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OZET

T.C
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Profesyonel Sporcu Kadinlarda Farkli Egzersiz Y 6ntemlerinin Plazma miR-33, miR-335,
miR-370 ve miR-758 Seviyeleri Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Kiibra FIDAN
T1bbi Biyokimya Anabilim Dali
YUKSEK LISANS TEZI/ KONYA-2018

Amac: Calismamizda fizyolojik siireglerin transkripsiyonel diizenleyicileri olarak ortaya c¢ikan ve lipit
metabolizmasi ile iliskilendirilen baz1 mikroRNA’ larin (miR-33, miR-335, miR-370 ve miR-758) egzersiz ve
sedanter yasami benimsemis kisilerde plazma seviyelerini arastirmayi amagladik.

Yontem: Katilimcilar profesyonel spor yaptigi belirlenen (30 kisi) ve sedanter yasam tarzini siirdiiren
(30 kisi) kadmlar seklinde iki gruba ayrildi. Sporculardan egzersiz oncesinde (grup 1) ve sonrasinda (grup 2),
sedanter yasami benimsemis kisilerdende (grup 3) kan plazma 6rnekleri alindi. Plazma miRNA seviyeleri RT-
PCR yontemi kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: Yapilan ANOVA testi sonucuna gore gruplarin plazma miR-33 (p<0.002), miR-335
(p<0.024), miR-370 (p<0.002) ve miR-758 (p<0.001) diizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark
bulunmustur. Plazma miR-33 diizeyi grup 2 ile grup 3 karsilagtirildiginda grup 2 de yiiksek bulunmustur
(p<0.01). Plazma miR-335 diizeyi grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda grup 2 de yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Plazma miR-370 diizeyi grup3 (p<0.05) ve grup2 (p<0.01) ile karsilastirildiginda grup 1 de yiiksek
bulunmustur. Plazma miR-758 diizeyi grup 1 ve grup 2 ile karsilastirildiginda grup 2 de diisiik bulunmustur
(p<0.01). ilaveten, plazma miR-758 diizeyi grup 2 ve grup 3 ile karsilastinldiginda grup 3 de yiiksek
bulunmustur (p<0.01). Grup 3 de plazma miR-33 diizeyleri ile serum LDL degerleri arasinda (r=0.347; p<0.05)
ve plazma miR-758 diizeyleri ile serum HDL (r=-0.366; p<0.05), VLDL (r=0.319; p<0.05) ve TG (r=0.387;
p<0.05) diizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir korelasyon bulunmustur.

Sonug: Sonug olarak ¢alismamizda egzersiz ile miRNA’larin degisebilecegini gostermis olmaktayiz.
Bulgularimiz kapsaminda sedanter yasamimn miRNA diizeyinde olumsuz etkisi oldugunu ve bu etkinin
metabolizma bozukluklar1 bagta olmak Ttizere bircok hastaligin risk faktorii olarak goriilebilecegini
diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Egzersiz; miRNA; sedanter yagsam
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ABSTRACT

T.C
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

Investigation of the Effect of Different Exercise Methods on Plasma miR-33, miR-335,
miR-370 and miR-758 Levels in Professional Athlete Women

Kiibra FIDAN

Department of Medical Biochemistry

MASTER OF SCIENCE THESIS / KONYA-2018

Objective: We aim to investigate the plasma levels of some microRNAs (miR-33, miR-335, miR-370 and
miR-758) in our study, which appeared as transcriptional regulators of physiological processes and were
associated with lipid metabolism in exercise and sedentary life.

Method: Participants were divided into two groups, women designated as professional sports (30 people)
and women exercising the sedanter lifestyle (30 people). Blood plasma samples were taken from the athletes
before exercise (group 1) and after (group 2), and those with sedentary life (group 3). Plasma miRNA levels
were analyzed using RT-PCR method.

Results: According to the ANOVA test results, there was a statistically significant difference between
plasma miR-33 (p <0.002), miR-335 (p <0.024), miR-370 (p <0.002) and miR-758. Plasma miR-33 levels were
higher in group 2 compared with group 3 (p <0.01). Plasma miR-335 level was higher in group 2 compared with
group 3 (p <0.05). Plasma miR-370 levels were higher in group 1 compared to group 3 (p <0.05) and group 2 (p
<0.01). Plasma miR-758 levels were lower in group 2 compared to group 1 and group 2 (p <0.01). In group 3,
between plasma miR-33 levels and serum LDL values (r = 0.347, p <0.05), and plasma miR-758 levels and
serum HDL (r = -0.366, p <0.05), VLDL (r = 0.319, p <0.05) and TG (r = 0.387, p <0.05) levels were
statistically significant.

Conclusion: As a result, we have shown that miRNAs can change with exercise in our study. In our
findings, we think that sedanter life has a negative effect on miRNA level and this effect may be seen as a risk
factor for many diseases, especially metabolic disorders.

Key Words: Exercise; miRNA, sedentary
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1. GIRIS VE AMAC
Canli sisteminin en Onemli fonksiyonlarindan biri de fiziksel aktivitedir. Birgcok
sistemi etkiledigi bilinen fiziksel aktivite, hematolojik ve biyokimyasal parametreleri de
etkiledigi bilinmektedir. Fiziksel aktivite ve egzersizin insan sagligl i¢in oldukca etkili ve

onemli oldugu ¢esitli bilimsel ¢alismalarla desteklenmektedir.

Egzersizin tipi, siiresi ve siddeti bunun yaninda egzersiz yapan bireyin cinsiyet, yas,
cevresel kosullar ve beslenme aliskanliklart gibi faktorler biyokimyasal parametreleri
etkileyebilir. Yapilan ¢alismalarda, fiziksel aktivitenin serum lipitleri ve kalp sagligi lizerinde

olumlu bir etkisi oldugu bildirilmistir.

Mikro RNA'lar (miRNA'lar), transkripsiyonel olarak mRNA pargalanmasi veya
translasyonel inhibisyon yoluyla gen ekspresyonunu diizenleyen, 18-22 niikleotid
uzunlugunda kiigiik kodlamayan RNA'lardir. miRNA’larin birgok  fonksiyonlari
bulunmaktadir. Bunlar, gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesi, metabolik
regiilasyon, organizmanin gelisimi, farklilagmasi ve biiylimesi gibi Onem arz eden
fonksiyonlardir. miRNA’lar hiicrelerin bir¢ok biyolojik islevinde bulunan bir molekiil oldugu
icin miRNA’larda ki kusurlar ¢esitli hastaliklara neden olmaktadirlar. miRNA’larin rol
oynadig1 rahatsizliklar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuar hastaliklar, metabolik

ve muskiiler bozukluklar vb. sayilabilir.

Giliniimiizde, hareket azlig1 (sedanter yasam) bir hastalik olarak nitelendirilmekte ve
birgok oliimciil hastaliklarin sebebi olarak gosterilmektedir. Kalp-damar hastaliklar1 bu
grubun basin1 ¢ekmektedir. Elbette ki teknolojinin gelismesiyle, is kolaylastiran aletlerin
giinliik hayatin vazgegilmez bir pargasi olmasinin bedensel hareketsizlige etkisi biiytiktiir.
Sedanter bir yasam tarzi ise bir¢cok ciddi saglik problemlerine neden olmaktadir. Cagin
hastalig1 olarak nitelendirilen obezite ve kardiyovaskiiler hastalik basta olmak iizere kassal
zayiflik, postiirel bozukluk, diabet gibi bir¢ok hastaliklar hareketsiz ve sedanter bireylerde
daha sik goriilmektedir. Plazma kolesterol diizeyleri ile koroner kalp hastalig: riski arasinda
diger risk faktorlerinden bagimsiz gii¢lii bir iligki vardir. Yapilan calismalarda total
kolesteroldeki % 1°lik artisin koroner kalp hastaliginda % 2’lik artiga, % 1°lik azalmasinin ise

kalp krizi riskinde % 2-3’liik azalmaya neden oldugu belirtilmektedir.

Fiziksel aktivitenin bol oldugu bir yasam tarzinda ise bu cesit saglik problemleri ile

karsilagsmak biraz daha zordur. Egzersiz, lipit ve karbonhidrat metabolizmasini olumlu yonde
1



etkiledigi, viicut agirhginda, yag depolarinda, total kolesterol ve trigliserid de, diisiis meydana
getirdigi ve bahsedilen bu degisiklikler dogrultusunda kardiyovaskiiler risk tizerinde énemli

etkilere sahip oldugu bilinmektedir.

miRNA'larin yag asidi ve kolesteroliin biyosentezi i¢in dnemli islevleri vardir. Biz de
bu calisma kapsaminda, lipit metabolizmasi ile iligskilendirilmis miRNA’larin egzersiz ve
sedanter yasam1 benimseyen kisilerde plazma seviyelerini aragtirmak istedik. Bulgularimizin
hem miRNA’larin biyolojik fonksiyonlarin1 tanimlamakta hem de egzersiz tiplerinin

seciminde veya sedanter yasami benimsemis kisilere yeni fikirler sunacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Egzersiz

Canlilarin sahip olduklar1 bir¢ok yetenek mevcuttur. Bunlarin i¢inde yer alan hareket
etme yetenegi dogustan kazanilmis bir yetenektir. Hareket yeteneginin giinlikk islerde
kullanilmas1 fiziksel aktivite olarak tanimlanirken, fiziksel aktivite disinda giic ve zaman
harcayarak daha fazla hareket yeteneginin kullanilmasi da egzersiz olarak tanimlanmaktadir.

Burada Ki ortak amag ise kalori harcamaktir (Karahasanoglu, 2011).
Egzersizi iki sekilde tanimlamak miimkiindiir;

2.1.1. Akut Egzersiz: Egzersiz programinin bir seferlik uygulanmasi

2.1.2. Diizenli Egzersiz: Egzersiz programinin uzun siireli uygulanmasi

Egzersiz yapilirken basta kaslar olmak {izere viicudun bir enerjiye ihtiyaci vardir.

2.2. Enerji Sistemi ve Metabolizmast
Genel anlamda is yapabilme Kkapasitesi olarak tanimlanan enerji, temel olarak
yiyeceklerin viicutta yakilmasi sonucu olusmaktadir. Enerji gereksinimi, egzersizin tiiriine ve
stiresine gore degisiklik gostermektedir (Demirci, 2013).
Egzersizin enerji dengesini degistirdigi, enerji tilketimini artirdig1 ve yag kiitlesinde
ciddi bir azalmaya neden oldugu bilinmektedir (Demirci, 2013). Egzersiz sirasinda gerekli

enerji ihtiyacinin karsilanmasi igin 3 enerji sistemi ¢alismaktadir (Tiiziin ve Sargin, 2016).

Bunlar;
1. ATP-Kreatin fosfat sistemi
2. Glikolitik enerji sistemi

3. Aerobik enerji sistemi

2.2.1. ATP-Kreatinin Fosfat Sistemi

Egzersiz sirasinda bir¢ok kas sistemi aktiftir. Ozellikle iskelet kas sisteminin ¢alismasi
icin kullanilan enerji kaynagi adenozin trifosfat (ATP) molekiilidiir. ATP molekiilii adenin
bazina 3 tane fosfat molekiiliiniin, iki tane yiiksek enerjili fosfat bagi ile baglanmasi sonucu
olugsmustur (Tiiziin ve Sargin, 2016). Bu baglardan birinin kopmasi sonucu standart olarak
7300 kalorilik bir enerji serbest kalmis olur. ATP molekiiliinde yer alan bu iki bagda aym
kaloriyi tasimaktadir. Bu molekiilden siras1 ile baglar koptugunda ilk adenin difosfat (ADP)
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sonra adeninmonofosfat (AMP) molekiilleri meydana gelir ve 14600 kalorilik bir enerji

serbest kalmis olur (Karahasanoglu, 2011).
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Sekil 1. ATP'nin yapisi ve alt formlar:

Kreatin fosfat ise yiiksek enerji iceren, kreatin molekiiliine bagli fosfat molekiiliinden
olusan bir bilesiktir. Molekiiller arasinda ki bag yaklasik 10300 kalori olup ATP molekiiliiniin
2-4 kat1 kadar enerji vermektedir (Tiizlin ve Sargin, 2016).

ATP-Kreatin sistemi kisa siireli egzersizlerde (sprint kosu, 100 m kisa mesafe, halter
vb.) hizl1 bir sekilde devreye giren enerji sistemidir. Hazir enerji sistemi olarak kabul edilen
bu sistem ¢ok hizli ve yiiksek yogunluktaki egzersizler esnasinda aktiftir (Y1ldiz, 2012). Bu
tarz egzersizlerin ilk 10-20 saniyesinde kaslarda depo edilmis olan ATP kullanilirken
egzersizin devaminda enerji gereksinimi devam etmektedir (Tiiziin ve Sargmn, 2016). Bu
stiregte kreatin fosfat molekiiliinde ki baglarin yiiksek enerjisi ve ATP sentezi sayesinde enerji
saglanmaktadir (Y1ldiz, 2012).

2.2.2. Glikolitik Enerji Sistemi

Kaslarda bulunan glikojen enerji gereksinimi oldugunda glikoza pargalanarak gerekli
enerjiyi saglamaktadir. Bu pargalanma olay1 glikoliz olarak bilinmektedir. Kaslarda meydana
gelen bu pargalanma olay1 oksijenli olursa aerobik, oksijensiz olursa anaerobik glikoliz olarak

adlandirilmaktadir (Karahasanoglu, 2011).



Glikoliz olayr 2 asamada gerceklesmektedir. Ilk asama da her bir glikoz molekiilii 2
piriivik asite ayrilip 4 ATP molekiilii olusturmaktadir. Bu asamada oksijen gereksinimi
olmadig1 i¢in anaerobik glikoliz olarak kabul edilir. Ikinci asama da ise olusan piriivik asit,
kas hiicresinde bulunan mitokondriye gegerek ATP molekiilii olusumuna devam etmektedir.
Burada yeterli oksijen bulunmadigi durumlarda piriivik asit laktik asite dontismekte ve laktik

asit diflizyon yolu ile kas hiicrelerinden kan hiicrelerine gegmektedir (Tiiziin ve Sargin, 2016).

Kisa siireli ve yogun egzersizleri devami i¢in ATP molekiiliiniin siirekli sentezlenmesi
gerekmektedir. Bundan once bahsedilen enerji sisteminde simirli sayida ATP diretimi
gerceklesirken, glikolitik enerji sistemi ile zaman kazanilmig olunur (Yildiz, 2012). Yapilan
egzersizin 10-20 saniyesinde ki ATP ihtiyacin1 ATP-Kreatin fosfat enerji sistemi tarafindan
karsilanirken orta mesafeli ve yaklasik 1-3 dakika siiren egzersizlerde ATP ihtiyaci glikolitik

enerji sistemi ile karsilanmaktadir (Tiiziin ve Sargin, 2016).

2.2.3. Aerobik Enerji Sistemi

Aerobik enerji sistemi uzun siireli yogun egzersizlerde kullanilmaktadir (Tiiziin ve
Sargin, 2016). Egzersizlerin yogunluklari géz oniinde bulunduruldugunda enerji transferinin
% 50-90°1 aerobik metabolizma tarafindan , % 5-50’si ise anaerobik metabolizma tarafindan
saglanmaktadir (Y1ldiz, 2012).

Aerobik enerji sistemi ile tekrar ATP sentezlenebilmesi i¢in glikolitik enerji sistemi
sonucu olusan pirtivik asit dogrudan krebs dongiisiine girmeli, mitokondriyal enerji transferi

devreye girmeli veya yag B- oksidasyonunun ger¢eklesmesi gerekmektedir (Scott, 2005).

| Kisa surelisistem

Enerji performanslan ‘ (alikolizis)
%100~ — R
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Hazir enerji sistemi
(ATP-CPr)
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Sekil 2. Enerji sistemleri



2.3. Egzersiz Fizyolojisi
2.3.1. Egzersizin Kas Yapist Uzerine Etkisi

Hareket viicudun en 6nemli fonksiyonlarindan biridir. Viicut hareket ederken basta
kaslar olmak tizere kemik ve eklemlerde hareket halindedir (Gokgiil, 2013). Kaslarin bir araya
gelmesi ile olugan kas doku, uyariy1 hiicre zar1 ylizeyi boyunca elektriksel olarak iletmektedir.
Kaslarda olusan bu elektriksel degisiklik mekanik olarak kasilma ve gevseme seklinde
goriiliir. Viicut kitlesinin ortalama % 40-45’1ini kasilip gevseme 6zelligine sahip olan bu kaslar
meydana getirmektedir (Gokgiil, 2013). Dinlenme esnasinda kanin metabolik faaliyeti
diistiktiir. Egzersizin baslamasi ile birlikte damar ile kas arasindaki kan akimi hizlanmaya
baslar. Egzersiz esnasinda kasin kana olan ihtiyaci oldukc¢a fazladir. Egzersizde kalp atim
hizindaki artis ve kanin pasif dokudan aktif dokulara yonlendirilmesi ile kasin kan ihtiyaci
karsilanmaktadir. Kas doku biyokimyasal enerjiyi mekanik enerjiye doniistiirmektedir

(Gokgiil, 2013).

Diistik yogunluklu egzersiz, iskelet kasinda ki ¢esitli metabolik genlerin
transkripsiyonunu aktive etmektedir. Dayaniklilik egzersizi ise c¢esitli diizenleyici ve
metabolik proteinler kodlayan genlerin transkripsiyonunu harekete gecirir (Pilegaard, 2002).

Egzersizin bedensel saglik iizerine etkileri ise:

e Viicut zindeliginin saglanmasi

e Kaslarin hareketi ile birlikte kemiklerde ki mineral yogunlugunun korunmasi
ve osteoporazu (kemik erimesi) dnlemesi

e Aktivite boyunca bol oksijen ve enerji harcanmast ve bu dogrultuda kas
saghgmin olumlu etkilenmesi (Gokgil, 2013). Bu sekilde faydalar
siralanabilir.

2.3.2. Egzersizin Solunum Uzerine Etkisi

Egzersizin solunumda ki etkisini agiklamak igin uluslararas: fiziksel aktivite standardi

olarak belirlenmis olan VO,max (maksimum oksijen tiiketimi) tanimi kullanilmaktadir (Shete

ve ark., 2014).

Sporcularin aerobik kapasitesi spor basarilarinda Snemli bir basar1 unsurudur.
VO2max, aerobik siirecin yogunlugunu ifade eder ve aslinda artan yogunlukta yapilan
egzersiz sirasinda viicudun oksijeni tagima ve kullanma kapasitesini gostermektedir.

VO2max, maksimum egzersiz sirasinda elde edilebilen en yiiksek oksijen tiiketimidir. Atletik
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kapasiteye sahip bir bireyin fiziksel uygunlugunu yansitmaktadir (Shete ve ark., 2014).
Maksimal oksijen kullanimi1 sirasinda solunum ve dolagim sistemleri ayni anda ¢aligmaktadir

ve bu durum kardiyorespiratuvar dayaniklilik kapasitesi olarak tanimlanmaktadir (Yilmaz,
2017)

Egzersiz boyunca oksijen (O,) ve karbondioksit (CO,) oldukg¢a dnemlidir. Solunum ile
birlikte O, ve CO, tasmmasi gerceklesmektedir. Oncelikle O, vendz kandan alveole ve
sonrasinda alveolden vendz kana tasinirken, CO, kandan alveollere dogru gecis yapmaktadir
(Y1ilmaz, 2017). Solunum sisteminin amaci istirahat halinde iken kandaki CO; ve hidrojen (H)

degerini sabit tutmak, egzersiz durumunda ise O, basincini saglamaktir.
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Sekil 3. O,’nin egzersiz oncesi ve sonrasinda kullanimi
Sekle bakildiginda O;’nin sadece egzersiz sirasinda degil 6ncesi ve sonrasinda da
onemli oldugu vurgulanmaktadir. Kisacast egzersizin solunumda ki rolii akcigerlerde ki soluk

alma volumiinii artirmaktir (Akbulut, 2011).

2.3.3. Egzersizin Dolasim Uzerine Etkisi
Egzersiz boyunca dolagim sistemi, kas ve aktif dokulara gerekli kani saglamaktadir.

Bu sayede kaslar ve dokular hem metabolik atiklardan temizlenmis olmakta hemde ihtiyaci

olan besin ve oksijeni almis olmaktadir (Karatan, 2016).

Sedanter yasam tarzinda kalbin atim hiz1 dakika da 70-72 atimdir. Kalp hizi, sabit
fizyolojik kosullarda bile tek diize degildir (Mortola ve ark., 2018). Kalp dinlenirken yaptigi
kan pompolama olayinda dakika da 5 litre kan viicuda dagilmaktadir (Karatan, 2016). Viicut

agirhigmin % 7’sini olusturan kanin ortalama % 55’1 plazmadir, protein igerigi ise % 7
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oranindadir. Kadinlarda kanin hacmi 4-5 1t arasinda iken, erkekler de 5-6 1t arasindadir. Kanin
hacmi agir egzersizlerde diistiigli bilinmektedir. Bunun sebebi ise egzersiz sirasinda meydana
gelen su kaybinin oldugu disiiniilmektedir (Cigek, 2014). Egzersiz siiresinde kan basinct
artmaktadir (Karatan, 2016). Egzersizler vaskiiler duvar 6zelliklerini gelistirerek kan basincini
diistirmektedir (Zimmer ve Bloch, 2015). Diizenli olarak yapilan egzersizlerde kalici kan

basinci diisiisii de goriilmektedir (Karatan, 2016).

Egzersiz esas olarak saglikli bir yasam tarzina da katkida bulunur. Egzersiz basta
kardivaskiiler olmak iizere kanser, metabolik ve norodejeneratif bozukluklar dahil olmak
tizere birgok yaygin hastaligin tibbi tedavisinde goriilen yan etkilerin de azalmaya yol
agmaktadir (Zimmer ve Bloch, 2015).

2.4. Egzersiz Biyokimyast
Biyokimyasal parametreler agisindan, egzersizin olumlu ve olumsuz yonleri
arastirmaya devam edilen bir alandir. Egzersizin siddeti, tiirii (aerobik ve anaerobik) ve siiresi
hematolojik ve biyokimyasal parametreleri etkilemektedir. Bu etki egzersizin siddeti, tiirii ve
sliresinin yani sira bireyin yasi, cinsiyeti, beslenme kosullarindaki farkliliklardan da

etkilenmektedir (Demiriz ve ark., 2015).

2.4.1. Egzersizin Serbest Radikal ve Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Serbest radikaller, canli viicudunda iiretilen, dis yoriingesinde bir veya birden fazla
ortaklagsmamis elektron bulunduran molekiillerdir. Serbest radikaller ayni zamanda reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olarak da adlandirilir (Atabek, 2012). Pozitif etkileri (bagisiklik sistemi)
oldugu gibi negatif etkileri (lipitler, proteinler, DNA hasari) de goriilmektedir (Finaud, 2006).
Bu zararh etkileri sinirlamak i¢in canli viicudu bir koruma sistemi gelistirmistir. Bu sistem
antioksidan sistemi olarak bilinmektedir. Bu sistem antioksidan enzimlerden (glutatyon
peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz) ve enzimatik olmayan antioksidanlardan (E vit. A
vit. C vit, glutatyon ve iirik asit) olugmaktadir (Finaud, 2006).

Oksidatif stres, serbest radikal tiretimi ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
korelasyonun bozulmasi ve serbest radikal iretim miktarinin artmasi durumunda ortaya
cikmaktadir (Atabek, 2012). Egzersizin saglik iizerine etkisi tartisilmaz bir gergektir. Ancak
akut egzersiz serbest radikal iiretimini artirmakta, antioksidan savunma sistemini etkilemekte

ve oksidatif stresi artirarak hiicre hasarina sebep olmaktadir. Diizenli egzersiz ise bir



adaptasyon olusturdugu i¢in oksidatif stres seviyesinde ve lipit peroksidasyonunda azalmaya

neden olmaktadir (Atabek, 2012).

2.4.2. Egzersizin Karbonhidrat Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Karbonhidratlar, yiiksek yogunlukta egzersiz sirasinda iskelet kaslarinin kasilmasi igin
tercih edilen substrattir (Mul ve ark., 2015). Karbonhidratin kullanimi egzersizin yogunlugu
ile iligkilidir (Hargreaves, 2000). Dinlenme durumunda dahi insan viicudunun kullandig:
enerji agirlikli olarak karbonhidrat ve yaglarin oksidasyonundan kaynaklanir. Kan sekeri, yag
asitleri, kas glikojenleri ve kas i¢i trigliseritler, iskelet kaslarinda enerji liretimi i¢in temel
substrat kaynaklaridir. Aminoasit oksidasyonu genellikle zor oldugundan proteinlerin

kullanilabilir enerji havuzuna katkisi ¢ok sinirlidir (Mul ve ark., 2015).

Egzersiz sirasinda kullanilabilen karbonhidrat kaynaklari kandaki ve kasdaki glikozun
kullanimidir. Kas kasilmasindaki artisa bagli olarak egzersiz boyunca iskelet kasina glikoz ve
insiilin salinimi artmaktadir. Bu artis ile kas glikoz kullaniminin sadece ortalama % 30°u
karsilanmaktadir. Geriye kalan glikoz alinimi ise sarkolemma taginmasi ve glikoz
metabolizmasindan sorumlu  glikolitik ve oksidatif enzimlerin aktivasyonu ile
gergeklesmektedir. Sarkolemmal glikoz taginmasi, difiizyon ile gergeklesir (Mark, 2000).
Glikoz tagmnmasi, kasilma ve insiillin ile uyarilir ve tasiyict gorevini GLUT-4 izoformu
tistlenmektedir. GLUT-4 izoformu, kolaylastirict glukoz tasiyici ailesinin bir iiyesidir ve esas
olarak kardiyak, iskelet kas1 ve yag dokusunda mevcuttur. GLUT-4'lin hiicre i¢i depolama
bolgesinden plazma membranina translokasyonu, egzersiz sirasinda sarkolemik glukoz
transportundaki artistan sorumlu mekanizmadir. Bu hem sican hem de insan iskelet kasinda
gosterilmistir. Kas kasilmasi sirasinda artmis sarkolemik glikoz transportu ile sonuglanan
hiicresel mekanizmalar tamamen agikliga kavusturulmamistir (Hargreaves, 2000). Kasilma
gegiren iskelet kasi, egzersiz sirasinda ATP olusturmak i¢in bir dizi intra ve ekstra miiskiiler
substrat1 kullanabilir. Bunlar, adipoz doku veya intramiiskiiler trigliserit depolarindan tiiretilen
kreatin fosfot, kas glikojen, kan yoluyla tagman glikoz, laktat ve serbest yag asidi
icermektedir (Hargreaves, 2000).

Egzersiz metabolizmasi igin bu gibi substratlarin goreceli 6nemi, egzersiz durumu,
diyet manipiilasyonu ve cevresel faktorler egzersize metabolik cevabi degistirebilir, bu
yiizden oncelikle egzersiz yogunlugu ve siiresi iyi belirlenmelidir (Hargreaves, 2000). Mevcut
yasam tarzi bol karbonhidrat almmimini desteklerken ayni zamanda hareketsizligi de

artirmaktadir. Bu hareketsizlik sedanter yasam olarak tanimlanmakta olup sedanter yasam
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sonucunda ¢esitli metabolik hastaliklar giin yiiziinde ¢ikmaktadir (obezite, Tip 2 DM vb.). Ote
yandan, egzersiz karbonhidrat metabolizmasi {izerinde yararl etkileri vardir ve sonug olarak,
egzersiz metabolik hastaliklarin 6nlenmesi ve miicadelesi i¢in iyi se¢ilmis bir aractir (Mul ve

ark., 2015).

2.4.3. Egzersizin Lipit Metabolizmas: Uzerine Etkisi

Yag ve karbonhidrat, iskelet kasindaki bazal metabolik siire¢lere gerekli enerjiyi
saglamak i¢in susbtrat olarak kullanilmaktadir. Aerobik egzersizin yakiti olarak da bilinen yag
ve karbonhidrat metabolik talebe ragmen, egzersiz sirasinda substrat tercihi yogunluga gore
degisir. Aralarinda ki iligkiyi bir 6rnekle aciklayacak olursak; kan glikoz kullaniminin
artmasi, iskelet kasindaki karbonhidrat alinimini ve oksidasyonu artirirken, metabolizmada az

da olsa bir degisiklik ile yag asidi mevcudiyetini ve oksidasyonunu azaltir (Spriet, 2014).

Diisiik egzersiz yogunluklarinda (<% 40 VO,max), lipid baskin yakittir ve yogunluk
arttikga viicut daha ¢ok karbonhidratlara dayanir. Maksimum yag oksidasyonu % 45 ile % 65
VO2max arasindadir. Yag oksidasyonu diisiik ve orta siddetli egzersizde artmaktadir. Ancak
yiikksek yogunluklu egzersizde herhangi bir artis gostermemektedir. Submaksimal egzersiz
sirasinda (% 65 VO2max) tiim viicutta yag oksidasyonu iki ila ii¢ kat artabilir ve bu, iskelet
kasindaki adaptasyonlar tarafindan yonlendirilir (Noland, 2015).

Egzersiz yogunlugu orta siddetten (% 65 VO,;max) yiiksek siddete (% 85 VO,max)
dogru ilerledikce, kas glikojenolizi, karaciger glikojenolizi ve glukoz alimi karbonhidrat
metabolizmasim arttiracak sekilde artmistir. Buna karsilik, hem plazma serbest yag asitleri
(FFA) hem de intramiiskiiler trigliserit oksidasyonundaki azalmaya bagl olarak tiim viicut
lipit oksidasyonunda bir azalma vardir. Lipit oksidasyonunun maksimum oranlarinin, yaklagik
% 65 VO;max meydana geldigi diistiniilmektedir, ancak bu durum egzersiz yogunlugu,

cinsiyet ve diyet gibi diger faktorlere baghidir (Hearris, 2018).

Yiiksek yogunluklu egzersize zit olarak, birka¢ saat siiren uzamis kararli hal
egzersizinde, lipid oksidasyonunun da artis ve karbonhidrat oksidasyon oranlarin da diisme
oldugu goriilmiistiir. Oksidasyon oranlarindaki bu degisim, plazma serbest yag asidinin enerji

harcamasina neden olmaktadir (Hearris, 2018).

2.5. MikroRNA (miRNA)
Okaryotik  canlilarda bulunan Deoksiriboniikleikasit (DNA)larm % 901
Riboniikleikasit (RNA)‘e transkribe oldugu bilinmektedir. Bu RNA’lardan ise sadece % 1-2
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kadarinin  proteine  doniistiiriildiigi  bilinmektedir. Proteine  doniistliriilme  islemi
gerceklesmeyen RNA’lar ise kodlanmamis miRNA (ncRNA) olarak adlandirilmaktadir
(Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

Cok sayida tiirii bulunan kodlanmamis RNA (ncRNA) yasam igin gerekli ncRNA
(houskeeping) ve diizenleyici ncRNA olmak iizere iki ana sinifa ayrilmiglardir. Houskeeping
RNA’lar canliya ait biitiin dokularda bulunmaktadir ve ¢ok sayida biyolojik islevleri yerine
getirmektedir. Diizenleyici ncRNA’lar ise gen ifadesi diizenlemesinde gorev almaktadirlar.
ncRNA’larntikleotit sayilar1 bakiminda uzun ncRNA ve kisa ncRNA olmak {izere iki alt sinifa
ayrilmaktadirlar. Uzun ncRNA’lar 200 niikleotitden biiylik sayida niikleotit icerirken kisa
ncRNA’lar 200 niikleotitden daha az niikleotit igermektedirler (Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

u |
A
Kodlanmayan Kodlanan
RN A RMNA
|
Houskeeping Dazenleyici
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Kodlanmayan Kodlanmayan
RINA RN A

Sekil 4. RNA’nin simiflandirilmasi

miRNA'lar, fizyolojik siireglerin transkripsiyonel diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikan
kiiciik (20-22 nt) endojen, ¢ift iplikli RNA'lardir. miRNA'lar, mRNA'larin 3' translate
edilmemis bolgelerinde (3'UTRs) tamamlayici hedef bolgelere baglanirlar, bu da
translasyonel baskiya veya mMRNA susturulmasina neden olur. Tek bir miRNA, fizyolojik bir

yola dahil olan genlerin eszamanli diizenlenmesini saglayarak ¢oklu hedeflere sahip olabilir
(Rayner ve ark., 2011).

2.5.1. miRNA Tarihcesi

Bilim insanlart miRNA terimini 2001 yilinda kullanilmaya baslamislardir. Ancak

MIiRNA’nin temelleri 1993 yilinda Lee ve arkadaslari tarafindan atilmis olup Caenorhabditis
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elegans (C. Elegans) tiirii yuvarlak soluncanini gen igerigi bakimindan incelemislerdir
(Saydam ve ark., 2011). Lee ve ¢alisma arkadaslarinin lin-4 olarak tanimladiklart miRNA ilk
mMIiRNA olarak tarihe gecmistir (Bagci, 2014). Lin-4 geni higbir proteinin kodlanmasinda
bulunmamasina karsin 22 niikleotid uzunlugunda kiigiik sayilabilecek bir RNA’y1 transkribe

ettigi yine arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Saydam ve ark., 2011).

Daha da devam eden miRNA ¢alismalarina 2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1 yine
C. Elegans solucaninda canlinin gelisim zamanlarini diizenleyen, 22 niikleotid uzunlugun da
bir miRNA kesfetmisler ve Let-7 olarak adlandirmislardir (Saydam ve ark., 2011). Kesfedilen
Lin-4 ve Let-7 miRNA’larinin ortak sayilabilecek bir 6zelligi arastirmacilar tarafindan rapor
edilmistir. Bu 6zellik: her iki miRNA da Lin-41 in translasyonunu baskilayan 21 niikleotid
uzunlugunda diizenleyici bir RNA kodlamaktir (Hitit ve ark., 2015).

2.6. miRNA Biyosentezi
miRNA’larin olusumu en genis kapsami ile ¢ekirdekte baslayip sitoplazmada son
bulmaktadir (Bagc1, 2014). miRNA’lar ¢ekirdekte de bulunan RNA polimeraz Il enziminin
yardimiyla DNA dan pri-miRNA sentezlenir. Bu pri-miRNA 100-1000 niikleotid igerir, ¢ift
ipliklidir, ayn1 zamanda 3’sapka ve 5” poliA kuyrugu bulunmaktadir (Camkurt, 2015).

Cekirdekte olusan pri-miRNA bu seferde RNA polimeraz Il enzim ailesinin
endoniikleazi olarak bilinen Drosha ve bu enzim ailesinin kofaktorii olan Pasha veya DGCRS
( Di George sendromu kritik bolge protein 8) tarafindan taninip kesilmektedir. Yaklasik 60-70
niikleotid uzunlugunda olan bu bolge *’pre-miRNA’’ olarak adlandirilmaktadir (Karagiin ve
ark., 2014). Cekirdekte olusan pre-miRNA’nin sitoplazmaya taginmasinda Exportin5/ RAN-
GTP yardimer olmaktadir (Celik ve ark., 2013). Exportin5 niikleer tasima reseptorii, RAN-
GTP ise bir niikleer protein olarak bilinmektedir (Karagiin ve ark., 2014).
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Sekil 5. miRNA biyogenezi

Sitoplazma ya gelmis olan pre-miRNA RNAaz Ill enzim ailesinden olan Dicer ve
onun kofaktorii olarak bilinen TRBP enzimi yardimi ile kesilmektedir. Olusan bu yap1 20-22
niikleotit uzunlugunda ¢ift iplikli "miRNA’’ olarak adlandirilmaktadir (Camkurt, 2015).
Dicer enzimi araciligiyla olusturan miRNA dublekslerinden 5° ucu daha kararli olani segilip
RISC (RNA-induced silencing complex) kompleksi i¢inde bulunan ve bir RNAaz olarak
bilinen argonaute (Ago) da etkisiyle miRNA RISC kompleksine entegre olurlar. Bu iplik
kilavuz iplik olarak adlandirilir. Diger iplige ise anti kilavuz iplik ad: verilir ve bu anti kilavuz

ipligi sindirilir (Karagiin ve ark., 2014).

RISC kompleksine katilan miRNA’lar, ya Ago proteinin yardimi ile mRNA yikimina

ya da protein translasyonunu engelleyici etki de bulunurlar (Karagiin ve ark., 2014).
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Sekil 6. MiIRNA’min tasinmasi

2.7. miRNA Fonksiyonu
miRNA’lar kendi niikleotid dizilerini tamamlayici hedef genleri tanima 6zelligine
sahiptir. Bu 6zellik sayesinde fonksiyonlarini gergeklestirmektirler (Karagiin ve ark., 2014).
miRNA, hedef mRNA’nin 3° ucundaki UTR (translasyona ugramayan bolge) bolgesine ya da
hedef mRNA’nin ORF (open reading frame) bolgesine baglanmaktadir (Saydam ve ark.,
2011).

Bu baglanma durumu miRNA kompleksinin mRNA’nin nasil tamamlayicisi olduguna
baghdir. Sayet kusurlu bir baglanma var ise, eksik bir komplementerlik ihtiva etti ise ve
translasyonu baskilandiysa 3° UTR bolgesi ile baglanti saglanmis demektir (Saydam ve ark.,
2011). Eger kusursuz baglanmada, tam komplementerlik séz konusu ise ve birde Ago2
tarafindan mRNA yikimi gerceklesti ise ORF bolgesi ile baglanma gerceklemis demektir
(Saydam ve ark., 2011).

Giliniimiizde sayilar1 gittikge artan ve bir¢ok bilim adaminin merakina sebep olan
miRNA’lar birgok c¢alismada kullanilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda miRNA ekspresyon
seviyelerinin bir¢cok biyolojik siireci etkiledigi gozlemlenmistir (Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

Bunlar1 6rneklendirecek olursak;
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e miRNA’nin gelisimdeki islevi; giiniimiizde hayvanlarin gelisim siireclerini kontrol
eden ana etkenler arastirilmis bu ¢alismalarin sonucunda miRNA, siRNA, rasiRNA ve
piwiRNA’lar ana diizenleyici olarak tanimlanmistir. Bu kisa kodlanmayan RNA
sinifinin iginde en ¢ok korunun miRNA’lar embriyonik gelismeler ve fizyolojik
stirecler de diizenleyici olarak gorev aldigr bildirilmistir (Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

e miRNA’nin metabolizmadaki islevi: metabolizmanin da ana diizenleyicisi olarak
tanimlanan miRNA ilk olarak 2003 yilinda Drosophila ile yapilan bir ¢alismada mir-
14’1in baskilanmas1 sonucunda triagilgliseroliin total viicutttaki miktarinin iki katina
ciktigr bildirilmistir. Bu ve bunun gibi ¢aligmalarin 1s1gindan miRNA’larin glikoz,
lipid ve aminoasit metabolizmasinin diizenlenmesinde aktif rol oynadig

gortilmektedir (Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

2.8. Lipit ile fliskilendirilmis miRNA’lar
Dolasimdaki miRNA'lar, hastaliklarin teshisi, izlenmesi ve takibi i¢in klinik yarar
saglayabilir ve daha biiylik numuneler ile daha ileri calismalar yapmak ve hastalar1 prospektif
olarak klinik caligmalara dahil etmek suretiyle, miRNA ekspresyonunun seri olgiimlerinin
terapiden Once ve sonra saglanabilmesi igin arastirilmasi gerekmektedir ( Lawrie ve ark.,
2008).

Cagimiz hastaliklarindan dislipidemi, metabolik sendrom, obezite, diyabet, yagl
karaciger hastaliklarinin lipit metabolizmasi ile iliskili oldugu bilinmektedir. Yapilan son
caligmalar, lipoprotein ve hiicreler arasi sinyal molekiillerinin plazma seviyelerinin
diizenlenmesinde miRNA’larin roliinii tanimlamistir. Birgok miRNA tiiriiniin lipit homeostazi

tizerine etkisi oldugu da yine ¢alismalarla desteklenmektedir (Yang ve ark., 2015).

2.8.1. miR-33

Kolesterol, lipit metabolizmasi ve kolesterol tasinmasinin diizenlenmesinde rol
oynayan birgok miRNA tanimlanmistir (miR-122, miR-33, miR-148 vb.). Bu konu {izerine
miR-33 ailesi en ¢ok ¢alisilan miRNA’larin basinda gelmektedir (Zhang ve ark., 2018). miR-
33 ailesi, miR-33a ve miR-33b tiirlerinden olusmaktadir. miR-33a, tiirler arasinda
korunurken, miR-33b kemirgenlerde dahil olmak iizere kiigiik memelilerde kaybolur (Singh
ve ark., 2017).

Molekiiler diizeyde, hepatositler i¢inde lipit ve kolesterol diizeyleri temel olarak iki

ana transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenir. Bunlardan biri: insiilin ve diyetsel yag
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asitleri tarafindan yonetilen sterol diizenleyici eleman-baglayici protein (SREBP-1 ve
SREBP-2); digeri glikoz seviyeleri tarafindan yonetilen karbonhidrat tepki elemani baglayici
protein (CREBP) (Thanikachalam ve ark., 2017). Najafi-Shoustari ve arkadaslarinin yaptigi
calisma da, miR-33a ve miR-33b’nin, SREBP-1 ve SERBP-2 genlerinin intron bolgelerinde
kodlanmakta oldugu ifade edilmistir (Shoustari ve ark., 2010). SREBP transkripsiyon
faktorlerinin, obezite ve insiilin direnci kosullar1 altinda bir takim farkli metabolik dokularda
farkli olarak diizenlendigi gosterilmistir (Price ve ark., 2018). Bu bilgiler 1s18inda miR-33’iin
lipit metabolizmasinda rolii oldugu aydinlatilmaya ¢alisilmistir (Singh ve ark., 2017).

Rayner ve arkadasglarmin yapmis oldugu c¢alismada, miR-33-a ekspresyonu ile
SREBF-2 seviyeleri arasinda dogru korelasyon oldugu ve bir kolesterol akis pompasi olan
Adenosin Trifosfat Baglayici Kaset Tasiyici (ABCAT1) ekspresyonu ile ters korelasyon oldugu
saptanmigtir. MiR-33 ayrica ABCG1 ve NPC1’in mRNAlar1 iizerinde de degisiklige neden
NPCI’in mRNA’sin1 azaltigini, ancak ABCGI1’in mRNA’sinda azalma olmadigini
belirtmislerdir (Flowers ve ark., 2013)

miR-33’lin, lipid metabolizmasinin kontroliindeki roliine ek olarak, yag asidi
metabolizmas: (CPT1, CROT ), insiilin sinyallemesi (IRS2) ve mitokondriyal fonksiyon
(AMPK, PGCla) dahil olmak tizere bir dizi diger dnemli metabolik fonksiyonlarda yer alan
genleri hedef almistir (Price ve ark., 2018).

2.8.2. miR-335

Bircok miRNA’nin hiicre biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, hiicre metabolizmasi ve
kanser gibi birgok hastalikta rol aldigi bilinmektedir (Nakanishi, 2009). Metabolizma
bozuklugunun sebep oldugu, ¢agimizin hastaligi olan obezitenin gelismesi sirasinda, adipoz
doku, leptin, resistin, timor nekroz faktorii a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve adiponektin gibi
insiilin direncine aracilik eden bir dizi farkli adipokin ve inflamatuar sitokinleri salgilanir. Son
zamanlarda, adiponektin ile diizenlenen bazi mikroRNA'lar (miRNA'lar), adipoz doku
inflamasyonunu kontrol etmek i¢in yeni hedefler olarak tanmimlanmistir. Bu nedenle,
adipokinler ve miRNA arasindaki iliski ¢aligmalara konu olmustur. miR-335 adipogenez ile
iliskili bir miRNA'dir ve hem yag asidi metabolizmasinda hem de lipogenezde rol
oynamaktadir (Zhu ve ark., 2013).

MiR-335, lipid yiiklenmesine tepki olarak artmakta ve obez farelerde karaciger ve yag
dokusunda yiiksek seviyede eksprese edilmektedir. Bununla birlikte, miR-335'in lipit
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metabolizmasimi ve adipogenez diizenlenmesindeki rolii aydinlatilmaya calisilmaktadir

(Fernandez-Hernando ve ark., 2011).

2.8.3. miR-370
Lipid metabolizmasi ile iliskilendirilmis bir diger miRNA, miR-370 dir. ilk olarak

cJun (dn-cJun) genin baskin bir negatif formun da calisilmis ve lipid metabolizmasinda rol
oynayan genlerin ekspresyonunu arttirdigt ayrica bazi miRNA’larin ekspresyonunu

diizenledigi gosterilmistir (Iliopoulos, 2010).

MiR-370 dogrudan translasyonel bastirmayi tetikleyen ve yag asidi B-oksidasyon
oranini diistiren karnitin palmitoil transferaz 'nin (CPT-a) 3'UTR bdlgesini hedefler (Sacco ve
Adeli, 2012; Moore ve ark., 2013). Bu da karnitin palmitoil transferaz ekspresyonunun
azalmasina yol agar. Sonug olarak hepatik hiicre kiiltiiriinde yag asidi - oksidasyonu azalmig

olur (Moore ve ark., 2013).

Ayrica, miR-370 ve miR-122, baslangigta sterol diizenleyici eleman-baglayici protein
(SREBP-1c) ve diagilgliserol agiltransferaz-2 (DGAT2)’yi ve daha sonra yag asit sentaz ve
asil-CoA karboksilaz 1 (ACC1) ‘i aktive eden lipojenik genlerin ekspresyonunu artirmaktadir.
miR-122, lipogenezi dogrudan arttirir, buna karsin miR-370, miR-122'nin artmasinda yanit
olarak lipogenezi tesvik etmektedir (Iliopoulos, 2010).

2.8.4. miR-758

miR-758, yiiksek serum kolesterol degerlerine sahip hastalarin aterosklerotik plaklar
icindeki ABCAL1 protein ekspresyonunun en onemli diizenleyicisi olarak tanimlanmistir
(Mandolini ve ark., 2015). ABCA1, makrofaj hiicrelerinde kolesterol akigini artirmaktadir. Bu
tastyicidaki eksiklik veya mutasyonlar, kolesterol akisindaki bozukluklara, makrofajlarda
kolesterol ester birikimine yol acar ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisme riskini artirir

(Ramirez ve ark., 2011).

miRNA'lar, miR-758 gibi ateroskleroz siireci de dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik
islemlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Li ve ark., 2017). SREBP genlerinin intronlar1
icinde lokalize olan ve esasen konak¢i genler tarafindan diizenlenen miR-33a / b ile
karsilastirildiginda, yiiksek oranda korunmus miR-758, kromozom 14'{in i¢indeki intergenik
bir bolgede lokalize edilir ve dogrudan ekspresyonu bilinmemektedir (Ramirez ve ark., 2011).
Olgun miR-758, iki tek sarmalli miRNA ailesidir, iki tane aile iiyesi bilinmektedir. Bunlar;

miR-758-3p ve miR-758-5"dir (Li ve ark., 2017).
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Sadece miR-758-3p'nin fonksiyonel rolii hakkinda yeterince arastirma yapilmis ve
miR-758-3p, hiicresel serbest kolesterol akisini, in vitro olarak ABCAL ekspresyonunu
hedefleyerek diizenledigi, in vivo olarak ise miR-758-3p aterosklerozda merkezi bir rol
oynadig bildirilmistir (Li ve ark., 2017).

Li ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada, THP-1 makrofajlarindaki kolesterol
diizeylerinde miR-758-5p’in rolii aragtirilmis ve sonug olarak; kolesterol alimini diizenleyerek
lipid birikiminin azalmasina yol ac¢tigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle miR-758-5p'yi
hedeflemenin aterosklerotik damar hastaligi i¢in terap6tik bir ajan olabilecegi ifade edilmistir
(Li ve ark., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Dekanligi,
Etik Kurul Bagkanliginin 22.09.2017 tarihli ve 2017/1009 sayili karari ile ‘Etik Kurul Onayr’
alindiktan sonra baslandi. Calismaya alinan egzersiz ve sedanter grubundaki kisilere yapilacak

caligsma ile ilgili gerekli bilgi verildi ve ¢alisma i¢in onaylar1 alindi.

Bu ¢alisma Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Spor Hekimligine bagvuran 18-30 yas araliginda, 30 kisiden olusan goniillii, profesyonel spor
yapmadig1 belirlenen kadinlar, Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesi Spor Hekimligine basvuran 18-30 yas araliginda, 30 kisiden olusan profesyonel

olarak spor yaptig1 belirlenen kadinlar tizerinde gerceklestirilmistir.
3.1. Gereg

3.1.1. Vakalarin olusturulmasi

Profesyonel olarak spor yapmayan ve sedanter olarak belirledigimiz kadin grubundan
EDTA’L tiiplere ve diiz tiiplere kan 6rnekleri alindi. Demografik 6zellikleri (yas, boy, viicut
kitle indeksi) 6zenle kaydedildi. Bu gruba katilan goniilliilerin herhangi bir kronik rahatsizlig

olmamasina 6nem verildi.

Profesyonel olarak spor yapan ve egzersiz grubu olarak belirledigimiz kadin
grubundan egzersiz antremanina baslamadan once EDTA’ll tiiplere ve diiz tiiplere kan
ornekleri alindi. Egzersiz sonrasinda da EDTA’l1 tiiplere kan ornekleri alindi. Demografik
ozellikleri (yas, boy, wvuciit kitle indeksi) Ozenle kaydedildi. Bu gruba katilan
katilimeilarimizin diizenli kullandiklari ilag ve kronik bir rahatsizliklarinin olmamasina 6zen

gosterildi.

Diiz tiiplere toplanan kan ornekleri ¢cok bekletilmeden santrifiij edildi ve serumlari
temiz eppendorflara ayrildi. EDTA’l1 tiipler bekletilmeden santrifiij edildi ve plazmalar1 temiz
eppendorflara ayrildi. Serum ve plazma Ornekleri g¢alisma giiniine kadar -80 de saklandi.
Toplanan serum 6rneklerinde glikoz, kolesterol, LDL, HDL, trigliserid, tire, kreatinin, ALT

ve AST calisildi. EDTA’I1 tiiplerde ise miR-33, miR-335, miR-370 ve miR-758 ¢aligildu.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar
- RTA total miRNA izolasyon kiti

- RTA total miRNA izolasyon kitinin igerigi
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- Applied Biological Materials (abm) cDNA izolasyon Kiti

o Proteinaz K+

o Lysis Buffer

o Wash Buffer

o Binding Buffer

o DNase 1

o DNase Working Buffer
o Elution Buffer

- BrightGreen miRNA gqPCR mastermix

- SNORD 44 Referans Gen Primerleri

- Applied Biological Materials (abm) Polly (A) Kiti
- Hedef miRNA Primerleri

3.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Araglari

3.2. Yontem

Santrifiij

Real Time PCR (LightCycler® 96)
Roche LightCycler 96 Multiwell Plate
Etuv

Mikrosantrifiij

Vorteks karistirict

(DNAse & RNAse free) ddH20
96-100% Etanol

Mikrosantrifiij tiipleri (1.5 ml, 2.0 ml)
Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglari
Spin Kolonlar

Toplama Tiipleri

EliisyonTiipleri

3.2.1. Plazma Eldesi ve miRNA Analizi

Kan 6rnegi diiz veya EDTA’l1 tiipe alindiktan sonra 5-10 kez yavasca alt iist edilerek

karistirildi.

Kan 6rneklerinin 2 saat igerisinde plazma ayirimi yapildi.

Tiipler 2.000 xg de 10 dakika santrifiij edildi.
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Santrifiij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifiijden cikartildi ve
yavasca kapaklari acildi. Plazmanin st kismindan 200 pl’lik pipetlerle (DNase,
RNase free, filtreli pipet uglart kullanilarak) 5 kez pipetleme yapildi. Toplamda 1000
ul 6rnek temiz eppendorflara toplanmis oldu.

Toplanan 1.000 ul’lik bu plazma 6rnegi 2.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve
plazmanin iist kismindan (en iistte bir miktar zor goriilen lipid birikir ona degmeden)
250 pl lik kisim steril bir eppendorf tiipe alindi. Bu islem alttaki hiicresel kisim
rahatsiz edilmeden (DNase, RNase Free, filtreli pipet uclar1 kullanilarak) pipet ile
yapildi.

Ayrilmis olan plazma 6rnekleri calisma yapilacag giine kadar -80 de saklandi.

3.2.2. miRNA Izolasyonu

Plazma 6rneklerinden 200 pl’lik kistm DNase, RNase free eppendorf tliplere aktarildi.
200 pl plazma 6rnegi tizerine 350 uL. Lysis Buffer ve 20 puL Proteinaz K ¢ozeltisi ilave
edildi, ¢ekip birakarak pipetle hafifce karistirildi, ardindan 60° C'de 30 dakika inkiibe
edildi.

Kalintt DNA istenmemesi igin tiipe aktarilan sivinin iizerine Binding Buffer tamponu
eklemeden once 20 pL DNase I Working Tamponu ve 10 ul. DNase I eklendi ve
pipetaj yaparak karistir1ldi, oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe edildi. Uzerine 350 uL
Binding Buffer tamponundan eklendi ve dikkatlice pipetaj yaparak karigtirildi.

Lizatin tamamint miRNA Spin Kolonuna (2 mL'lik toplama tiipiine yerlestirilmis)
aktarildi, kapak kapatilip ve 1 dakika boyunca 11000 xg'de santrifiij edildi.

Filtreli kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Filtreli kolona 500 puL Wash Buffer ilave edildi ve 11000 xg’de 1 dakika santrifijj
edildi.

S1v1 igeren toplama tiipilinii atarak filtreli kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
Kalan ethanolu uzaklastirmak i¢in 1 dakika siireyle 11000 xg'de santrifiij edildi.

S1v1 igeren toplama tiiplinii atarak miRNA Spin Kolonu temiz bir 1.5 mL’lik santrifii
tiipiine yerlestirildi.

miRNA Spin Kolonun filtresinin merkezine o6nceden 65°C'de 1sitilmis Elution
Buffer’den 40 pL aktarip ve oda sicakliginda 1-3 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler 1 dakika boyunca 8000 xg'de santrifiij edildi.

Tiipte kalan sivi miRNA igermis olup ve kullanima hazir hale getirildi.
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- Elde edilen miRNA’lar -20°C’de saklandi.

3.2.3. miRNA’lardan cDNA Eldesi

- Elde edilen miRNA’lar dan abm cDNA izolasyon Kkiti igeriginde yer alan poly A mixi
kullanilarak miRNA’lara poly A kuyrugu takildi.

- Kitin igeriginde yer alan tiim birlesenler her bir 6rnek i¢in Tablo 1°de belirtilen
miktarlarda hazirlandi. Son hacim 25 pl olacak sekilde kitin ¢alisma protokoliine

uygun olarak ¢alisildi.

Tablo 1. Poly (A) mix icerigi.

RNA 15,25 ul
ATP 10 mM 1,25 ul
Poly(A) polymerase, yeast (1 U/uL) 1 ul
5x Poly(A) polymerase, yeast reaction buffer 5ul
25 mM MnCI2 2,5 ul (2,5 mM)
Toplam 25 ul

- Yapilan bu iglemlerin ardindan 1s1 protokolii tablo 2 de belirtilen sekilde
Light Cycler cihazinda uygulandi.

Tablo 2. Poly (A) ‘nin baglanmasi i¢in gereken siire.

37°C 20 dakika

65°C 20 dakika

- Poly (A) takili olan miRNA’lar +4 de beklemeye alind1 ve bu siirede cDNA
eldesi i¢in yine aynmi firmanin cDNA mix protokolii uygulanarak mixler
hazirlandi. Oncelikle ¢cDNA mix 1 hazirlandi ve igerigi tablo 3 de
belirtildigi gibidir.

22



Tablo 3. ¢cDNA mix 1’in i¢erigi.

RNA (poly a kuyruklu) 10 ul
miRNA oligo (dT) adapter (10 uM) 2 ul
Toplam 12 wl

- Hazirlanan mix 65° C’de 5 dakika bekletildi, sonrasinda +4 de tutuldu.
-  Hemen ardindan cDNA mix 2 hazirlandi. Mix hazirlanirken kullanilan

bilesenler ve hacimleri tablo 4 de belirtildigi gibi uygulandi.

Tablo 4. ¢cDNA mix 2’nin icerigi.

dTNPs (10 mM) 1 ul

5x RT buffer 4 ul

RNase off ribonuclease inhibitor 0,5 ul
Onescript RTase 1w
RNase free water 1,5 ul
Toplam 20 ul

- Mix 1 ve mix 2 birbirine karistirildi. Hazirlanan cDNA sentez mix ve RNA karigimlari
yine iretici firmanin mirna onescript cDNA sentez kiti i¢in hazirlamis oldugu
kilavuzda ki tavsiyelerine uyularak asagida ki 1s1 ve siirelerde islem gormek {lizere
Light Cycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu plate {izerine yiiklendi.

o 42°Cde15dk
o 72°Cde 10 dk.
o +4 °C de sakland1
- Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. Elde edilen cDNA lar PCR

asamasi Oncesi nanodropp ile Ol¢timleri yapilarak her cDNA 250 ng diistiriilecek
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sekilde PCR grade water ile seyreltildi. Hazirlanan karigimlar Light Cycler 96

sistemine ait 96 kuyucuklu plate {izerine yiiklendi.

3.3. miRNA Analizi Real Time PCR
- CDNA’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili bolgeleri
isaretlemek amaciyla BrightGreen Master Mix ve SNORD44 PCR Primer Mix’leri

iiretici firmanin tavsiyelerine uyularak tablo 5°de belirtilen hacimlere gore hazirlandi

Tablo 5. BrightGreen Mastermix ve SNORD44 primer mastermix icerigi.

Bright Green Master Mix 10 pl
miRNA forward Primer 300 nM Il
miRNA reverse primer 300 nM 1 ul

cDNA 250 ng 2 ul
H-0 6 ul
Total Volume 20 pl

- Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen (miR-33, miR-335, miR-
370, miR-758) real time PCR mix’leri uygun cDNA’lar ile Light Cycler 96 sistemine
ait 96 kuyucuklu plate’ler lizerinde biraraya getirildikten sonra tablo 6’ da belirtilen 1s1

protokolii uygulanarak Light Cycler 96 sisteminde real time PCR islemine alindi.

Tablo 6. Real time PCR 1s1 protokolii.

Denatiirasyon 95°C de 10 dk.
Amplifikasyon 95°C de 10 sn.

60°C de 15sn
Bu doéngii 40 kez saglanir. (40 cycle, Ramp- 72 °C de 30 sn Okuma
rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degisimi)
Melting Curve 95°C de 30 sn.

50°Cde 1 dk.

90 °C de continue (Acquisitions 3
per/°C)

Cooling 40 °C de 1 dk.
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Grafik 1. miR-33’iin amplifikasyon egrileri.
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Grafik 2. miR-335’in amplifikasyon egrileri.

2200

2400

2600 2800

3000

3200

3400

3600 38.00 40.00

5.100 -

4800

\

4500

2200

3500

3.600

3300

7

3.000

2700

/

=

2400

2100

7

1800

1500

1200

0.300

0.600

0300

0.000 -

/

W

Z

=

~

=

AN

IELRNRY

LAY

\

20,00
Cyde

10,00 12,00 14,00 16.00 18.00

Grafik 3. miR-370’in amplifikasyon egrileri.
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Grafik 4. miR-758’in amplifikasyon egrileri.
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3.4. Istatiksel Analiz
[statistiki analiz SPSS 16.0 programi kullanilarak yapildi. Calismamizda gruplara ait
sonuglar X+SE olarak verildi. P<0.05 anlamli olarak degerlendirildi. Gruplar arasi farklilig
karsilastirmak amaciyla Independent Samples Testi uygulandi. Calisma gruplarn tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile test edildi. Anlamli bulunan gruplar arasinda ¢oklu
karsilastirma (post-hoc) testlerinden Tukey’s HSD (Tukey’s Honestly Significant Difference)
testi kullanildu.
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4. BULGULAR

Sedanter ve egzersiz grubuna ait demografik 6zellikler tablo 7°de verilmistir. Tablo
7’de goriildiigii gibi sedanter grubuna ait kilo degerleri egzersiz grubu ile karsilastirildiginda
istatistiki agidan anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bunun yaninda, sedanter ve egzersiz
gruplar1 karsilastirldiginda yas, boy ve VKI arasinda istatistiki acidan anlamli bir farklilik

bulunamamustir.

Tablo 7. Sedanter ve egzersiz grubuna ait demografik veriler.

Demografik ozellikler Sedanter Grubu Egzersiz Grubu p
(n=30) (n=30)
Yas (yil) 23.4+0.24 21.9 +0.88 0.12
Boy (cm) 164.9 +1.04 162.8+1.10 0.12
Kilo (kg) 60.0 + 1.43 55.1+1.37 0.02
VKi (kg/m?) 21.8+0.56 20.7 +0.45 0.14

VKI; Viicut kitle indeksi

Sedanter ve egzersiz grubuna ait biyokimyasal parametrelerinin diizeyleri tablo 8’de
gosterilmistir. Tablo 8’de goriildigii gibi sedanter grubuna ait serum Kolesterol (p<0.001),
serum glukoz (p<0.05), LDL (p<0.05), ve ALT diizeyleri (p<0.001) egzersiz grubu ile
karsilastirildiginda istatistiki agidan anlamli yiiksek bulunmustur. Yine tablo 8’de goriildiigii
gibi sedanter grubuna ait serum VLDL (p<0.05) diizeyi egzersiz grubu ile karsilastirildiginda
istatistiki agidan anlamli diisiik bulunmustur. Ilaveten, sedanter ve egzersiz gruplarma ait
serum TG, tre, kreatinin, HDL ve AST diizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir

farklilik bulunamamustir.
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Tablo 8. Sedanter ve egzersiz grubuna ait biyokimyasal parametrelerin diizeyleri.

Biyokimyasal parametreler Sedanter Grubu Egzersiz Grubu P
(n=30) (n=30)

Glukoz (mg/dL) 92.2+1.30 83.4+2.71 0.01
Kolesterol (mg/dL) 166.6 +4.74 145.8 +4.08 p<0.001

LDL (mg/dL) 88.8 + 3.97 77.5+2.87 0.03
HDL (mg/dL) 56.6 + 1.68 52.1£2.02 0.09
VLDL (mg/dL) 15.9 + 1.06 20.1 +1.77 0.05
TG (mg/dL) 83.2 +5.43 94.1 + 6.05 0.19
Ure (mg/dL) 22.3+0.84 23.2+1.04 0.49
Kreatin (mg/dL) 0.71 £0.01 0.68 +0.01 0.13
ALT (U/L) 14.8 +1.20 7.7 +0.45 p<0.001
AST (U/L) 16.6 + 0.67 17.5+1.77 0.63

LDL; Low Density Lipoprotein (Diisik Yogunluklu Lipoprotein), HDL; High Density Lipoprotein (Yiiksek
Yogunluklu Lipoprotein, VLDL; Very Low Density Lipoprotein (Cok Diisiikk Yogunluklu Lipoprotein), TG;
Trigliserid, ALT; Alanin Amino Transferaz, AST; Aspartat Amino Transferaz.

Egzersiz Oncesi, egzersiz sonrasi ve sedanter grubun plazma miRNA diizeyleri tablo 9’
da, grafik 5, grafik 6, grafik 7 ve grafik 8’de gosterilmistir. Tablo 9’da ve grafiklerde
gortildiigii gibi gruplarin plazma miR-33 (p<0.002), miR-335 (p<0.024), miR-370 (p<0.002)
ve miR-758 (p<0.001) diizeyi arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark bulunmustur. Plazma
miR-33 diizeyi egzersiz sonrasi grup ile sedanter grup karsilastirildiginda egzersiz sonrasi
grupta anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.01). Plazma miR-335 diizeyi egzersiz
sonras1 grup ve sedanter grup ile karsilastirildiginda egzersiz sonrasi grupta istatistiki agidan
anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). Plazma miR-370 diizeyleri egzersiz Oncesi grupta
sedanter grup (p<0.05) ve egzersiz sonrast grup (p<0.01) ile karsilastirildiginda istatistiki
acidan anlamli yiiksek bulunmustur. Plazma miR-758 diizeyleri egzersiz OnceSi ve egzersiz
sonrast grup ile karsilastirildiginda egzersiz sonrasi grupta anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p<0.01). Ilaveten plazma miR-758 diizeyleri, egzersiz sonras1 ve sedanter grup

ile karsilastirildiginda sedanter grupta anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.01).
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Tablo 9. Egzersiz 6ncesi, egzersiz sonrasi ve sedanter gruba ait plazma miRNA diizeyleri.

Egzersiz Oncesi Egzersiz Sonrasi Sedanter
(n=30) (n=30) Grubu p
(n=30)
miR-33 7.55+0.88 13.5+3.58° 3.17+0.38 0.002
miR-335 1.15+0.30 2.26 +0.63" 0.82+0.11 0.024
miR-370 4.04 +0.58%¢ 112+2.22 8.9+0.87 0.002
miR-758 0.011 +0.001° 0.004 + 0.001% 0.013 +0.001 p<0.001

a; sedanter grupla karsilastirildiginda (p<0.01), b; sedanter grup ile karsilastirlldiginda (p<0.05), c: sedanter
grupla karsilastirildiginda (p<0.05), d; egzersiz sonrast ile karsilagtirildiginda (p<0.01).

Grafik 5. Plazma miR-33 diizeylerinin egzersiz oncesi, egzersiz sonrasi ve sedanter grupdaki artisi.
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Grafik 6. Plazma miR-335 diizeylerinin egzersiz oncesi, egzersiz sonrasi ve sedanter grupdaki artis.
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Grafik 7. Plazma miR-370 diizeylerinin egzersiz oncesi, egzersiz sonrasi ve sedanter grupdaki artisi.
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(*egzersiz Oncesi karsilagtirlldiginda, egzersiz Oncesi grup p<0.05, **egzersiz Oncesi ile
karsilagtirildiginda egzersiz dncesi grup p<0.01).
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Grafik 8. Plazma miR-758 diizeylerinin egzersiz oncesi, egzersiz sonrasi ve sedanter grupdaki artisi.

miR-758

0,018
0,016
0,014
0,012
0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

Egzersiz Oncesi Egzersiz Sonrasi Sedanter

(*egzersiz sonrast ile karsilagtirildiginda p<0.01, * sedanter grupla karsilastirildiginda p<0.01).



Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-
33 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 10’da verilmistir. Tablo 10°da gorildiigii gibi plazma
miR-33 diizeyleri ile kilo, VKI, kolesterol, HDL, VLDL ve TG degerleri arasinda istatistiki
acidan anlamli bir korelasyon bulunamamistir. Bunun yaninda plazma miR-33 diizeyleri ile

serum LDL degerleri arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.347; p<0.05).

Tablo 10. Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-33
diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-33
Kilo r=0.01 p=0.95
VKI r=0.18 p=0.29
Kolesterol r=-0.26 p=0.13
LDL r= 035 p=0.04
HDL r=-0.11 p=0.55
VLDL r=0.07 p=0.69
TG r=0.01 p=0.94
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Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-
335 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 11°de gosterilmistir. Tablo 11°de goriildigii gibi plazma
miR-335 diizeyleri ile demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin arasinda istatistiki

acidan anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Tablo 11. Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-335
diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-335
Kilo r=-0.16 p=0.35
VKI r=-0.12 p=0.48
Kolesterol r=-0.19 p=0.27
LDL r=-0.26 p=0.13
HDL r=-0.05 p=0.81
VLDL r=0.25 p=0.15
TG r=0.24 p=0.18
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Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-
370 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 12°de gosterilmistir. Tablo 12°de goriildigii gibi plazma
miR-370 diizeyleri ile kilo (r= -0.365; p<0.05) degerleri arasinda anlamli negatif korelasyon
bulunmustur. Plazma miR-370 diizeyleri ile VKI, serum kolesterol, LDL, HDL, VLDL, TG

degerleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Tablo 12. Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-370
diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-370
Kilo r=-0.37 p=0.03
VKI r=-0.33 p=0.05
Kolesterol r=-0.28 p=0.10
LDL r=-0.23 p=0.17
HDL r=-0.13 p=0.48
VLDL r=0.29 p =0.09
TG r=0.28 p=0.11

34




Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-
758 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 13’de gosterilmistir. Tablo 13’de goriildigii gibi plazma
miR-758 diizeyleri ile kilo, VKI ve serum kolesterol, LDL diizeyleri arasinda anlamli bir
korelasyon bulunamamustir. ilaveten plazma miR-758 diizeyleri ile serum HDL (r=-0.366;
p<0.05) diizeyleri arasinda negatif korelasyon, VLDL (r=0.319; p<0.05) ve TG (r=0.387,;

p<0.05) diizeyleri arasinda ise istatistiki agidan anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Tablo 13. Sedanter gruba ait demografik verilerin ve biyokimyasal parametrelerin plazma miR-758 ile
korelasyonu.

Parametreler miR-758
Kilo r=0.22 p=0.20
VKI r=0.31 p=0.07
Kolesterol r=0.05 p=0.79
LDL r=0.06 p=0.72
HDL r=-0.37 p=0.04
VLDL r=0.32 p=0.05
TG r=0.39 p =0.03
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Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal

parametrelerin plazma miR-33 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 14’de gosterilmistir. Tablo
14°de gorildigi gibi egzersiz grubuna ait plazma miR-33 diizeyleri ile demografik veriler ve

biyokimyasal parametreler arasinda istatistiki agidan anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Tablo 14. Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal
parametrelerin plazma miR-33 diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-33
Kilo r=0.86 p =0.65
VKI r=0.18 p=0.33
Kolesterol r=0.15 p=0.44
LDL r=0.15 p=0.43
HDL r=20.03 p=0.89
VLDL r=-0.09 p=0.65
TG r=-0.28 p=0.15
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Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal

parametrelerin plazma miR-335 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 15’de gosterilmistir. Tablo

15°de gorildigi gibi plazma miR-335 diizeyleri ile demografik veriler ve biyokimyasal

parametreler arasinda istatistiki agidan anlamli korelasyon bulunamamaistir

Tablo 15. Egzersiz Grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal

parametrelerin plazma miR-335 diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-335
Kilo r=0.17 p=0.37
VKI r=0.13 p=0.49
Kolesterol r=-0.03 p=0.86
LDL r=-0.13 p=0.51
HDL r=-0.06 p=0.76
VLDL r=-0.22 p=0.25
TG r=-0.30 p=0.11
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Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal
parametrelerin plazma miR-370 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 16’da gosterilmistir. Tablo
16°da gorildigi egzersiz grubuna ait plazma miR-370 diizeyleri ile demografik verilerin ve

biyokimyasal parametreler arasinda istatistiki agidan anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Tablo 16. Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal
parametrelerin plazma miR-370 diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-370
Kilo r=-0.97 p=0.61
VKI r=0.06 p=0.76
Kolesterol r=0.02 p=0.91
LDL r=0.17 p=0.37
HDL r=-0.35 p=0.06
VLDL r=0.12 p=0.54
TG r=20.04 p=0.86
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Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal

parametrelerin plazma miR-758 diizeyleri ile korelasyonu Tablo 17’de gosterilmistir. Tablo

17°de gorildigi egzersiz grubuna ait plazma miR-758 diizeyleri ile demografik verilerin ve

biyokimyasal parametreler arasinda istatistiki agidan anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Tablo 17. Egzersiz grubuna ait (egzersiz oncesi degerleri) demografik verilerin ve biyokimyasal

parametrelerin plazma miR-758 diizeyleri ile korelasyonu.

Parametreler miR-758
Kilo r=-0.07 p=0.73
VKI r=-0.15 p=0.44
Kolesterol r=-0.08 p=0.70
LDL r=-0.09 p=0.65
HDL r=0.16 p=0.40
VLDL r=0.26 p=0.17
TG r=-0.31 p=0.10
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5. TARTISMA

Fiziksel aktivite, enerji harcamasini arttiran iskelet kasinin kasilmasiyla yapilan
bedensel hareket olarak tanimlanmaktadir. Egzersiz ise fiziksel zindeligi gelistirmek veya
stirdiirebilmek icin planli olarak yapilan ve tekrarlayan bedensel hareket olarak tanimlanir.
Sedanter yasam tarzi, diizenli bir egzersiz programina katilmayan veya minimum fiziksel
aktiviteye sahip olunan yasam tarzi olarak bilinmektedir (Ekelund ve ark., 2014).

Diinya capinda, yaklasik yetigkinlerin iicte biri ve ergenlerin beste biri, giinliik tavsiye
edilen egzersiz yogunluguna ve kalitesine ulasamamaktadir. Mevcut halk sagligi Onerileri,
hipertansiyon, koroner kalp hastalifi, obezite, tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ve yasa bagh
kas kaybi gibi ¢ok sayida kronik durumun Onlenmesi ve tedavisinde, temel egzersiz ve
fiziksel aktiviteyi bir kdse tasi olarak kabul etmektedir. Diyet miidahalesi ile birlikte diizenli
egzersiz T2DM ve sarkopeni (kas erimesi) tedavisinde ve Onlenmesinde farmakolojik
miidahaleden daha basarili oldugu ¢alismalarla desteklenmistir (Egan ve Zierath, 2012).

Egzersizin metabolik hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde ki yararinin yaninda,
kandaki glukoz ve lipid diizeylerinin iyilestirilmesinde de dnemli bir unsur olarak kabul
edilmektedir. Kronik egzersiz egitimi, kas kiitlesini ve kapasitesini artirirken, akut egzersiz,
kas kasilmalarin1 desteklemek igin glikoz ve lipitlerin kullanimini kolaylastirir (Huh ve ark.,
2014). Diizenli egzersizin yararlart ve adaptasyonlari uzun zamandir bilinirken, molekiiler
biyologlar kisa bir siire Once, uyarici tepkileri koordine eden sinyalizasyon yollar1 ve
diizenleyici molekiiller aglarini ortaya ¢ikarmislardir (Egan ve Zierath, 2012).

Bu molekiiler diizenleyiciler arasinda ilk kez 1993 yilinda kesfedilen 20-22 niikleotid
uzunlugunda kodlanmayan RNA molekiilli olarak tanimlanan mikroRNA (miRNA)
bulunmaktadir (Mohr ve Mott, 2015). miRNA’lar hedef mRNA’nin 3° UTR bdélgesine
baglanarak ya translasyonel baskilama yaparlar ya da hedef mRNA’y1 keserek gen
ekspresyonunu azaltirlar (Zhang ve ark., 2006).

Calismamizda daha once lipid metabolizmast ile iliskilendirilmis miRNA’larin (miR-
33, miR-335, miR-370, miR-758) egzersiz Oncesi, egzersiz sonrast ve sedanter gruptaki
seviyelerini aragtirdik. Bununla beraber, gruplarda bu miRNA’larin lipit paneli paremetreleri
ile iligkisini de arastirdik. Calismamizda sedanter grupta plazma miR-758 ile serum VLDL ve
TG diizeyleri arasinda pozitif, serum HDL diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulundu.
Literatiir taramamizda bu bulgularimizi destekler bulgulara ulastik (Li ve ark., 2017; Ramirez
ve ark., 2011 ).
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ABCA-1 proteini karacigerde HDL olusumunu baslatmak, kolesterol akisini
diizenlemek gibi gorevleri bulundugundan bu proteinin ekspresyon seviyelerindeki artis
kolesterol ve lipit metabolizmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Ramirez ve ark. (2011),
ABCA-1’in  transkripsiyonel diizenlenmesinde miR-758’in  roliinii  makrofajlarda
arastirmislardir, RT-PCR yontemleri kullanarak yaptiklar1 bu ¢alismanin sonucunda. ABCA-1
ile miR-758 arasinda anlamli negatif bir korelasyon oldugunu bulmuslardir. miR-758
diizeylerinde ki azalma ABCA-1’in ekspresyonunu artirdigini, tam tersi miR-758 diizeylerinin
artmasimin da ABCA-1 ekspresyonunu azalttigin1 belirtmislerdir. Calismamizda yukaridaki
arastirmacinin bulgularin1 destekler sonuclara ulastik. Bizim ¢alismamizda da plazma miR-
758 egzersiz sonrasi diisiik bulunmus ve sedanter gruba gore de devamli egzersiz yapanlarda
diisik bulunmustur. Buradan anlagilan, bu bulgular egzersizin lipit profili iizerine pozitif
etkisinin miRNA diizeyindeki ispatinin bir gostergesidir.

Can ve ark. (2015), yaptiklar1 bir ¢alismada obez ve normal Kilolu cocuklarda
dolagimdaki lipit metabolizmas: ile iligskili oldugu One siiriilen miRNA diizeylerini
aragtirmiglardir. Mevcut ¢alismanin sonucunda obez cocuklar normal kilolu ¢ocuklar ile
kiyaslandiginda plazma miR-335, miR-143 ve miR-758 seviyeleri diisiik, plazma miR-27,
miR-378, miR-33 ve miR-370 seviyeleri yiiksek bulmuslardir. Arastirmacilar bu miRNA’larin
seviyelerindeki degisiminin obez ¢ocuklardaki bozulmus lipit panaelinden sorumlu
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bizde calismamizda sedanter grupta egzersiz grubu ile
kiyasladigimizda plazma miR-370 seviyeleri yiiksek, plazma miR-758 seviyeleri diisiik
bulduk. Sedanter yasamin obeziteyi dogurdugu bir siirecte arastirmacilarin bulgular1 bizim
calismamizin bulgularini desteklemektedir.

Calismamizda, plazma miR-335 diizeyi sedanter grup ile karsilastirildiginda egzersiz
sonrast grupta anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Nakanishi ve ark. (2009), 9 haftalik
erkek C57BL/6 ve obez KKAy fareleri ile gergeklestirdigi calismada, miR-335'in bu fare
modellerinde metabolik sendrom i¢in yeni bir biyobelirte¢ olabilecegini gdstermislerdir.
Calismalarinda miR-335'in normal farelere kiyasla, obez fare modeli olan db/db farelerinin
karacigerinde yiiksek seviyede bulundugunu gostermislerdir. Obez farelerde miR-335'in
yiikselmesinin metabolik bozuklukla siki sikiya iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Kan ve ark. (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada tiroid kanseri hastalarinda miR-335'in
MRNA ve ¢inko parmak E-kutu ciltleme homebox-2 (ZEB2)'nin protein ifadesi tizerindeki
etkisini arastirmiglardir. Ve ¢alismanin sonucunda, miR-335'in asir1 ekspresyonunun tiroid

kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, gociinii ve invazyonunu 6nemli dl¢lide inhibe ettigini
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gosterilmistir. ZEB2, RT-PCR ve western blotlama ile teyit edilmis ve miR-335'in dogrudan
bir hedefi olarak tanimlanmistir. Arastirmacilar, bu bulgularin miR-335'in bir timor
baskilayicisi olarak islev gorebilecegini ve ZEB2'yi hedefleyerek tiroid kanser hiicrelerinin
bliylime ve metastatik davranisini baskiladigini belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar,
MiRNA-335'in papillertiroid kanserli hastalarin tedavisinde terapotik aday olabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Bizim c¢aligmamizda da sedanter gruba gore egzersiz sonrasit grupta ilgili
miRNA yiiksek bulunmustur. Tiimor baskilayici olarak lanse edilen bu miRNA nin egzersiz
ile yiikselmesi ve genel olarak sedanter grupta diger gruplara gore diisiik diizeylerde olmasi
egzersizin kanser iizerine olumlu etkilerini de desteklemektedir. Calismamiz bu yonii ile de
farkli konulara da 151k tutmaktadir.

Plazma miR-370 diizeyleri egzersiz doncesi grupta sedanter grup ve egzersiz sonrasi grup
ile karsilastirildiginda istatistiki a¢idan anlamli yiiksek bulunmustur. Benatti ve ark. (2014),
hepatik yag asidi sentezi, B-oksidasyonu yolaklarin da miR-122 ve miR-370’in roliinii
arastirmak istemeleri {izerine 11 isveg¢ faresi iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada fareleri
rastgele iki gruba ayirmislardir. Bir grup yiiksek fruktozlu diyet ile beslenirken diger grup
laboratuvar yemi ile beslemislerdir. Yapilan RT-PCR yontemi sonucunda. Yiiksek fruktozlu
diyet ile beslenen farelerde artmis adipoz doku kitlesi ve hepatik yag birikimi, laboratuvar
yemi ile beslenenlere oranla fazla bulunmustur. Ayrica, yiiksek fruktozlu diyet ile beslenen
farelerinin, karacigerde laboratuvar yemi ile beslenen farelerden daha yiiksek miR-370
diizeylerini bulmuslardir. Bizimde c¢alismamizda devamli egzersiz yapan kisilerde sedanter
gruba gore plazma miR-370 disiik diizeylerde bulunmustur. Dahasi egzersiz yapan kisilerde
plazma miR-370 seviyeleri ile serum HDL diizeyi arasinda negatif korelasyon bulunmustur.
Bu kapsamda bizim ¢alismamizda ulastigimiz sonuglar ve yukaridaki arastirmanin bulgulari,
plazma miR-370’in yag asiti B-oksidasyonun da hiz sinirlayici basamagmi kontrol eden
CPT1-a'y1 dogrudan azalttig: yoniindeki literatiir bilgisini desteklemektedir.

Yine calismamizda arastirdigimiz noktalardan biriside egzersiz ile miRNA’larin degisip
degismeyecegini gozlemlemekti. Yaptigimiz literatiir taramasinda, Radom-Aizik ve ark.
(2010), 19-30 yas araligin da 12 saglikli erkek katilimci ile yaptiklari calismalarinda
dolagimdaki notrofillerde miRNA ekspresyonunun kisa siireli egzersizden etkilenip
etkilenmeyecegini aragtirmislardir. Bu aragtirma kapsaminda VO,max seviyesinin %76
oldugu, 10’ar dakikalik siiren arada 1 dakika dinlenme siiresinin oldugu 2 dongiilii bir kisa
egzersiz programi dizayn etmislerdir. RT-PCR yontemi kullanarak yaptiklari analiz
sonucunda miRNA’larin (miR-17, miR-18a, miR-20a, miR-223) egzersize yanit olarak
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notrofil homeostazinda olumlu rol oynadiklar1 sonucuna ulasmislardir. Bu ¢alismada bakilan
miRNA’ lar bizim ¢alismamizda bakilmamistir, ama egzersiz ile miRNA’ larin degisebilecegi
gosterilmistir.

Nielsen ve ark. (2014), gergeklestirdikleri ¢alismalarinda egzersiz Oncesi, sonrasi ve
istirahat siirecinde 32 saglikli ve profesyonel sporcunun kan érneklerini almiglar ve RT-PCR
yontemi kullanilarak 742 miRNA taramasi yapmuglardir. Mevcut c¢alismada akut egzersiz
seansindan hemen sonra O saatte (miR-106a, miR-221, miR-30b, miR-151-5p, let-7i, miR-
146, miR-652 ve miR-151-3p), egzersizden 1 saat sonra (miR-338-3p, miR-330-3p, miR-223,
miR 139-5p ve miR-143) ve 3 saat sonra (MiR-1) degisim gosteren miRNAlar1 tespit
etmiglerdir. Bununla beraber kronik dayaniklilik antrenmana yanit olarak, yedi miRNA’nin
(miR-342-3p, let-7d, miR-766, miR-25, miR-148a, miR-185 ve miR-21) plazmadaki
seviyelerinin azalmis oldugunu bildirmislerdir. Her iki egzersiz sonrasinda miR-103 ve miR-
107 seviyelerinin yiikseldigini bulmusglardir. Sonu¢ olarak, akut egzersiz ve kronik
dayaniklilik egitimi, muhtemelen her uyaranin kendine 6zgii mekanizmalar1 yoluyla, insan
plazmasmin miRNA ifadesini giiclii bir sekilde degistirdigi kanisina varmislardir.

Calvo ve ark. (2015), farkli yogunluktaki egzersizlerin dolasimda yer alan iflamatuar
mMIiRNA'lar tizerine etkisini aragtirdiklar ¢alismalarinda 18 goniillii erkek katilimciya ii¢ ayri
yaris organize etmislerdir. Bu yarista kosu yolu ilki 10 km, ikinci 21,1 km, tigilincii ise 42 km
olarak ayarlanmistir. Egzersiz tiirii ayni olsa da siire, yogunluk ve enerji kullanim1 agisindan
caligmalarinda bazi miRNA'larin degisebildigini gostermislerdir. Bu kapsamda, 10 km'lik
yarigtan hemen sonra miR-150-5p'de ve inflamasyonla iligkilendirilmis bazt miRNA'larin (let-
7d-3p, let-7f-2-3p, miR-125b-5p, miR-132-3p, miR-143-3p, miR-148a-3p, miR-223-3p, miR-
223-5p, miR-29a-3p, miR-34a-5p, miR-424-3p ve miR-424-5p) seviyelerinde bir artig
gozlemlenmistir. Bu miRNA'larin 24 saatin sonunda bazal seviyelere tekrar dondiigii de
ayriyeten Dbildirilmistir. Calisma sonucunda akut aerobik egzersizin inflamasyonla
iliskilendirilmis bazi miRNA'larin yanitin1 degistirdigi ve bu cevabin egzersiz dozu ile
farklilik arz edebilecegini bildirmislerdir. Bizde ¢alismamizda lipit metabolizmasi ile iligkili
olan plazma miR-370’in egzersiz sonrasi diizeylerinin azalmis oldugunu bulduk. Yukaridaki
arastirmacilarin  bulgular1 ve kendi bulgularimiz ile birlikte egzersizin miRNA’larin
diizeylerini degistirebilecegini ifade edebiliriz.

Bununla beraber bazi arastirmacilarin c¢aligmalarinda egzersiz ile bazt miRNA’larin
celiskili degisimlerinin oldugu ifade edilmistir. Ornegin; Horak ve ark. (2018), yapmus

olduklari ¢aligmalarinda, 8 hafta siiren patlayici kuvvet antrenmanina (EXPL), hipertrofik gii¢
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antrenmanina (HYP) ve yiiksek yogunluklu interval antremanina (HIIT), yanit olarak secilmis
4 adet miRNA seviyelerini (miR-16, miR-21, miR-93 ve miR-222) karsilastirmay1
amaglamiglardir. Calisma kapsaminda 22-26 yas arasi1 30 erkek atletin baslangigta, 5.haftada
ve 8.haftada kan plazma ornekleri alinmistir. Egzersiz gruplar1 arasinda baslanigta miRNA
seviyelerinde higbir fark goriilememistir. Yiiksek yogunluklu interval antremaninda, glukoz
transportu ile iligkili olan miR-21 ve miR-93 seviyeleri 5 haftalik egzersizden sonra artmis ve
8 haftalik egzersizden sonra baslangi¢ seviyesinin altina inmis, anjiyogenez ve inflamasyonda
etken oldugu diistiniilen MiR-16 ise yavas yavas azalmistir. Patlayici kuvvet antrenmaninda, 5
haftalik egzersizden sonra miR-222 seviyesinde bir diisiis gézlemlenmis, daha sonra da
programinin sonuna kadar stabil kaldigi bildirilmistir. miR-16 seviyesinde ise kademeli bir
diistis gozlemlenmistir. Hipertrofik gii¢ antrenmaninda, 5 haftalik bir egzersiz sonunda miR-
93, miR-16 ve miR-222'de genel bir artis ve egzersiz programinin tamamlanmasindan sonra
baslangic miRNA seviyesinin altina diistiigiinii gézlemlediklerini bildirmislerdir. Bu ¢alisma
miR-16, miR-21, miR-222 ve miR-93'iin patlayict gii¢, hipertrofik gii¢ antrenmani ve yiiksek
yogunluklu interval antrenmani sirasinda arttigini sonrasinda azaldigini gostermektedir.
Sonuglarin bu derece farkli ¢ikmasi ve yorumlamada sorun yasayan arastirmacilar, bunun
nedeni olarak ¢alismaya katilanlarin aktif sporcular oldugu ve ¢alismaya fiziksel uygunluklar
acisindan bireysel farklilik gosterebilmeleri sayilabilmektedir. Ayrica, 8 haftalik siirenin,
gruplar arasinda 6l¢iilebilir farkliliklar olusturmak igin gok kisa olabilecegi de bildirilmistir.

Safdar ve ark. (2009), gergeklestirdikleri calismada C57BI1/6J tipi fareleri sedanter (n=7)
ve dayaniklilik egzersiz (n=7) grubu olarak gruplandirmiglardir. Bu fare modellerinin
kuadriseps femoris kasinda, mitokondriyal biyogenezde, lipit metabolizmasinda ve iskelet kas
metabolizmasinda aktif rol oynadigi diisiiniilen 5 miRNA’y1 ( miR-181, miR-1, miR-133,
miR-23, miR-107) arastirmiglardir. Egzersiz grubu sedanter ile karsilastirildiginda miR-181,
miR-1 ve miR-107'nin ifadesinde sirasiyla % 37, % 40 ve % 56 oraninda artma goriilmustiir.
Ayrica miR-23 ekspresyonunun yine ayni gruplar arasinda % 84 oraninda azaldigini
belirtmislerdir. miR-133 ise herhangi bir degisiklige ugramadigini belirtmislerdir. Caligmanin
sonucunda dayaniklilik egzersizinin iskelet kasi gen ekspresyonunu diizenledigi ve
miRNA’larin egzersiz ile degisebilecegini gostermislerdir.

Calismamizda plazma miR-33 diizeylerinin egzersiz sonrasi grupta arttigini, serum LDL
ile de pozitif korelasyonu oldugunu bulduk. Yapilan c¢alismalarin ¢ogu fare modellerinde
gerceklestirilmis olup miR-33 inhibisyonu ile ABCA-1 arasinda negatif korelasyonu oldugu

belirtilmistir. MiR-33 ile alakali insan iizerinde yapilan ¢alismalarin olmamasi ve var olan
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caligmalarin ¢eligkili sonuglar igermesi ile bu konunun aydinliga kavusmasi i¢in daha ¢ok
calisma yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz (Jan ve ark., 2015).

Sonug olarak ¢aligmamizda lipitle iliskilendirilmis miRNA’larin baz1 lipit parametreleri
ile korelasyonu literatiirle uyumlu olarak ortaya konmustur. Bununla beraber ¢alismamiz da
egzersiz ile miRNA’larin (miR-33, miR-335, miR-370 ve miR-758 ) degisebilecegini
gostermis olmaktayiz. Sedanter yasamin miRNA diizeyinde diizenlenme ile negatif bir lipit
paneli sergilemesi bu tiir yasam sitilini benimseyenler de lipit paneli bozuklugu ile iliskili,
hastaliklar i¢in potansiyel risk tasidiklarimi 6ngor diirmektedir. Bu konuda daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.
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