bag gosterilmistir.
Bu calismada bulunan miRNA'larin, rejenerasyonun daha
iyi anlasilmasina katki koyacagini diisiinmekteyiz.
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