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OZET

KONYA BOLGESINDE YASAYAN ANNELERIN BiYOLOJIK SIVILARINDA
BESIN KAYNAKLI miRNA VARLIGININ ARASTIRILMASI

DR. NEJLA OZER
UZMANLIK TEZi

KONYA, 2017

Amag: Bu calismada, emziren annelerden es zamanli alinmis olan plazma ve anne siitii
gibi biyolojik sivilarda, annelerin giinliikk diyetlerinde tiikettikleri gidalara ait miRNA

varlig1 arastirilmistir.

Yontem: Laktasyonunun 1-12 aylarindaki, saglikli ve goniillii 11 emziren anne ¢alismaya
dahil edilmistir. Annelerden alinan plazma ornekleri ile siit 6rneklerinin lipid ve lipid alti
kisimlarinda besinsel miRNA varligt RT-PCR yontemi ile arastirilmistir. Ardindan varlig
tespit edilen miRNA'larin insanda etki edebilecegi mRNA ve yolaklar veri tabanlarindan

arastirilmistir.

Bulgular: Mdm-miR171i, mdm-miR7121d, sly-miR169c, sly-miR156a, osa-miR168a-5p,
tae-miR167a, gma-miR1520d ve gma-miR156b i¢in hem plazma, hem de siit 6rneklerinde
anlamli ekspresyon tespit edilmistir. Sly-miR169b, osa-miR168a-3p, osa-miR156a ve tae-
miR159b i¢in plazmada anlamli miktarda ekspresyon tespit edilirken, siit drneklerinde
anlaml ekspresyon gozlenmemistir. Mdm-miR858, mdm-miR399a, tae-miR167b ve tae-
miR159a i¢in hi¢bir 6rnekte anlamli ekspresyon gozlenmemistir. Veri tabanlarinda yapilan
karsilagtirma sonucu, plazmada tespit edilen besinsel miRNA'larin bazi insan

mRNA'larinin 3' UTR bolgesi ile yiiksek oranda baz eslesmesi gosterdigi tespit edilmistir.

Sonu¢: Besinsel miRNA'nin insan plazmasi ve anne siitline gectigi, ancak bu gecisin
miRNA'larin bazilar i¢in gergeklesmedigi tespit edilmistir. Yine bu miRNA'larin insanda
pek cok yolak iizerine etkili olabilecegi tespit edilmistir. Ote yandan miRNA'larin gegis
mekanizmalarinin  tespiti  ve insan metabolizmasindaki rollerinin kesin olarak

gosterilebilmesi i¢in cok daha kapsamli caligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, anne siitii, diyet



ABSTRACT

INVESTIGATION OF DIETARY miRNA PRESENCE iN BiOLOGICAL FLUIDS
OF MOTHERS LiVING IN KONYA REGION

NEJLA OZER, MD
THESIS OF SPECIALTY

KONYA, 2017

Aim: In this study, the presence of food-borne miRNAs that mothers consume on their
daily diet has been investigated in biological fluids such as plasma and milk which are

taken simultaneously.

Material and Method: Healthy and voluntary 11 lactating mothers from 1-12 months of
lactation were included in the study. The presence of nutritional miRNAs in plasma and
milk (milk lipid and skim milk fractions) samples was investigated by RT-PCR. Then,
mRNAs and pathways in which the presence of miRNAs that have been identified can act

in the human body were searched from databases.

Results: Significant expression was detected in both plasma and milk samples for mdm-
miR 1711, mdm-miR7121d, sly-miR169c, sly-miR156a, osa-miR168a-5p, tae-miR167a,
gma-miR1520d and gma-miR156b. Significant amounts of expression were detected in the
plasma for sly-miR169b, osa-miR168a-3p, osa-miR156a and tae-miR 159b, but no
significant expression was observed in milk samples. No significant expression was
observed in any of the samples for mdm-miR858, mdm-miR399a, tac-miR167b and tae-
miR159a. As a comparison with the databases, it was determined that the nutritional
miRNAs detected in the plasma showed high base matching with the 3 'UTR region of

some human mRNAs.

Conclusion: It has been determined that nutritional miRNA passes to human plasma and
breast milk, but this transition does not occur for some miRNAs. It has also been found
that these miRNAs can be effective on many pathways in humans. On the other hand,
much more comprehensive studies needs to be done in order to detection of miRNA

transition mechanisms and to clearly demonstrate their role in human metabolism.

Keywords: miRNA, breast milk, diet



ICINDEKILER

Sayfa
IO KAPAK eeerrerenesesesesesesesesesesssesesesssssesssesssssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssesssns ii
TESEKKUR ....uuceeeeirrresessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass iii
OZET .oueoorrininniennenstecsnenssesssessssesssessssssssessssssssessssssssssssassssasssasssassssassssssssassssssssassssesssass iv
ABSTRACT .uccoiiiiinicnnsnissicssissnsssesssissssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess \%
ICINDEKILER. ... eeceeeenenenenenenenenencsesenesesescsesesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssesssssens vi
TABLOLAR DIZINI wcouuincincircnincinciinsiscsssississsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess ix
SEKILLER DIZINI wcouuuuiiniinincincnncnncinsinsississssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssss xii
KISALTMALAR. . ..cuuiitiiiisticsnistissiessissesssessssssesssesssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssass Xix
L.GIRIS VE AMAC ..uueeeereeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 1
2. GENEL BILGILER......cuuuiiinnincincssiscnscsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 3
2.1 MIKIO RINATAT. ..ottt sttt sttt ettt s e b e 3
2.1.1. Mikro RNA'larin Tanimi ve Taritngesi........cc.eeevviiiiiiiieiiiieciie e 3
2.1.2. MiRNA'lar1 Genomik OrganiZaSyOnU. . ... .......cccceeeueeerveeerieeesveessreesssseessseeessseeessseens 3
2.1.3. MIRNA BilyOZENEZI... .. .viiiiiiiciie ettt tee et e e ae e e b e e s aaeeesaeessaeesnseeenns 5
2.1.3.1. Standart YOlak.......ooouovioiiieieeeee e 5
2.1.3.2. Standart Di1s1 MIRNA'IAT..........cooiiiiiiiiiiie e 7
2.1.4. miRNA'larin Etki Mekanizmalari..........cccccoooiiiiiiiiiiiiieecceee e 9
2.1.4.1. Translasyon INhibiSYONU...........ccccoveviieiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
2.1.4.2. Translasyon AKEIVASYONU........cccueeruierieeruieeirieniieeteenieeeseesseesseensaesseesseessseesseesnseens 10
2.1.5. miRNA'larin FONKSIYONIAIL.......cccueiiuiiiiieiiieiieeieeiteeee ettt 10
2.1.6. miRNA Ekspresyonunun Dizenlenmesi...........ccccveerciiieeiieeniiieeniie e eevee e 11
2.1.7. miRNA Ekspresyon DisreglilasyonU...........cccceeeeiieriiieiiiieiiieesiie e eve e 11
2.1.8. Ekstraseliiler MiIRNA'TAL ........cooiiiiiii e 13
2.2. MIRNA V& ANNE STULT...c..eeuviiiieriieieeieseeeeeee ettt 14

Vi



2.3. Kodlamayan RNA'lar ve RNA Interferansi............ccoovevevevevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennes 16

2.3.1. Uzun kodlamayan RNA'lar (long non-coding RNA; IncRNA).........cccccevviieniennnnnn. 18
2.3.2. Kiigiik Niikleer / Spliseozomal RNA'IAT.........cc.coociieiiiieeiieeciie e 18
2.3.3. Kiigilik Niikleolar RNA'AT..........coooiiiiiieeeee e e 18
2.3.4. Piwi 1ligkili RINA'TAT ..cc.ciiiiiiiiiicee e 18
2.3.5. Kiigiik Interfere Edici RINA'IAL............o.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
2.4, Bitkisel MIRINATAT......coiiiiiii et 19
3. GEREC Ve YONTEM......coveeereeereresnessssssssessssssssessssssssssssssessessssssssssssssssssssssssessssesses 21
R R € < (< RPN 21
3.1.1. HaStalarin SECIMIL....cccuuiiiiuiiieiie ettt ettt et e e e e e ve e e eveeeseseeeenseeennreeens 21
3.1.2. Plazma ve Siit Numunelerinin E1desi...........ccoccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 22

3.1.3. Kullanilan Cihazlar............cooioiiiiiiiiiee e 22
3.1.4. Kullanilan MalZemeler..........cccooiiiiiiiiiniiiiiieiceiece et 22
K €0) 111 s s OO PO U P UP PP PPPOPRRRPPTON 22

3.2.1 MIRNA IZOIASYONU......c.ouiuiuieieieieieieeeceeee s 23
3.2.2 PIIMET DIZAYNL....c.uiiiiiiiieeiiie ettt eetee et e e e e e e etaeesaaeeessaeeessaeessseeessseeensseeans 24
3.2.3 CDINA SENEZI....eviiuiiiiieiieiieite sttt ettt ettt sttt et bt et et enbe e 26
3.2.4 Real Time PCR Protokol.........coooiiiiiiiiiiiiiiiecceeecee e 27

3.3 RT-PCR Verilerinin Rélatif Olciim Teknigi ile Degerlendirilmesi (2**“" Yontemi)...28
3.4. Istatistiksel DeZerlendirMe. ............cocoeveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29

3.5 Calistlan miRNA'larin insanlarda Eslestigi mRNA'larin ve Etki Edebilecegi Yolaklarin

TSP ettt ettt ettt et ettt et e et e s e et e e sateesbeeeabeenbeeeabeenseeesbeenseeenbeenbeeenbeenseeenbeenneennns 29
4. BULGULAR.....ccueirirrinninensinsaissensisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 30
4.1. Hastalarin Demografik OzZelliKIETi.............ocoveviviuirieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
4.2. Analiz Sonuglari ve Istatistiksel Degerlendirme...............ccoevevevevevevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 32
5. TARTISMAL..uucouiiiisriieicsensuecssissssssesssissssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassasssssses 72

Vii



6. SONUC Ve ONERILER......uuueeeeeeeerererereresesesesesesssesisssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssnsassens 79

7. KAYNAKLARU. .ciiitinienneninnennesnesnesnessesssessssssesssssssssssssasssssssssssessassssssssssassasssssssaess 80

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. Kodlamayan RNA'larin bazi 6rnekIeri..........cccueeeviieeiiieeiiiecieeeee e 17
Tablo 3.1. miRNA'larin RT,Forward ve Reverse primer baz dizilimleri............................ 24
Tablo 3.2. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler...........ccccvevieiiiiiiiniiiinienieeieeeee 26
Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler (2. agama)...........ccccueeeeverieeniienieenieennene 26
Tablo 3.4. cDNA sentezi i¢in termal dongii cihazinda uygulanan prosediir....................... 26
Tablo 3.5. RT-PCR i¢in gerekli olan bilesenler ve hacimleri...........cccoveevcvieeeeiieicieeciee, 27
Tablo 3.6. RT-PCR i¢in termal dongii cihazinda uygulanan prosediir.............ccccoeecvrennennee. 27
Tablo 3.7. Orneklerin plate iizerindeki YerleSimi.............ccoooeveveveveieeeereeeeeeeeeeeeeeenees 28

Tablo 4.1. Hastalarin besinleri son tiketim Saatl.......ccceeeveeenneeeeeeeeieeeeiieeeeeeeeeeene. 30
Tablo 4.2. Hastalarin besinleri tilketme siklik ve miktarlari.........oooouuemeeeeeieeiiiieeeeeeeeee, 31

Tablo 4.3: Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde sly-miR169c ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErICTi..........oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
Tablo 4.4. Sly-miR169¢'nin plazma, siit lipid alt: ve siit lipid drneklerinde 224 ortanca,
alt geyrek ve list Ceyrek deZerleri.....cccuiiiiiiiiiiiiiiie e e 33

Tablo 4.5. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde sly-miR156a ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 22T deBErIEr ......ov.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 35
Tablo 4.6. Sly-miR156a'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 2“7 ortanca,
alt geyrek ve Uist CeYrek deZerleri.....ccoiiiiiiiiiiiiiiiie e e 36

Tablo 4.7. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde sly-miR169b ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T deBerler ........veveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38

Tablo 4.8. Sly-miR 169b'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 24 ortanca,
alt geyrek ve 1ist Ceyrek deZerleri.....ccouiiiiiiiiiiiiiiie e e e 39

Tablo 4.9. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR399a ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErICri. ... 41

Tablo 4.10. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid orneklerinde mdm-miR858 ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T deBIIri. ... e 42



Tablo 4.11. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR7121d ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErICri. .. ... 43

Tablo 4.12. Mdm-miR7121d'nin plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerinde 24T

ortanca, alt geyrek ve tist ceyrek degerleri........coviviiiiniiiiiiiiciieceeeee e 44

Tablo 4.13. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR171i ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErIri. .. ... 46
Tablo 4.14. Mdm-miR171i'nin plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerinde 24T
ortanca, alt geyrek ve tist ceyrek degerleri........coviviiiiniiiiiiiieiie e 47

Tablo 4.15. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde osa-miR168a-3p ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErIri. ... 49
Tablo 4.16. Osa-miR168a-3p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 274"
ortanca, alt geyrek ve tist ceyrek degerleri.......cccuviiiiiiiiiiiiiiiciie e 50

Tablo 4.17. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde osa-miR168a-5p ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 27T deBEIICTi. .. ... 52
Tablo 4.18. Osa-miR168a-5p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 274"
ortanca, alt geyrek ve tist ceyrek degerleri.......coiiiiiiiiniiiiiiiiciceee e 53

Tablo 4.19. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde osa-miR156a ve referans U6

genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErIri. ... 55

Tablo 4.20. Osa-miR156a 'min plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerinde 27T

ortanca, alt geyrek ve tist ceyrek degerleri........coviviiiiiiiiiiiiiciieceeeee e 56

Tablo 4.21. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR167a ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErIri. ... 58

Tablo 4.22. Tae-miR167a'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerinde 22" ortanca,

alt geyrek ve list Ceyrek deZerleri.....cccuiiiiiiiiiiiieii e 59

Tablo 4.23. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR167b ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErIri. ... 61

Tablo 4.24. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR159a ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T deBIIri. ... 62

Tablo 4.25. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR159b ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T eBErIri. ... 63



Tablo 4.26. Tae-miR 159b'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 2T ortanca,

alt ceyrek ve iist ceyrek degerleri

Tablo 4.27. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde gma-miR1520d ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T deBIIri. ... ee e 66

Tablo 4.28. Gma-miR1520d 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 2747

ortanca, alt ceyrek ve iist geyrek degerleri

Tablo 4.29. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde gma-miR156b ve referans U6
genlerinin CT, ACT Ve 27T deBIIri. ... oo 69

Tablo 4.30. Gma-miR156b 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 2747
ortanca, alt geyrek ve tist geyrek degerleri.......cccouviiiriiiiiiniiiiieiecee e 70

xi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. MiRNA'larin genomik organizasyonu ...........cccceccveeeeeeenieeeniieneeenneennneenneennn 4
Sekil 2.2. Standart miRNA biyosentez yolagt ............ooiiiiiiiiiiii i, 7
SekKil 2.3, Mirtron YOLaZl .....eeuiieiiee ettt 8
Sekil 2.4. tRNaz Z- bagimli yolak ........ccccoevieviiiiniiiiiinie a9
Sekil 2.5. Dolagimdaki miRNA'larin tahmini kaynaklari............ccccocovveeiiienniiiciieeieee, 14

Sekil 2.6. Bebegin eksojen mikroRNA kaynaklarini ve bebegin gastrointestinal (GI)

sistemindeki alimini gosteren tahmini SENATYO.......ccceecvevvevieiieniieniiiiiene e 16

Sekil 4.1. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR169¢ 222" degerlerinin
14T 510§ P RRSRIRRIN X

Sekil 4.2. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid sly-miR169c 24T

degerlerinin karsilagtirtlmast........c..ocveeoieriiiiiien i34

Sekil 4.3. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR156a 22T degerlerinin
14T 50§ . | ¢

Sekil 4.4. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid sly-miR156a 22T

degerlerinin karsilagtirtlmast...........oocueevieriiniin e 3T

Sekil 4.5. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR169b 22T degerlerinin
AAGTIIML ettt ettt et e b et ee ettt e b ane 39

Sekil 4.6. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid sly-miR169b 24T

degerlerinin Karsilastiriimast.........cocooeiiinieiieereee s 40

Sekil 4.7. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerindeki mdm-miR7121d  274¢T
degerlerinin dagilimi.......covviiieiieiiir e 44

Sekil 4.8. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt: ve siit lipid mdm-miR7121d 24¢T

degerlerinin karsilagtirtlmast...........cccveviieiieiiiieiiieiiieeece a0l DD

Sekil 4.9. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerindeki mdm-miR171i 22T
degerlerinin daGIlImI .......cc.oeeeiiiiiiiiciee et e e e 47

Sekil 4.10. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid mdm-miR171i 27447
degerlerinin karstlagtirtimast. . ........cccoeeiieiiiiiiiiiieee e e 48

xii



Sekil 4.11. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerindeki osa-miR168a-3p 274¢T

degerlerinin dagilimi. . .......ccccooviiiiiiiiiiiiiieeeeee e e e nene a2 D0

Sekil 4.12. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid osa-miR168a-3p 24T

degerlerinin Karsilagtirtimast..........cooveiiiiieeiiiececee e 51

Sekil 4.13. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerindeki osa-miR168a-5p 2™4¢T

degerlerinin dagiliMI........c.cooiiiiiiiiiii ettt 53
Sekil 4.14. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid osa-miR168a-5p 22T
degerlerinin Karsilastirtimast..........coocviieiiieeiiiecie et 54
Sekil 4.15. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerindeki osa-miR156a 274¢T
degerlerinin dagiliMI........c.cooiiiiiiiiiiiice e e erae s 56
Sekil 4.16. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid osa-miR168a-5p 22T
degerlerinin Karsilastiriimast.......c.coeoviieiiiieiiiecee et 57
Sekil 4.17. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerindeki tae-miR167a  274¢T
degerlerinin dagIliMI........c.ooouiiiiiiiiieie ettt st nae s 59
Sekil 4.18. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid tae-miR167a 27T
degerlerinin Karsilastirtimasi..........cooveiiiiiiiiiie e 60

Sekil 4.19. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid &rneklerindeki tae-miR159b 274¢T

degerlerinin dagilimI........c.cooiiiiiiiiiiiie e 64

Sekil 4.20. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid tae-miR159b 24T

degerlerinin Karsilastirtimast..........cooveieeiiiiiiie e 65
Sekil 4.21. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid Grneklerindeki gma-miR1520d 24¢T
degerlerinin dagiliMI........c.cooiiiiiiiiiii ettt 67

Sekil 4.22. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid gma-miR1520d 24"
degerlerinin Karsilastirtimast..........cooveieiiiieiiie e e 68

Sekil 4.23. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerindeki gma-miR156b 24T

degerlerinin dagiliMI........c.cooiiiiiiiiiiii et rae s 70

Sekil 4.24. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt: ve siit lipid gma-miR156b 274¢T

degerlerinin Karsilastirtimas..........coocviiiiiiiiiiie e 71

xiii



SIMGELER VE KISALTMALAR

A
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dsRBD
dsRNA
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HDL

KC

KC
KOAH
LDL
LDLRAPI
IncRNA
miRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Beslenme yasamin her doneminde sagligin temelini olusturur. Saglikli beslenme
deyiminden de sagligin korunmasi, gelistirilmesi ve kronik hastalik riskini azaltmaya
yonelik beslenme bicimi anlasilir (Baysal 1998). Tiiketilen besinlerin miktarma bagh
gelisen sorunlar besinin ihtiya¢ duyulandan fazla ya da az alinmasindan kaynaklanabilir
(Rudolp 2013, Kliegman 2010, Pekcan 2008). Viicut doku, organ ve sistem
fonksiyonlarmin devamliligi i¢in gerekli olan makro (proteinler, karbonhidratlar, yaglar)
ve mikro (vitaminler, mineraller ve eser elementler) besinlerin yetersiz, dengesiz ya da
asirt alimi, dokularda yapisal eksikliklerin, organlarda fonksiyon bozukluklarmin
goriildiigii kompleks durum olan malniitrisyona kadar gidebilmektedir. (Hasanoglu 2010,

Neyzi 2010, Rudolph 2013, Cavusoglu 2013, Seluk 2012).

Anne siitii; yenidoganda yeterli biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan tiim s1v1, kalori
ve besinsel Ogeleri iceren, bebeklerin zihinsel gelisimlerini olumlu yonde etkileyen ve
enfeksiyonlardan korunmalarina yardimci olan ¢ok 6zel bir besindir. Buna ek olarak anne
stitiiniin sindirimi ¢ok kolaydir (http://www.un.org/womenwatch/daw/beijing/pdf/ Beijing
full report E.pdf). Anne siitii ile emzirmenin hem bebek hem de anne agisindan, saglik,
bagisiklik, sosyoekonomik ve psikolojik gelisim yoniinden pek cok faydasi oldugunu
gosteren bircok bulgu bulunmaktadir (Samur 2008). Dogumdan itibaren ilk alti ay
bebeklerin yalnizca anne siitii ile beslenmesi dnerilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
ve Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu (UNICEF) ¢ocuk saglig1 i¢in anne siitii ile
beslenmenin anahtar bir rolii oldugunu vurgulamaktadir. (http://www.who.int/nutrition/
publications/codeenglish.pdf). Anne siitiiniin igerigi; laktasyon siiresince annelerin
biyokimyasal farkliliklarina, yedikleri Ogilinlerin icerigine ve aldiklar1 besinlerin
farkliligina gore degisebilmektedir. Bu nedenle anne siitliniin makro ve mikro besin 6gesi

miktarlari birbirinden farklilik gostermektedir (Samur 2008).

mikroRNA'lar (miRNA) ~22nt uzunlugundaki endojen RNA'lardir. Son yillarda
yapilan ve metabolizma {izerine etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarla miRNA'larin 6nemi
gittikce anlasilmaktadir. S6z konusu endojen RNA'lar bitki ve hayvanlarda Onemli
diizenleyici role sahip olup bu diizenlemeyi mRNA yikimimna neden olarak ya da
translasyonu baskilayarak gerceklestirirler (Bartel 2004). miRNA’larin insan anne siitiinde
eksozomlar i¢inde paketlenmis olabilecegi bazi caligmalarda ortaya konmustur (Zhou

2012).



Yapilan aragtirmalarda insan protein kodlayict genlerinin %60'indan fazlasinin

miRNA'lar i¢in baglanma bolgesine sahip oldugu gosterilmistir (Friedman 2009).

miRNA'lar hayvanlarda gelisim sirasindaki ¢ok sayida hiicresel olayda, hiicre
akibeti tespiti, proliferasyon ve hiicre 6liimii gibi pek cok kilit siirecin regiilasyonu ve
zamanlamasinda 6nemli role sahiptir (Stefani 2008). Bu gorevleri dolayisiyla miRNA
ekspresyonunun diizenlenmesi de siki kontrol altinda bulunmakta olup deregiilasyonu

insanlarda kanser gibi hastaliklarla iligkilendirilmektedir (Jiang 2009).

Zhou ve ark (2012) ¢alismalarinda iyi karakterize edilmis 87 immiinite iliskili pre-
miRNA’dan 59 tanesini (%67.82) meme siitii eksozomlarinda tespit etmistir. Calismada bu
miRNA'larin  siit icerisinde bebege aktarilarak immiinitesine katkida bulundugu
bildirilmistir.

Siit bezlerinde immiinite iliskili fonksiyona sahip ve ekspresyon paterni laktasyon
stiresince farkliliklar gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Mastitte, Streptococcus
uberis’in neden oldugu inflamatuar yanit, muhtemelen dogal bagisiklig1 diizenleyen

miRNA’larin ekspresyonunu degistirmektedir (Gigli 2013).

miRNA'larin tiirler aras1 gecisi ve etkisi son yillarda bircok ¢alismada arastirma
konusu olmustur. Memeli hiicrelerinde bitkisel miRNA’larin da memeli miRNA’lar1 ile

benzer fonksiyona sahip oldugu diisiiniilmektedir (Witzany 2012).

Diyet kaynakli bitkisel miRNA’larin insan serumunda tespit edildigi sasirtic
caligmalar bulunmakla birlikte insan kanindaki bitkisel miRNA'larin hangi metabolik
yolag1 etkiledigi veya biyolojik fonksiyonlari heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu
calismada emziren annelerin plazma ve anne siitii gibi biyolojik sivilarinda annelerin
giinliik diyetlerinde tiikettikleri gidalara ait miRNA varligiin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu kapsamda calismaya iliskin yapilan girisin ardindan c¢alismanin ikinci boliimiinde
miRNA’larin yapisi, biyogenezi, etki mekanizmalari ve fonksiyonlarmna iliskin genel
bilgilere deginilmistir. Bunlarin yani sira ikinci boliimde miRNA disregiilasyonu-hastalik
iligkisi ve ekstraseliiler miRNA'lar hakkinda da kisa bir bilgilendirme yer almaktadir.
Calismanin tglincii boliimiinde ise insan kanindaki bitkisel miRNA'larin etkiledigi
metabolik yolagin arastirilmasma iliskin yapilan g¢alisma ve detaylar1 sunulmustur.

Calismanin son boliimiinde ise elde edilen bulgulara ve tartismaya yonelik bilgi verilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mikro RNA'lar

2.1.1. Mikro RNA'larin Tanim ve Tarihcesi

miRNA'lar kii¢iik (~22 nt uzunlugunda), tek zincirli, kodlamayan RNA sinifi liyeleridir.
Hayvan, bitki ve tek hiicreli Okaryotlarda gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel
diizenlenmesini kontrol ederler. miRNA geni (lin-4) ilk kez 1993 yilinda Victor Ambros ve
ark. tarafindan larval gelisim defekti olan Caenorhabditis elegansta yapilan genetik
arastirmalarda tespit edilmistir. Ardindan 2000 yilinda Reinhart ve ark. 22-nt
uzunlugundaki RNA'nin (let-7) C. elegansin gelisimsel siirecine katildigini kesfetmislerdir.
Calismalarda lin-4 ve let-7'nin her ikisinin de mRNA translasyonunu baskiladigi ortaya
cikmigtir. Let-7 geninin insan dahil diger hayvanlarda da tespiti ve RNA interferansinin
ayni yillarda kesfedilmesi ile miRNA'lar literatiirde 6nem kazanmiglardir. Giinlimiizde
miRNA veri tabaninda 110'dan fazla organizmada toplam 28 binden fazla miRNA
tanimlanmistir (http://www.mirbase.org/). Bu kiiclik RNA'lar memelilerde tiim protein
kodlayan genlerin ~% 60'm1 posttranskripsiyonel olarak kontrol etmektedir. miRNA'lar
hiicrede gelisme, diferansiasyon (farklilasma), proliferasyon (cogalma) ve apoptoz
(programli hiicre 6liimii) gibi neredeyse tiim hiicresel olaylarin diizenlenmesine

katilmaktadirlar (Melo 2014).

2.1.2. MiRNA'lar1 Genomik Organizasyonu

MiRNA'lar Y kromozomu hari¢ tiim kromozomlarda haritalandirilmis olup genomik
yerlesimlerine gore intergenik, intronik ve eksonik olmak iizere ii¢ grupta incelenirler

(Sekil 2.1)(Rodriguez 2004).
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Sekil 2.1. MiRNA'larin genomik organizasyonu (Hussain 2012).

Intergenik miRNA 'lar bilinen fonksiyonel transkripsiyon iinitelerinin disinda yer
alirlar. Kendi promotor ve diger diizenleyici faktorlerine sahiptirler. Bu miRNA'lar

monosistronik olabildigi gibi polisistronik de olabilmektedir (Lagos-Quintana 2003).

Intronik miRNA'lar protein kodlayan ya da kodlamayan genlerin intronlarinda yer
alirlar. Bu miRNA'lar kendi promotorlarina sahip olabilir ya da ev sahipligi yapan gen ile

birlikte transkribe edilip pre-mRNA'dan elde edilebilirler (Lagos-Quintana 2003). Bazi



durumlarda protein kodlayan genin intronunun tamami tam olarak pre-miRNA gorevi

goriir. Bu gibi intronlar mirtron olarak isimlendirilir (Okamura 2007).

Eksonik miRNA'lar ¢ok nadir goriilmekte olup ev sahipligi yapan genin
promotoru ile transkribe edildigi diistiniilmektedir (Rodriguez 2004).

2.1.3. miRNA Biyogenezi

2.1.3.1. Standart Yolak

miRNA sentezi cogunlukla RNA polimeraz II tarafindan, primer miRNA (pri-miRNA)
olarak adlandirilan uzun transkriptin sentezi ile baslar. Transkripsiyon sonucunda 5'cap ve

poli-A kuyrugu tasiyan bir veya daha cok firkete (hairpin) yapisi ortaya cikar.

Olusan pri-miRNA'lar ardindan yine niikleusta mikropressér kompleks olarak
adlandirilan bir multiprotein kompleksi tarafindan ~70 nt uzunlugundaki pre-miRNA'lara

kirpilirlar.

Mikropressor kompleks esas olarak Drosha (RNaz III enzimi) ve DGCRS
(DiGeorge syndrome critical region gene 8: ¢ift zincirli RNA-baglayict domen; double-
stranded RNA-binding domain; dsRBD) protein yapilarini igermektedir. DGCRS8 proteini
firkete yapisinin sap kismi ile komsu tek zincirli RNA (single-stranded RNA;ssRNA)
kismini tantyarak; Drosha'nin, sap-ssRNA kesisim bolgesinden ~11 nt'lik kismi kesip
uzaklagtirmasini saglar. Neticede olusan yapi pre-miRNA'dir. Pre-miRNA, RNaz III

endoniikleaz liriinlerinin karakteristigi olan 2 nt'lik 3' ¢ikintisina sahiptir.

RNaz IIT enzimleri (6rn. Drosha) bir ¢ift zincirli riboniikleaz ailesi olup tiim canli

hiicrelerden eksprese edilirler.

DGCRS8 proteini iki dsRNA baglama bdlgesi icermektedir. Pri-miRNA'nin
taninmasi ve mikropressér kompleksin baglanmasinda onemli role sahiptir. DGCRS8 geni
22. kromozomda lokalizedir. Genin monoallelik delesyonunda Di George sendromu ortaya

cikar.

Mikropressor kompleksin fonksiyonunda 6nemli role sahip olan diger kofaktorler;
DEAD box RNA helikaz p68 (DDXS5), p72 (DDX17), ve heterojen riboniikleoproteinlerdir
(hnRNP).

Olusan pre-miRNA'larin 2nt 3'¢ikintis1 eksportin 5 tarafindan tanmir ve Ran-GTP

bagimli mekanizma ile stoplazmaya tasinir.



Eksportin 5 (XPOS), niikleositoplazmik transport faktorlerinden karyoferin
ailesinin bir iiyesidir. Fonksiyonu i¢in bir GTPaz olan kofaktdrii Ran'a ihtiyaci vardir.
XPOS niikleusta pre-miRNA'ya ve GTP bagli Ran'a kooperatif olarak baglanir ve ardindan
stoplazmada GTP'nin hidrolizi ile pre-miRNA'y1 serbest birakir. XPOS5'in knockdown
deneylerinde pre-miRNA ekspresyonunda fazla bir degisme gozlenmezken, matiir miRNA

ekspresyon seviyelerinde belirgin azalma ve niikleusta pre-miRNA birikimi goriilmiistiir.

Pre-miRNA'lar stoplazmaya gecisinin ardindan stoplazmik RNaz III enzimi olan
Dicer ve Trans-aktivator RNA (tar)- baglayici protein (TRBP) tarafindan ~22nt
uzunlugundaki 2-nt 3' ¢ikintisina sahip miRNA dublekslerine kirpilir.

Dicer, miRNA dubleksindeki her bir miRNA zincirini birbirinden bagimsiz olarak
keserek 2-nt 3' ¢cikint1 olusturan 2 adet RNaz domeni igerir. Kesimin ardindan dubleksin iki
zinciri Dicer tarafindan ayrilir ve 5' ucu daha instabil olan zincir matiir miRNA olarak
kalir. (Memeli hiicreleri tek bir Dicer proteini igerir. Dicer bir ATPaz/RNA helikaz
domeni, bir DUF domeni (farkli bir dsRBD), bir PAZ domeni (niikleik asit baglayici
domen), iki RNaz III domeni ve bir dsRBD igerir).

Dicer, TRBP ve Argonaut (Ago) ailesi gibi bir¢ok farkli proteinle iliskilidir. TRBP
Dicer'a baglanir ve konformasyonel diizenleme ile onu aktiflestirir. Dicer/ TRBP kesiminin
ardindan, ~22nt RNA dubleksi efektér kompleks olan RISC'i olusturmak iizere Argonaut
(Ago) proteinlerine baglanir (Melo 2014).

RISC (RNA ile indiiklenmis susturma kompleksi) esas olarak Ago, PACT
(protein kinaz R-aktive edici protein), TRBP ve siRNA/miRNA'dan olusmaktadir. miRNA
dubleksine bagli Ago kompleksi pre-RISC olarak adlandirilirken, tek zincir
uzaklastirildiktan sonra kilavuz zinciri iceren kompleks matiir RISC olarak adlandirilir
(Kawamata 2010). Matiir RISC yapisindaki miRNA zinciri rastgele secilmemektedir.
miRNA dubleksinde, 5' ucunda daha diisiik termodinamik stabiliteye sahip zincir kilavuz
zincir olarak kalirken diger zincir yikilmaktadir (Khvorova 2003). RISC kompleksi kilavuz
zincir araciligiyla hedef mRNA'ya baglanarak mRNA yikimina ya da translasyon
baskilanmasina neden olur. Bu baglanmada eger miRNA ile mRNA arasinda tam
komplementer eslesme olursa mRNA yikilirken kismi bir eslesme olursa mRNA'nin
translasyonu baskilanmaktadir (Cannell 2008). Standart miRNA yolagi sekilde
gosterilmektedir (Sekil 2.2).
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2.1.3.2. Standart Dis1 miRNA'lar

Standart dist miRNA'lar yapisal ve fonksiyonel olarak standart miRNA'lara benzeyen,
ancak matiirasyonu sirasinda standart miRNA sentez yolagindaki bir veya daha fazla
basamag1 atlayan miRNA'lardir. Intron, snoRNA (small niicleolar RNA), endojen shRNA
(small hairpin RNA) ve tRNA'lardan iiretilebilirler (Abdelfattah 2014).

Drosha/DGCRS Bagimsiz Yolak
Bu yolakla intron (mirtron), snoRNA, endojen shRNA ve tRNA'lardan miRNA f{iretilebilir.

Mirtronlar pre-miRNA boyutundaki kii¢iik intronlardir. Splisozom ve debranching

enzimlerle cekirdekte islenerek direkt Dicer kesimine uygun miRNA firkete yapisi



olusturarak Exportin 5 ile stoplazmaya tasinirlar. Sonraki islemler standart yolakla aynidir

(Okamura 2007). Mirtron yolag1 asagidaki sekilde sunulmaktadir (Sekil 3.3).

5" Exon
Intron (mirtron)

Splicing
3' Exon \ Exporti

5, Pre-miR

3'
5 /
Drosha / DCGR8

5/Ran 5 Pre-miR

_—\ microRNA duplex
Y 3
o
/3'
unwinding

T MiRNA-5p
JULLLLLLILG, miRNA-3p

_—~ ~
/fwm
mRNA 7
degradation
&=

Target mRNA

Translational inhibition

Pri-miR
3!

Sekil 2.3. Mirtron yolagi (Goljanek-Whysall 2012)

SnoRNA kaynakhh miRNA'lar standart dist miRNA'larin bir diger kaynagidir.
Yapilan ¢alismalarda insan snoRNA's1 ACA45 ve Giardia lamblia snoRNA's1 GIsR172'nin
Drosha/DGRCS8 bagimsiz, Dicer bagimli bir sekilde miRNA {irettigi goriilmiistiir (Ender
2008, Saraiya 2008).

Endojen kisa firkete RNA (small-hairpin RNA; shRNA) kaynakhh miRNA'lar
icin mir-320 ve mir 484 ornek olarak verilebilir. Bu miRNA'larin transkriptleri firkete
yapist olusturduklart i¢in bu sekilde isimlendirilmislerdir. Standart miRNA'larda pre-
miRNA firkete yapisina komsu pozisyondaki dizi mikropressor kompleks tarafindan
taniirken, shRNA kaynakli miRNA'lar mikropressor kompleksin baglanacagi bu diziden
yoksundur. Bu durum shRNA'y1 Dicer kesimine uygun hale getiren ek mekanizmalarin

varligini akla getirmektedir (Babiarz 2008).

tRNA kaynakhh miRNA'larin tRNA matiirasyon yolaginda olusan yan fiiriinler
oldugu distiniilmekte olup tipik memeli miRNA'larindan farkli olan bu iiriinlerin RNA
susturulmasindaki fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamistir (Abdelfattah 2014) . tRNaz
Z- bagimh yolak asagidaki sekilde sunulmaktadir (Sekil 2.4).



Sekil 2.4. tRNaz Z- bagimli yolak (Abdelfattah 2014)

Dicer Bagimsiz Yolak

Diger miRNA'larin aksine yapilan g¢alismalarda miR-451'in mikropressor kompleks
tarafindan, Dicer'in etki edemeyecegi kadar kisa (~18 nt uzunlugunda) kesilerek Dicer'dan
bagimsiz olarak sentezlendigi gosterilmistir. Bu kesimin ardindan miR-451 ya direkt
Agol'e baglanabilmekte, ya da bilinmeyen bir endoniikleaz ile kirpildiktan sonra Ago2'ye
baglanarak RISC kompleksine katilmaktadir (Cifuentes 2010).

Insan mirtronlarindan miR-1225 ve miR-1228'in splicing-bagimsiz mirtron benzeri
miRNA (splicing-independent mirtron-like miRNA; simtron) oldugu bulunmustur.
Simtronlarin Drosha bagimli, DGCRS8, Dicer, Exportin-5 veya Ago bagimsiz olarak
sentezlendigi goriilmiistiir (Havens 2012).

2.1.4. miRNA'larin Etki Mekanizmalari

miRNA'lar hedef mRNA'nin 3' translasyona ugramayan kismindaki (3' UTR) tamamlayici
bolgesine baglanarak translasyonel diizeyde gen ifadesini diizenlerler (Lagos-Quintana

2001).

2.1.4.1. Translasyon Inhibisyonu

Baslangic Evresinde Translasyon Inhibisyonu

miRNA'lar translasyon baslangicinda mRNA'min 5' cap yapisinin taninmasina etki edip

matiir ribozomal kompleks olusumunu inhibe ederek ya da 60 S ve 40 S ribozomal alt
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tinitelerinin birlesmesini engelleyerek translasyonu inhibe edebilirler (Thermann 2007,

Mathonnet 2007).

Baslangic Sonras1 Evrede Translasyon Inhibisyonu

Bu asamada miRNA'lar translasyon elongasyonunu inhibe edebildigi gibi olugsmakta olan
polipeptidin translasyonla eszamanli olarak yikilmasina neden olabilir ya da ribozomlarin
hedef mRNA'dan prematiir ayrismasini indiikleyebilirler (Maroney 2006, Nottrott 2006,
Petersen 2006).

Hedef mRNA'nin Deadenilasyonu ve/veya Yikimn ile Translasyon Inhibisyonu

miRNA'larin hedef mRNA ile tam komplementer eslesmesi direkt olarak mRNA'min
endoniikleolitik yikimi ile sonuglanirken parsiyel eslesme hedef mRNA'nin direkt yikimina
neden olmaz. Bu durumda miRNA susturma mekanizmasi hedef mRNA'y1 deadenilasyon
ve ardindan dekapetaj ile hiicresel bozulma yolagina yonlendirir (Bagga 2005, Eulalio

2009).

2.1.4.2. Translasyon Aktivasyonu

Son yillarda yapilan caligmalarda miRNA'larin translasyonu aktive ederek gen ifadesini

arttirdig1 gézlemlenmistir (Vasudevan 2007).

Bu mekanizmalar disinda miRNA'larin promotor bolgelere baglanmak suretiyle
transkripsiyonel diizeyde de gen ifadesini etkiledigini tespit eden ¢alismalar bulunmaktadir

(Place 2008).

2.1.5. miRNA'larin Fonksiyonlar:

miRNA'lar hayvanlarda gelisim siiresince hiicre kaderinin belirlenmesi, proliferasyon ve
hiicre 6liimii gibi birgok hayati siirecte diizenleyici olarak rol almaktadir. Bunlarin yani1 sira
miRNA'lar immiin yanit, insiilin sekresyonu, ndrotransmitter sentezi, sirkadiyen ritim ve

viral replikasyon gibi bir¢ok fonksiyonda gérev almaktadir.

miRNA'lar zaman (6rn. let-7) ve doku (6rn. beyin spesifik miR-134) spesifik
ekspresyon paterni gosterir. Beyin spesifik MiR-134 sinaptik gelisim ve plastisite i¢in
gerekli iken, miR-1 kardiyogenez i¢in gereklidir. MiR-203 deri farklilasmasi, miR-155
normal immiin foksiyon, miR-150 B-hiicre farklilagsmasi, miR-375 insiilin sekresyonu icin
gerekli miRNA'lardir (Melo 2014). Bu 6rnekler miRNA fonksiyonlarinin yalnizca kiigiik

bir kismini olusturmaktadir.
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2.1.6. miRNA Ekspresyonunun Diizenlenmesi

miRNA ekspresyonu, genin transkripsiyon agamasindan baslayarak matiirasyon siirecinin
her asamasinda c¢esitli faktorler tarafindan diizenlenmektedir. miRNA'lar direkt olarak
kendi biyogenezi veya fonksiyonuna katilan proteinleri kodlayan mRNA'lar1 da hedef
aldiklar i¢in, kendi regiilasyonunu diizenleyen geri-besleme (feedback) mekanizmalarini

da olusturmaktadir.

Transkripsiyon basamaginda miRNA ekspresyonunun diizenlenmesi: miRNA
gen promotorlar1 bir¢ok yonden protein kodlayici gen promotorlarina benzemektedir (CpG
adalarmin varhigi, TATA kutusu, TFIIB taninmasi, baslatict elementler ve histon
modifikasyonlar1 gibi) ve ayni ekspresyon kontrol mekanizmalar1 her ikisi ic¢in de
gecerlidir. miRNA genleri RNA polimeraz I ve II tarafindan transkribe edilebilir. Her iki
polimeraz da birbirinden farkli sekilde regiile edilir, kendilerine spesifik promotor ve
sonlandirict elementleri tanirlar. Birgok miRNA genomda kiimeler halinde kodlanmustir.
Bunlar uzun polisistronik primer transkript olarak ya da birbirinden bagimsiz sekilde

transkribe edilip diizenlenebilirler.

miRNA genleri ayrica p53, c-myc gibi transkripsiyon faktorleri ile diizenlenen
DNA-baglama faktorleri igerir. Tlimor slipresor pS3 miRNA-34 ailesini aktive ederken,
onkojenik protein c-myc, hiicre siklusu ve apoptoza katilan bir dizi miRNA'y1 transaktive

veya represe eder.

Epigenetik kontrol de miRNA gen promotorlarindaki CpG adalarinin metilasyonu
aracilifiyla miRNA transkripsiyonunu susturarak regiilasyonuna katkida bulunur. miRNA

promotorlar1 ayrica histon modifikasyonlari ile de regiile edilir (Melo 2014).

2.1.7. miRNA Ekspresyon Disregiilasyonu

miRNA biyosentezinin disregiilasyonu basta kanser olmak iizere birgok patolojik durumla
iliskili bulunmustur. Bu konuda yapilan calismalara verilebilecek bazi Ornekler su

sekildedir;

miRNA- Kkanser iliskisi: Kanser gelisimi ve prognozunda miRNA'lar birgok
basamakta rol almaktadir. Ornegin let-7 ailesi; apoptoz (Tsang 2008), RAS genleri
(Johnson 2005), c-Myc (Kim 2009) iizerindeki diizenleyici fonksiyonlarla kanser
gelisiminde 6nemlidir. Let-7 ailesi tiyelerinin akciger kanseri (Dou 2015), over (Langhe

2015), mide (Liu 2015) kanseri dahil daha bir ¢ok kanser tiirii ile iliskili oldugu
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gosterilmistir. MiR-16n1n; pituiter tiimdrde miR-132 ve miR-15a ile birlikte Sox-5'i hedef
alarak hiicre proliferasyonu, invazyon ve migrasyonu bloke ettigi gosterilmistir (Renjie
2015) Ayrica hepato-seliiler karsinomda (HCC) (EI-Tawdi 2016), oral kanser veya yliksek
dereceli lezyonlarda (Maclellan 2012), meme kanserinde (Hu 2012) ve osteosarkom (Li
2015) hastalarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda ekspresyonunun belirgin sekilde farkli
oldugu bulunmustur. MiR-125 ailesi; transkripsiyon faktorleri (Liu 2011), matriks
metalloproteazlart (Xu 2012) gibi kanser olusumunda etkili bazi1 genleri hedef
almaktadirlar. Over (Guan 2011), HCC (Jia 2012), osteosarkom (Liu 2011) ve diger bazi
kanserlerde tiimor siipresor etkileri gosterilmistir. Bu 6rnekler disinda miR-210, miR-221,
miR- 375 ve daha pek ¢ok miRNA'min ekspresyon seviyesi ile ¢esitli kanser tiirleri

arasindaki baglantilar1 gosteren ¢ok sayida calisma mevcuttur (Larrea 2016).

miRNA- osteoporoz iliskisi: Cao ve ark. (2014) yaptig1 calismada, MiR-422a'y1
diisiik kemik mineral dansiteli hastalarda up-regiile bulmustur. MiR-21 §strojen
yetersizligine bagli gelisen osteoporozda down-regiile olarak bulunmustur (Yang 2013).
Osteoporotik kalga kirig1 olan post-menopozal kadinlarda yapilan bir diger ¢alismada da
miR-122-5p, miR-125b- 5p, ve miR-21-5p seviyeleri kontrol grubuna gore belirgin sekilde
up-regiile bulunmustur (Panach 2015).

miRNA- nérodejeneratif hastahk iliskisi: Yapilan c¢alismalarda miRNA'larin
Parkinson, Alzheimer ve Huntinton hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklardaki
ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Parkinson hastahginda; Ding ve ark. (2016) yaptigi
calismada miR-195 ekspresyonunun kontrol grubuna gore up-regiile, miR-185, miR-15b,
miR-181a ve miR-221 seviyelerinin ise kontrol grubuna goére down-regiile oldugunu
bulmustur. Gui ve ark (2015) yaptiklar1 calismada da miR-153, miR-409-3p, miR-10a-5p,
ve let-7g-3p'nin parkinson hastalarinin serebrospinal sivi eksozomlarinda asir1 derecede
eksprese edildigi tespit edilmistir. Alzheimer hastaliginda; miR-223 ekspresyonunun
kontrol grubuna gore belirgin sekilde diisiik oldugu ve mini mental durum degerlendirmesi
(MMSE) skoru ile gii¢lii pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (Jia 2016). Serensen ve
ark. (2016) yaptiklar calismada da Alzheimer hastalarinin serebrospinal sivisinda let-7i-5p
ve miR-15a-5p kontrol grubuna gore belirgin dlgiide arttigi, miR-29¢-3p'nin ise azaldigi;
kan orneklerinde miR-590-5p ve miR-142-5p artarken, miR-194-5p'nin belirgin sekilde
azaldig1 gosterilmistir. Huntington hastaliginda; plazma miR-34-p seviyesinin mutant
HTT tasiyicilarinda semptomlar baslamadan oOnce belirgin derecede yiikseldigi

gosterilmistir (Gaughwin 2011).
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miRNA- Kkardiyovaskiiler hastahk iliskisi: MiR-208'in stres bagimli
kardiyomiyosit biiylimesi ve gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (Van Rooij
2007). Esas olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinden eksprese edilen miR-145'in de esansiyel
hipertansiyon (Kontaraki 2014), ateroskleroz (Zhang 2016) ve koroner arter hastalif
(Fichtlscherer 2010) gibi birgok patolojik siireg ile iliskili oldugu gosterilmistir.

2.1.8. Ekstraseliiler miRNA'lar

Son yillarda yapilan caligmalarda ekstraseliiler miRNA’larin hiicreler arasi iletisimdeki
Oonemi gosterilmistir (Hu 2010, Kosaka 2010a, Bala 2012) Ayrica genetik bilginin hiicreler
aras1 aktarimindaki rolii sorgulanmaktadir. miRNA’larin hiicre disina ¢ikist ve dolagimda
RNaz yikimindan kurtulup stabil kalabilmesi ile iligkili ¢esitli mekanizmalar gosterilmistir.
miRNA’lar eksozom ve mikrovezikiiller gibi ekstraseliiler vezikiiller aracilifiyla
membranla ¢evrili olarak hiicreden sekrete edilebilir, argonaut 2 (AGO2) gibi RNA-
baglayici proteinlerle, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL) gibi lipopoteinlerle kompleks olusturarak hiicreden aktif olarak salinabilir ya da
apoptotik/nekrotik hiicrelerden pasif olarak salinabilirler (Valadi 2007, Zernecke 2009,
Arroyo 2011, Vickers 2011).

miRNA'lar dolagim sisteminin yani sira tiikriik, serebrospinal sivi, idrar, gézyasi,
seminal s1vi ve anne siitii gibi diger biyolojik sivilarda da tespit edilmistir (Weber 2010).

Dolasimdaki miRNA'larin tahmini kaynaklar sekil 2.5'te sematize edilmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Dolagimdaki miRNA'larin tahmini kaynaklar1 (Kumarswamy 2013)

2.2. miRNA ve Anne Siitii

Yenidoganda yeterli biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan tiim sivi, kalori ve besinsel
Ogeleri igeren, bebeklerin zihinsel gelisimlerini  olumlu yonde etkileyen ve
enfeksiyonlardan korunmasina yardimci olan anne siitii, miRNA igerigi acisindan ¢ok
zengindir. Bu miRNA’lar insan anne siitlinlin i¢inde eksozomlar i¢inde paketlenmistir.

(Fourth World Conference on Women 1995, Zhou 2012).

Anne siitlinlin icerigi laktasyon siiresince degisiklik gosterir. Emzirme, erken
dogum, laktasyon evresi, bebegin cinsiyeti, maternal viicut kitle indeksi, parite ve anne ile
bebegin saglik durumu gibi faktorler siit icerigini etkilemektedir (Molinari 2013, Mitoulas
2002, Hassiotou 2013a, Hassiotou 2013b, Powe 2010, Bachour 2012, Bauer 2011). Benzer
sekilde anne siitliniin miRNA igeriginin de parite, erken dogum, bebegin 6zellikleri veya
anne beslenmesi gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gosterdigi cesitli arastirmalarla

ortaya konmustur (Kosaka 2010b, Zhang 2012, Baier 2014, Alsaweed 2015c).
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Stit santrifij ile fraksiyonlarina ayrildiginda en iistte yer alan lipid kisim, siit
plazmasi olarak da adlandirilan lipid alt1 kisim ve en altta yer alan hiicresel kisimlarmin her
ticli de miRNA icermektedir. Literatiirde lipid alti kisminin lipid ve hiicresel kisma gore

daha diisiik miktarda miRNA icerdigi belirtilmektedir (Alsaweed 2015b).

Siit veren ve vermeyen ineklerin meme bezindeki miRNA'larin incelendigi hayvan
deneylerinde, miRNA tiplerinin ve ekspresyon seviyelerinin farklilik gosterdigi tespit
edilmistir (Li 2012). Fareler iizerinde yapilan bir arastirmada ise miRNA'larin meme
bezlerinin gelismesinde rol aldig1 gosterilmistir (Avril-Sassen 2009). Siit miRNA'larinin da
temel olarak siit bezleri tarafindan sekrete edildigi, az bir kismininsa maternal dolasimdan
gecis yaptig diistiniilmektedir (Alsaweed 2016). Bu nedenle laktasyon sirasinda memenin
saglik durumunun tespiti veya meme kanseri gibi patolojilerin erken saptanabilmesi i¢in

siit miRNA'larinin biyomarker olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Siit bezlerinde immiinite iligkili fonksiyona sahip ve ekspresyon paterni laktasyon
stiresince farkliliklar gdsteren miRNA’lar tespit edilmistir. Mastitte, streptococcus
uberis’in neden oldugu inflamatuar yanit, muhtemelen dogal bagisiklig1 diizenleyen

miRNA’larin ekspresyonunu degistirmektedir (Naeem 2012, Lawless 2013).

Zhou ve ark.(2012) yaptig1 ¢aligmada iyi karakterize edilmis 87 immiinite iliskili
pre-miRNA’dan 59 tanesi (%67.82) anne siitiindeki eksozomlarda tespit edilmistir.
Calismada bu miRNA'larin siit igerisinde bebege aktarilarak immiinitesine katkida

bulundugu belirtilmektedir.

Baier ve ark. (2014) yaptiklar1 calismada inek siitii tiiketen 5 yetigkin insanda, inek
siitinde yer alan miRNA'larin (miR-29b ve miR-200c) kan seviyelerinin siit tiiketimi
sonrasi artt1igi buna ek olarak miR-29b'nin hedefi olan RUNX2 (Runt-related
transkripsiyon faktorii 2) ekspresyonunun kan mononiikleer hiicrelerinde yine siit

tikketiminden sonra arttig1 gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Bebegin eksojen mikroRNA kaynaklarini ve bebegin gastrointestinal (GI)

sistemindeki alimini gdsteren tahmini senaryo (Alsaweed 2015a)

Anne siitii mikroRNA'lar1 yagsiz siitte serbest molekiiller olarak veya siit hiicreleri,
eksozomlar ve diger siit mikrovezikiillerinin alinmasi yoluyla bebege aktarilabilir.
Bagirsak epitel hiicreleri tarafindan emilen siit miRNA'larinin etki edecegi doku ve

organlara kan dolagimi ile tasindig1 diisiiniilmektedir (Alsaweed 2015a).

2.3. Kodlamayan RNA'lar ve RNA Interferansi

Kodlamayan (non-coding) RNA'lar (ncRNA) proteine c¢evrilmeyen RNA molekiilleridir.
200 niikleotidden uzun olan ncRNA'lar uzun kodlamayan RNA (long non-coding RNA;
IncRNA) olarak siniflandirilirken, 200 niikleotidden kisa olan ncRNA'lar ise kisa/kiigiik
kodlamayan RNA (small/short non-coding RNA) olarak kabul edilmektedir. Uzun ve kisa
kodlamayan RNA'larin ¢esitli subtipleri bulunmaktadir (Tablo 1). Bunlarin ¢ogu gen
ekspresyonunun regiilasyonunda yer almakta olup, genomik orijinleri ve biyogenetik

siireclerine gore daha ileri siiflara ayrilabilirler (Peschansky 2014).
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Tablo 2.1. Kodlamayan RNA'larin baz1 6rnekleri

Kodlamayan RNA Uzunluk (nt) Fonksiyon
Ribozomal RNA 120-4700 Tiim canlilar Translasyon
(rRNA)
Transfer RNA (tRNA)  70-100 Tiim canlilar Translasyon
Kiiciik niiklear RNA 70-350 Okaryot Ug  birlestirme  (splicing), =~ mRNA
(snRNA) islemlenmesi
Kiiciik niikleolar RNA 70-300 Okaryot, arkea  RNA modifikasyonu, rRNA islemlenmesi
(snoRNA)
miRNA_ 21-25 Okaryot Translasyonel regiilasyon
siRNA | Kiigiik ncRNA | 21-25 Okaryot Tekrarlayan enfeksiyonlara karsi koruma
piRNA 24-30 Okaryot Genom stabilizasyonu
Uzun kodlamayan RNA  Birkag yiiz- Okaryot Transkripsiyon, ugbirlestirme, transport
birkag regiilasyonu
yiizbin

Kaynak: http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/product/epigenetics/RNAworld.html.

RNA interferansi (RNA1), posttranskripsiyonel gen susturulmasi olarak da bilinen
cift zincirli RNA'ya (double stranded RNA; dsRNA) kars1 korunmus biyolojik yanittir.
RNAI protein kodlayici genlerin ekspresyonunu diizenler. RNAi ayrica gen ekspresyonunu
deneysel olarak degistirmek ve gen fonksiyonlarini arastirmak i¢in kullanilmistir (Hannon
2002). RNAI bir¢ok deneysel organizmada spesifik genlerinin ekspresyonunun kontrolii
icin kullanilmigtir. Ayrica problemli gen ekspresyonunu azaltmak icin tedavide kullaniima

potansiyeli vardir (Mello 2004).

1998 yilinda bir solucan (nematod) olan C. elegansta dsRNA'ya karsi gelismis
sekans spesifik gen susturulmasi gosterilmesiyle (Fire 1998) RNAi arastirmalart hiz
kazanmigtir. RNAi, dsRNA'min C. elegans gonadi i¢ine direkt enjeksiyonu ya da
dsRNA'min kendisinin veya dsRNA'y1 eksprese etmek iizere gelistirilmis bakterinin
yenilmesi ile provake edilebilmektedir (Timmons 1998). Bazi organizmalarda, RNAi
sinyalleri hiicreler arasinda horizontal olarak ya da bir jenerasyondan digerine vertikal

olarak aktarilabilmektedir (Mello 2004).
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LncRNA, miRNA, siRNA, piRNA, snoRNA ve snRNA'lar RNA interferansina

katilan molekiillerden bazilaridir.

2.3.1. Uzun kodlamayan RNA'lar (long non-coding RNA; IncRNA)

LncRNA'lar protein kodlamayan, 200 niikleotidden uzun RNA molekiilleridir (Mercer
2009). Baz1 IncRNA'lar hiicrelerin genel veya diferansiasyon-spesifik biyolojik
siireglerinde rol oynarlar. Ornegin: 7S RNA, protein eksportuna katilan tanima
partikiiliiniin temel bilesenidir (Walter 1982); niikleer-lokalize MALAT-1, alternatif
ucbirlestirme (splicing) ve hiicre siklusunun ilerlemesini diizenler (Tripathi 2013);
Gomafu, purkinje hiicrelerinin niikleuslarinda bipolar yapilarla iliskili tam olarak
bilinmeyen fonksiyonlar1 bulunmakta olup (Mercer 2008) son zamanlarda sizofreni ile

iliskilendirilmistir (Barry 2014).

2.3.2. Kiigiik Niikleer / Spliseozomal RNA'lar

Kiiciik niikleer RNA'lar (small nuclear RNA; snRNA) niikleusta riboniikleoprotein
komplekslerinde yer alirlar ve RNA ug birlestirmesinde merkezi role sahiptirler (Butcher

2005). Bu nedenle spliseozomal RNA olarak tanimlanmiglardir.

2.3.3. Kiiciik Niikleolar RNA'lar

Kiiciik niikleolar RNA'lar (small nucleolar RNA; snoRNA) bircok organizmanin
niikleolusunda Ago ile bagli sekilde bulunmakta olup mRNA stabilizasyonu ve translasyon

asamalarinda gen ekspresyonunu interfere edebilmektedir (Matera 2007).

SnoRNA'lar C/D box ya da H/ACA box alt-motiflerinin varligina gore iki alt gruba
ayrilmaktadir. C/D box snoRNA'lar 2'-O-metilasyondan sorumlu iken H/ACA box
snoRNA'lar rRNA hedeflerinin psddoiiridilasyonundan sorumludurlar (Matera 2007).

2.3.4. Piwi iliskili RNA'lar

Piwi iligkili RNA'lar (piRNA), ~24-32 nt uzunlugunda, Argonaute protein ailesinin bir
tiyesi olan PIWI alt grubu ile iliskili RNA molekiilleridir (Ishizu 2012).

PiRNA'lar germ hiicrelerinde epigenetik ve post-transkripsiyonel olarak
transpozon susturulmasinda etkilidirler (Aravin 2007 ) PiRNA fonksiyon kayb1
hayvanlarda gametogenez defekti ve steriliteye neden olmustur. PIRNA'lar daha onceleri
germline-spesifik olarak kabul edilirken, son ¢alismalarda non-gonadal hiicrelerde de ¢ok

onemli rollere sahip olduklar1 gosterilmistir (Ishizu 2012).
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2.3.5. Kiiciik Interfere Edici RNA'lar

Kiiciik interfere edici RNA'lar (small interfering RNA; siRNA) endojen veya eksojen
kaynakli uzun dsDNA'nin Dicer tarafindan stoplazmada 21-23 niikleotid uzunlugunda ¢ift
zincirli RNA birimlerine kirpilmasi ile olugsmaktadir. SIRNA, RISC ile etkileserek onu
aktive eder. RISC kompleksinde yer alan Argonaute (AGO2) siRNA'nin yolcu (passenger)
zincirini uzaklastirirken kilavuz (guide) zinciri RISC ile etkilesimde kalir ve kompleksi
hedef mRNA'ya yonlendirir. SIRNA hedef mRNA'ya tam komplementer olarak baglanarak
RISC tarafindan spesifik olarak susturulmasini saglar (Agrawal 2003, Pecot 2011, Lam
2015).

2.4. Bitkisel miRNA'lar

Calismamizda plazma ve anne siitiinde varligini arastirdigimiz besinsel miRNA'lara iliskin

bilgiye bu boliimde yer verilmistir;

Sly-miR156a domatesin gelisimi, sinyalizasyon ve metabolizmasini diizenleyen
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu modiile ettigi tespit edilmistir (Valiollahi

2014).

miR-156'nin asir1 eksprese edildigi transgenik domateslerde bitki boyunun
kisaldigi, meyve boyutunun kiigiildiigii ve yaprak sayisinin artarken yaprak boyutunun
kiictildiigii goriilmiistiir (Zhang 2011a).

Sly-miR169 domatesin kurakliga karsi direncinde etkilidir. Kuraklik durumunda
ekspresyon miktar1 artis gosterir. Sly-miR169c'nin asir1 eksprese edildigi transgenik

domateslerin kurakliga karst daha dayanikli oldugu gosterilmistir (Zhang 2011Db).

Gma-miR156b ve gma-miR1520d ekspresyon seviyelerinin farkli durumlarda
stabil kaldig1 tespit edilmistir. Bu miRNA'lar soya miRNA analizleri i¢in referans olarak
kullanilabilmektedir (Kulcheski 2010).

Tae-miR167'nin bugdayda auxin-sinyal yolaginin diizenlenmesinde ve soguga

kars1 gelisimsel cevapta (erkek kisirligi) gérevli oldugu gosterilmistir (Tang 2012).
Tae-miR159 bugday anter gelisiminin diizenlenmesine katilmaktadir (Bai 2017).

Pirin¢ osa-miR168a ve osa-miR156a Zhang ve ark.(2012) yaptig1 caligmada insan

serumunda tespit edilmistir. Ayrica yapilan in vitro ve in vivo c¢aligmalarda, osa-miR
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168a’nin insan/fare diisiik dansiteli lipoprotein reseptdér adaptdr protein 1(LDLRAPI)
mRNA’sina baglanarak, karacigerde LDLRAP1 ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.

Mdm-miR858, mdm-miR 171i, mdm-miR7121ve mdm-miR399a elmada yliksek
oranda eksprese edilmektedir (Shao 2014).

Son yillarda miRNA'larin tiirler arasi1 gecisi ve etkisine iliskin arastirmalar
yapilmaktadir. Memeli hiicrelerinde bitkisel miRNA’larin da memeli miRNA’lar ile

benzer fonksiyona sahip oldugu diistiniilmektedir (Witzany 2012).

Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda, piring kaynaklt MIR 168a’nin insan/fare
LDLRAPI mRNA’smma baglanabildigi, karacigerde LDLRAPI ekspresyonunu inhibe

ederek fare plazmasindan LDL’nin uzaklastirilmasini azalttig1 gosterilmistir (Zhang 2012).

Yapilan bir diger calismada ise insan siitii orneklerinin yiiksek seviyelerde ath-
miR166a, pab-miR951, ptc-miR472a ve bdi-miR168 igerdigi, domuz meme siitii
eksozomlarinin da yliksek miktarda zma-miR168a, zma-miR156a ve ath-miR166a icerdigi
tespit edilmistir. Zhang ve ark. (2012) yaptiklari, insan serumunda besinsel miRNA
caligmasiyla uyumlu olarak; anne siitiinde de MIR166a, MIR168a, MIR167d ve MIR156a
benzer sekilde yiiksek tespit edilmistir (Lukasik 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihazlar Dist
Aragtirmalar Etik Kurulu'nun 06.11.2015 tarihli ve 2015/342 sayili kararinca
onaylanmastir.

3.1.1. Hastalarin secimi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Jinekoloji poliklinigine
kontrol amaci ile basvurmus, laktasyonunun 1- 12 aylar1 arasinda olan ve giinliik
diyetlerinde bugday, piring, soya, domates ve elmadan bir veya birkacini tiiketen 18 yas
tistli 12 goniillii ve saglikli anne calismaya dahil edilmis ancak 11 hasta {izerinde ¢alisma
gergeklestirilmistir (10 numarali hasta numunelerin yetersiz olmasi nedeni ile ¢alismadan
cikarilmistir). Calismaya katilan tiim anneler caligma hakkinda bilgilendirilerek yazili
onaylart alinmistir. Calisma i¢in demografik bilgileri iceren bir anket hazirlanmistir.
Annelerin yagsi, boyu, kilosu, gebelik sayisi, laktasyon haftasi, bahsi gecen besinleri ne
siklikta tiikettikleri ve en son kag¢ saat Once tiikettikleri hazirlanan anket ile belirlenmistir.
Calismada, anneler bilgilendirilip onaylar1 alindiktan sonra rutin analizler i¢in verdikleri
vendz kandan artan numune ve anne siitii kullanilmistir.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri;

18 yas ve lizeri olan anneler

Laktasyonun 1-12 aylar1 arasinda olan anneler

Herhangi bilinen saglik problemi olmayan anneler

Giinliik diyetlerinde bugday, piring, elma, domates ve soyadan en az birini tiiketen anneler

Arastirmadan dislanma Kriterleri;
Laktasyonun 1. ayindan 6nce veya 12. ayindan sonra olan anneler
Bilinen saglik problemi olan anneler

Belirtilen besinleri tiiketmeyen anneler
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3.1.2. Plazma ve Siit Numunelerinin Eldesi

Alinan kan numuneleri 2000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant
kisimdan Iml alinarak yeni bir tiipe aktarilmistir. Alinan bu kisim tekrar 2000g’de 10
dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimdan alinan numune kapakli ependorf tiiplere
konularak ¢alismaya kadar -80 derecede saklanmistir. Siit 6rnekleri 2000 g’de 10 dakika
santrifiij edilerek tstte kalan lipid igerigi yiiksek kisim ependorf tiipe aktarilmistir. Lipid
kismin altinda kalan siit lipid alt1 kism1 da ayr1 bir ependorf tiipe alinarak bu kisim tekrar
2000g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi lipid alt1 kism1 ayr1 bir ependorf
tipe aktarilmigtir. Siit lipid ve lipid alti kisimlar1 da c¢aligmaya kadar -80 derecede
saklanmigtir. Alinan numunelerden RT-PCR yontemi ile domates (Solanum lycopersicum-
sly), elma (Malus domestica-mdm), piring (Oryza sativa-osa), soya (Glycine max-gma) ve
bugday (Triticum aestivum-tae) kaynaklt miRNA (osa-miR168a-3p/168a-5p/156a, gma-
miR156b/1520d, tae-miR167a/167b/159a/159b, sly-miR156a/169b/169c, mdm-
miR1711/7121d/858/399a) analizi yapilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar:
- New Brunswick U570 marka -80 °C’ lik derin dondurucu
—> Eppendorf marka santrifiij cihazi

—> Axygen marka ayarlanabilir otomatik pipetler

- Applied Biosystems StepOnePlus RT-PCRcihazi

3.1.4. Kullanilan Malzemeler:
- GeneAll, Hybrid-R miRNA izolasyon kiti (Cat n0:325-150, Lot no: 325151L.09024)
—> HyperScript First strand synthesis Kit , Cat n0:601-005

- 2X SYBR GREEN MASTER MIX (Cat No:801-520, Lot no:QP116G25001)

3.2 Yontem

Calismada 11 plazma, 11 siit lipid kism1 ve 11 siit lipid alt1 kism1 olmak {izer toplam 33

numunde miRNA analizi gerceklestirilmistir.
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Ozet:

Ornekler miRNA’ya 6zgii bir kit kullanilarak izole edilmistir.

Ornekler izole edildikten sonra -80°C de saklanmistir.

16 adet miRNA ve kontrol primeri (U6 ) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Stem-loop primerleri kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir(Bu miRNA’lara 6zgiin stem-
loop primerleri dizayn edilmistir. Bu primerler ; miRNA’dan — c¢cDNA sentezi yaparken
miRNA dizisi ile spesifik baglandigi icin en glivenilir yontem olarak kabul edilmektedir.
Elde edilen miRNA’lardan her bir miRNA’ya 6zgii primerler kullanilarak cDNA sentezi
yapilmistir. Elde edilen cDNA lardan SYBR Green temelli Real Time PCR kurulmustur.

Ornekler 2 tekrarli olarak ¢aligiimistir.

3.2.1 miRNA izolasyonu
GeneAll, Hybrid-R miRNA (Cat n0:325-150, Lot no: 32515L09024) kullanilarak miRNA

izolasyonu yapilmustir.

Protokol

. 200uL serum+ 500uL RiboEx pipetaj yaparak eklendi( RiboEx igerdigi fenol ve guanidin

tuzu ile hiicreyi hizla pargalar ve niikleazlar inaktive eder).

. 5 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

1,5ml lik tiip iizerine 100ul kloroform eklendi. Kloroform RiboEx ve serum ornegine
karigmasi icin alt {ist yapilarak 2 dk oda 1sisinda bekletildi.(Kloroform ile elde etti§imiz
lizat sulu ve organik faza kolayca ayrilir).

12.000g de dk 4°C de santrifiij yapilarak sulu faz bagka bir eppendorfa aktarildi (DNA ve

protein ara fazda ve organik fazda kalirken, total RNA sulu fazda bulunur).

. Alman sulu faz kadar iizerine %50 ethanol eklenir. Pipetaj yapilir. Vorteks yapilmaz bu

asamada.

. Elde edilen mix type B (kirmiz1 kapakli olan) kolona aktarilir. 700pL olacak sekilde

aktarilir (Burada biiyiik RNA membrana baglanirken , kiiciik RNA lar kolondan asagi
dogru iner).
11.000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

. Altta kalan tiipiin {izerine kalan sivinin hacmi kadar %100 ethanol eklenir. Pipetaj yapilir.

Vorteks yapilmaz.
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10.

11

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

Bu karisim (yaklasik 650uL) type W kolona aktarilir(Bu kolon kiicik RNA larin
baglanmasini saglar).

11.000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

. Not : Geriye kalan 6rnek varsa 9-10.basamaklar tekrarlanir.

12.

Collection tiip yenisi ile degistirilir ve lizerine 500uL RBW Buffer eklenir (Bu basamakta
deterjan igeriginde bulunan yikama basamagi gerceklestirilir. Bdylece membrana
baglanmis olan kiigiik RNA disindaki artiklar uzaklastirilir).

11.000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

Collection tiip yenisi ile degistirilir ve iizerine S00uL RN'W Buffer eklenir.

11.000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

Collection tiip yenisi ile degistirilir ve tizerine S00uL RN'W Buffer eklenir.

11.000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

Collection tiip yenisi ile degistirilir ve lizerine hicbirsey eklenmeden 11.000rpm de 2 dk
santrifiij edilir (Herhangi bir yikama buffer kalmasina karsi boyle bir 6nlem alinir).

Daha sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde 50ul. RNase-free su eklenir. 2dk
oda sicakliginda bekletilir.

11.000rpm de 2 dk santrifiij edilir.

Elde edilen 6rnek -20°C ye aktarilir.

3.2.2 Primer Dizaym

Kontrol olarak U6 gen bolgesine ait diziler kullanilmistir.

Belirtilen diziler internetten bulunmustur. Varkonyi-Gasic E. ve ark (2011)
makalesi kaynak alinarak RT, Forward ve Reverse primerleri dizayn edilmistir. Diziler

asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: miRNA'larin RT, Forward ve Reverse primer baz dizilimleri

osa-miR168a-3p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATTCAC
osa-miR168a-3p-F ATTGAGATCCCGCCTTGCA

osa-miR168a-3p-R AGTGCAGGGTCCGAGG

osa-miR168a-3p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTCCCG
osa-miR168a-5p-F ATTGCTCGCTTGGTGCAGA

osa-miR156a-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTGCTC
osa-miR156a-F AGCCTGACTGACAGAAGAGA
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gma-miR156b-RT
gma-miR156b-F

gma-miR1520D-RT
gma-miR1520D-F

tae-miR-167a-RT
tae-miR-167a-F

tae-miR-167b-RT
tae-miR-167b-F

tae-miR-159a-RT
tae-miR-159a-F

tae-miR-159b-RT
tae-miR-159b-F

sly-miR156a-RT
sly-miR156a-F

sly-miR169b-RT
sly-miR169b-F

sly-miR169¢-RT
sly-miR169c¢c-F

mdm-miR171i-RT
mdm-miR171i-F

mdm-miR7121d-RT
mdm-miR7121d-F

mdm-miR858-RT
mdm-miR858-F

mdm-miR399a-RT
mdm-miR399a-F

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGTGCT
TCCAGCTGACAGAAGAGAGA

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTGTCA
GTCAGCATCAGAACATGACAC

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAGATC
ATCATGAAGCTGCCAGCA

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAGATC
AGTCATGAAGCTGACAGCA

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGAGC
TCAGCTTTGGATTGAAGGGA

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGAGC
TCAGCTTTGGATTGAAGGGA

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTGCTC
GTCAGCTTGACAGAAGATAG

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGGCA
CATTGTAGCCAAGGATGAC

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCGGCA
ATTGCAGCCAAGGATGACT

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGAGTGA
CGATGAGCCGAACCAATATC

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAGGG
GATTGCTCCTCTTGGTGA

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAGGT
GACAGTTTCGTTGTCTGTTC

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGGGC
TGACTGCCAAAGGAGAATTG
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3.2.3 cDNA Sentezi

Elde edilen miRNA ile complementer DNA (cDNA)sentezi yapilmistir. Calismada

HyperScript First strand synthesis Kit (Cat no:601-005) kullanilmistir.

Tablo 3.2. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler

Bilesenler

NF Water 8 ul
Stem-loop primer 1l
10mMdNTP 1l
miRNA 4 ul
Total 14 pl

1. 65°C’de 5 dakika bekletilerek primer denatiirasyonu saglanmustir.

2. Hemen buz iizerine alinmistir.

Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler (2. asama)

Bilesenler

10X First S.Buffer 2 ul
0,IM DTT 2 ul
Enzim 1 ul
RNaz Inhibitor(40U/ ul) 1l

3. Hazirlanan mix 6 pl olarak her bir 6rnek iizerine dagitilmistir.

Tablo 3.4. cDNA sentezi i¢in termal dongii cihazinda uygulanan prosediir

NOT: Her 6rnegin kendi stem-loop primeri ile cDNA s1 yapilmuistir.

16°C 30dakika
30°C 30 saniye
42°C 30 saniye
60X
50°C 1 saniye
85°C 5 dakika
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3.2.4 Real Time PCR Protokol

Tablo 3.5. RT-PCR i¢in gerekli olan bilesenler ve hacimleri

PCR Bilesenleri I1X
2X SYBR GREEN MASTER MIX 10pL
(Cat No:801-520, Lot
no:QP116G25001)

F(10pm) IuL
R(10pm) IuL
ROX 1,5uL
cDNA SuL
WATER 1,5uL
Total 20pL

Tablo 3.6. RT-PCR i¢in termal dongii cihazinda uygulanan prosediir

PCR KOSULLARI
95°C 10
dakika
95°C 15saniye
X40
60°C 1 dakika

Calisma; Applied Biosystems StepOnePlus cihazi ile yapilmistir.
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Plate Dizayni

Tablo 3.7. Orneklerin plate iizerindeki yerlesimi
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3.3 RT-PCR Verilerinin Rélatif Ol¢ciim Teknigi ile Degerlendirilmesi (Z’AACT Yontemi)

RT-PCR sonras1 veriler iki sekilde degerlendirilebilmektedir. Ilki mutlak 6l¢iim diye
tanimlanan ve PCR sinyalini bir referans materyale ait standart egriyle karsilastirarak
transkripte olan genetik materyalin kopya sayisini veren yontemdir. ikincisi ise rolatif
Ol¢iimdiir. Rolatif degerlendirmede hedef genetik materyalde meydana gelen degisimi
ortaya koymak i¢in ayni reaksiyon igerisinde kontrol grubu kullanilir. Karsilastirilmali

durumlarda tam kopya sayisini bilmek gerekli degildir. (Livak 2001).

Bu calismada rdlatif dlglim teknigini kullanilmistir. miRNA's1 ¢alisilan besinleri
tilketmeyen kisilerde miRNA saptanamayacagi i¢in kontrol grubunun esik degerleri (cycle
treshold-CT) 0 olarak kabul edilmis ve hesaplamalar buna gore yapilmistir. Ayrica her bir
hastaya ait plazma, siit lipid ve lipid alt1 fraksiyonlar1 kendi ig¢lerinde karsilastirilarak
miRNA igerikleri kiyaslanmigtir. Tiim bu degerlendirmelerde 1.5 kat ve {izeri olan artiglar

anlamli olarak kabul edilmistir.

miRNA seviyelerinin rolatif kantitasyonu igin referans olarak small nuclear RNA
ailesinin bir iiyesi olan U6 kullanilmistir. U6, mRNA seviyesinin insan viicudundaki ¢ogu
sistemde nispeten sabit diizeyde kaldigi, tiimor enfeksiyon gibi ¢esitli durumlardan
etkilenmedigi gosterilmis olup referans gen olarak yapilan calismalarda sik kullanilan

genetik materyallerden biridir ( Schaefer 2010, Sanders 2012).
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3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde 2°“" degerleri Kruskal Wallis testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Bu degerler ortanca, alt ¢eyrek ve iist ¢eyrek olarak verilmistir. Ortanca

degerleri 1.5 kat ve lizerinde olan sonuglar1 anlamli kabul edilmistir.

Yas, kilo, boy ve laktasyon siiresi degerlerinin ortalama ve standart sapmalarini
hesaplanilmistir.Gebelik sayisi ve dogum haftalar1 gibi degerler ise frekans ve ylizde olarak

verilmistir.

3.5 Cahsilan miRNA'larin Insanlarda Eslestisi mRNA'larin ve Etki Edebilecegi
Yolaklarin Tespiti

Calisilan  besinsel miRNA'larin  baz  dizilimleri miRNA  veri tabanindan
(www.mirbase.org) belirlenmistir. mRNA veri tabaninda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
bu miRNA'larin insanlarda yiiksek oranda komplementerlik gosterdigi mRNA'lar
belirlenerek komplementerligin mRNA'nin hangi bolgesini kapsadigir analiz edilmistir.
Ardindan 5'UTR (UTR: translasyona ugramayan bolge) veya 3'UTR kisimlar1 besinsel
miRNA'lar ile komplementerlik gosteren mRNA'lar secilerek, yer aldigi yolaklar KEGG
(www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve DAVID (https://david.ncifctf.gov) yolak veri

tabanlarinda analiz edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Calismaya laktasyonunun 1-12 aylarinda olan 11 saglikli anne dahil edilmistir. Annelerin
ortalama yaslarinin 30,4 (4.6 SD) yil, kilolar1 65,6 kg (£9.2 SD), boylar1 163,6cm (4.1
SD) oldugu ve laktasyonunun ortalama 7,5 ayinda (£ 2.1 SD) oldugu goriilmiistiir.
Annelerin 5 tanesinin (%45.45) 1., 5 tanesinin (%45.45) 2., ve 1 tanesinin (%9.1) 3.
gebeligi oldugu ve 9'unun (%81.8) 37-40 haftalar1 arasinda, 2 tanesinin (%18.18) ise 37

hafta dncesinde dogum yaptig1 belirlenmistir.

Hastalarin besinleri son tliketim saati (Tablo 4.1) ve tliketim sikliklar1 (Tablo 4.2)

verilmigtir.

Tablo 4.1. Hastalarin besinleri son tiiketim saati (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12 hasta

numaralari)
1 saat once 3 saat Once 6 saat once 12 saat once | 24 saat 6nce

Domates 12 3,5,6,8,9 |2,11 11,4 7
Elma 2,5,6, 8,09, 1,3 4

12
Piring 1,6 4,12 2,3,7,8,9
Bugday 4 2,3,56,7,|1 11

8,9,12
Soya 5,6 3,11 8, 12
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Tablo 4.2. Hastalarin besinleri tiikketme siklik ve miktarlari

Hasta no: Domates Elma Piring Bugday Soya

1 Haftada 3 kez Haftada 3 kez Haftada 1 kez Her giin Belirtilmemis
1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon Giinde 3 porsiyon

2 Her giin Haftada 3 kez Haftada 3 kez Her giin Belirtilmemis
Giinde 2 porsiyon | 1 porsiyon 1 porsiyon Giinde 3 porsiyon

3 Haftada 3 kez Haftada 3 kez Haftada 1 kez Her giin Haftada 1 kez
1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon Giinde 3 porsiyon | 1 porsiyon

4 Her giin Haftada 1 kez Haftada 1 kez Her giin Haftada 1 kez
Giinde 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon Giinde 3 porsiyon | 1 porsiyon

5 Haftada 3 kez Her giin Haftada 1 kez Haftada 3 kez Haftada 1 kez
1 porsiyon Giinde 1 porsiyon | 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon

6 Haftada 3 kez Haftada 3 kez Haftada 1 kez Haftada 3 kez Haftada 1 kez
1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon

7 Her giin Haftada 3 kez Haftada 3 kez Her giin Haftada 1 kez
Giinde 1 porsiyon | 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon

8 Haftada 3 kez Haftada 1 kez 2 haftada 1 Haftada 2 kez 2 haftada 1
1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon

9 Her giin Haftada 3 kez Haftada 3 kez Her giin Belirtilmemis
Giinde 1 porsiyon | 1 porsiyon 1 porsiyon Giinde 3 porsiyon

11 Her giin Belirtilmemis Belirtilmemis Her giin Haftada 1 kez
Giinde 1 porsiyon 1 porsiyon 1 porsiyon

12 Her giin Her giin Haftada 3 kez Her giin Haftada 1 kez
Giinde 2 porsiyon | Giinde 2 porsiyon | 1 porsiyon Giinde 2 porsiyon | 1 porsiyon

31




4.2. Analiz Sonuclar ve Istatistiksel Degerlendirme

Sly-miR169¢ (Domates)

Tablo 4.3: Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde sly-miR169¢ ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 272" degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: siit lipid )

Sly-miR169¢ (Domates)

Hasta No P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT _ |S-ACT _ |L-ACT | P2*CT | gpCT [t
1 21,84 31,53 22,19 26,56 22,38 25,91 -9,69 -4,37 -3,54 823,69 (20,63 11,61
2 21,00 31,05 20,26 27,99 21,40 28,43 10,05 [-7,73 -7,03 1057,45 |211,89  |130,94
3 20,97 31,17 20,41 27,44 22,61 25,84 -1020  [-7,03 -3,23 177,52 |130,61  ]9,39
4 20,63 31,44 21,27 29,67 22,92 27,35 -10,81 -8,40 -4.43 1800,17 |338,19  [21,57
5 21,21 30,82 21,84 31,03 21,62 27,79 9,61 9,19 -6,18 782,37 582,16  |72,30
6 21,91 31,40 20,74 28,24 23,46 24,20 -9,49 -7,50 -0,74 716,93 |18120 |1,67
7 20,36 30,86 20,85 28,09 22,72 27,72 10,50  |-7,24 -4,99 1452,93  |150,83  |31,87
8 21,68 30,52 22,88 27,96 22,56 24,52 -8,84 -5,08 -1,96 45845 33,76 3,90
9 20,91 31,03 22,20 27,93 22,21 25,28 10,12 [-5,73 -3,07 111,41 |52,92 8,42
10 19,90 30,98 23,34 28,16 23,07 26,56 11,08 |-4,82 -3,49 2161,07 [28,22 11,20
11 20,15 31,03 21,96 27,66 22,86 26,71 -10,88  [-5,70 -3,85 1884,96 | 52,04 14,44
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Tablo 4.4: Sly-miR169c¢'nin plazma, siit lipid alt: ve siit lipid drneklerinde 2**“" ortanca, alt

ceyrek ve st geyrek degerleri

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Sly-miR169c¢ | Plazma (n=11) 1111.4 782.4 1800.2
(Domates) Siit lipid alt1 (n=11) | 130.6 33.8 211.9
n=33 Siit lipid (n=11) | 11.6 8.4 31.9

p<0.001

Sly-miRN169¢'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid rneklerinde 27" degerleri 1.5
katin {izerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, varyans analizi ile bu {i¢ gruba ait

farklilik anlamli bulunmustur (p<0.001).

SlymiR169¢ (Domates)
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Sekil 4.1. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerindeki sly-miR169c 224" degerlerinin
dagilimi

33



SlymiR169¢c (Domates)
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Sekil 4.2. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid sly-miR169¢c 24T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Sly-miR156a (Domates)

Tablo 4.5. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde sly-miR156a ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 22" degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: stit lipid )

Sly-miR156a (Domates)

HastaNo: |P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT  [S-ACT |L-ACT |P2*CT [§ 2T [T
1 26,50 31,53 26,74 26,56 25,48 25,91 -5,03 0,19 0,43 32,71 0,88 1,35
2 22,44 31,05 25,54 27,99 26,07 28,43 -8,60 2,45 2,36 388,93  |547 5,15
3 21,95 31,17 26,48 27,44 28,83 25,84 9,22 -0,96 2,99 59429 |1,94 0,13
4 24,80 31,44 2425 29,67 28,98 27,35 -6,64 5,42 1,63 100,02 |42,82 0,32
5 23,24 30,82 26,04 31,03 26,00 27,79 7,58 -4,99 -1,79 191,41  [31,72 3,47
6 23,61 31,40 2426 28,24 29,65 24,20 7,79 -3,98 5,45 221,37 |15,80 0,02
7 23,61 30,86 22,53 28,09 27,88 27,72 7,25 -5,56 0,17 152,51  |47,04 0,89
8 2423 30,52 25,05 27,96 28,36 24,52 6,29 2,91 3,84 78,13 7,50 0,07
9 27,21 31,03 24,93 27,93 27,94 25,28 -3,82 -2,99 2,66 14,13 7,96 0,16
10 28,29 30,98 23,43 28,16 27,16 26,56 2,69 -4,73 0,61 6,44 26,58 0,66
11 2921 31,03 23,43 27,66 28,70 26,71 -1,82 4,23 1,99 3,54 18,77 0,25
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Tablo 4.6. Sly-miR156a'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 22T ortanca, alt

ceyrek ve st geyrek degerleri

Ortanca Alt geyrek Ust Ceyrek
Sly-miR156a | Plazma (n=11) 100.0 14.1 221.4
(Domates) Siit lipid alt1 (n=11) | 15.8 5.5 31.7
n=33 Siit lipid (n=11) | 0.3 0.1 1.4

p<0.001

Sly-miR156a'min plazma ve siit lipid alti rneklerinde 24T degerleri 1.5 katin
iizerinde olmas1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22" degerleri 1.5
katin altinda bulunmustur. Sly miR156a'nin siit lipid kisminda bulunmadig1 kabul edilmistir.
CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli  bir ekspresyon degeri
bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilagtirmada gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.3. Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR156a 22T degerlerinin

dagilimi
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Sekil 4.4. Her bir vakaya ait plazma, sit lipid alti ve siit lipid sly-miR156a 24T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Sly-miR169b (Domates)

Tablo 4.7. Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde sly-miR169b ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 224" degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: stit lipid )

Sly-miR169b (Domates)

Hasta No P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT  |L-ACT |P-2**CT |§-24CT | pacT
1 32,25 31,53 31,37 26,56 31,65 25,91 0,73 4,81 5,73 0,60 0,04 0,02
2 30,43 31,05 31,27 27,99 32,58 28,43 0,61 3,28 4,15 1,53 0,10 0,06
3 30,03 31,17 32,67 27,44 34,44 25,84 -1,14 524 8,60 2,20 0,03 0,00
4 29,49 31,44 30,67 29,67 34,27 27,35 -1,95 1,00 6,91 3,86 0,50 0,01
5 30,56 30,82 30,10 31,03 33,38 27,79 0,26 -0,93 5,58 1,20 1,90 0,02
6 30,13 31,40 30,18 28,24 28,67 24,20 -1,27 1,93 4,47 2,42 0,26 0,04
7 29,36 30,86 30,09 28,09 31,90 27,72 -1,51 2,00 4,18 2,84 0,25 0,06
8 30,78 30,52 30,13 27,96 32,40 24,52 0,26 2,17 7,88 0,84 0,22 0,00
9 30,98 31,03 30,19 27,93 29,83 2528 -0,05 2,27 4,54 1,04 021 0,04
10 30,95 30,98 28,32 28,16 32,29 26,56 0,03 0,16 5,73 1,02 0,89 0,02
11 29,71 31,03 31,04 27,66 33,47 26,71 -1,32 3,38 6,76 2,50 0,10 0,01
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Tablo 4.8. Sly-miR169b'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde

ceyrek ve st geyrek degerleri

2-AACT

ortanca, alt

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Sly-miR169b | Plazma (n=11) 1.5 1.02 2.5
(Domates) Siit lipid alt1 (n=11) | 0.2 0.1 0.5
n=33 Siit lipid (n=11) | 0.01 0.008 0.04
p<0.001

Sly-miR169b'nin plazma orneklerinde 27T degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi

nedeniyle anlamh kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 2**“" degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Sly miR169bnin siitte bulunmadigi kabul edilmistir. Siit

orneklerinde CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlaml

bulunmustur (p<0.001).

SlymiR169b (Domates)

slymiR169b
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Sekil 4.5. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR169b 22T degerlerinin

dagilimi
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Sekil 4.6. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid sly-miR169b 24T

degerlerinin

karsilastirilmasi
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Mdm-miR399a (Elma)

Tablo 4.9. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR399a ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 2™**“T degerleri (P: plazma, S: siit

lipid alt1, L: stit lipid )

Mdm-miR-399a (Elma)

Hasta no P-CT P-U6-CT | S-CT S-U6-CT | L-CT L-U6-CT |P-ACT  |S-ACT |L-ACT [P-2CT |g2ACT | p"AcT
1 31,45 31,53 32,03 26,56 31,74 25,91 -0,08 5,48 5,83 1,06 0,02 0,02
2 32,62 31,05 31,71 27,99 31,67 28,43 1,57 3,72 324 0,34 0,08 0,11
3 32,04 31,17 31,27 27,44 32,52 25,84 0,87 3,83 6,68 0,55 0,07 0,01
4 32,16 31,44 31,70 29,67 32,45 27,35 0,72 2,03 5,10 0,61 0,25 0,03
5 31,45 30,82 31,21 31,03 31,58 27,79 0,63 0,18 3,79 0,65 0,88 0,07
6 32,01 31,40 31,50 28,24 32,74 24,20 0,61 3,25 8,54 0,66 0,10 0,00
7 32,36 30,86 31,42 28,09 31,59 27,72 1,50 3,34 3,87 0,35 0,10 0,07
8 32,85 30,52 31,15 27,96 31,57 24,52 2,33 3,19 7,05 0,20 0,11 0,01
9 32,40 31,03 31,13 27,93 31,68 25,28 1,37 3,20 6,39 0,39 0,11 0,01
10 33,11 30,98 31,75 28,16 32,44 26,56 2,13 3,59 5,88 0,23 0,08 0,02
11 30,94 31,03 30,85 27,66 33,47 26,71 -0,09 3,19 6,76 1,07 0,11 0,01

Mdm-miR399a'nin plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerinde 2T degerleri 1.5 katin altinda olmasi nedeniyle anlamsiz kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri bulunmamastir.
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Mdm-miR858 (Elma)

Tablo 4.10. Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR858 ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 22" degerleri (P: plazma, S:
stit lipid alt1, L: siit lipid )

Mdm-miR858 (Elma)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT  |S-ACT  |L-ACT |P-2"CT | g 284CT [T
1 35,43 31,53 33,39 26,56 31,68 25,91 3,90 6,83 5,76 0,07 0,01 0,02
2 34,99 31,05 33,64 27,99 34,93 28,43 3,94 5,65 6,49 0,07 0,02 0,01
3 34,39 31,17 34,33 27,44 34,11 25,84 322 6,89 8,27 0,11 0,01 0,00
4 34,24 31,44 33,81 29,67 34,51 27,35 2,80 4,14 7,16 0,14 0,06 0,01
5 33,72 30,82 33,88 31,03 35,21 27,79 2,90 2,85 7,41 0,13 0,14 0,01
6 34,67 31,40 34,33 28,24 32,52 24,20 3,27 6,08 8,32 0,10 0,01 0,00
7 34,45 30,86 34,06 28,09 34,69 27,72 3,59 5,97 6,97 0,08 0,02 0,01
8 33,54 30,52 34,40 27,96 34,67 24,52 3,02 6,44 10,15 0,12 0,01 0,00
9 34,43 31,03 33,70 27,93 31,64 25,28 3,40 5,78 6,36 0,09 0,02 0,01
10 33,94 30,98 34,46 28,16 34,47 26,56 2,96 6,30 791 0,13 0,01 0,00
11 34,03 31,03 34,46 27,66 34,82 26,71 3,00 6,80 8,11 0,13 0,01 0,00

Mdm-miR858'in plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid orneklerinde 2" degerleri 1.5 katin altinda olmasi nedeniyle anlamsiz kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri bulunmamastir.
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Mdm-miR7121d (Elma)

Tablo 4.11. Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR7121d ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 2*“T degerleri (P: plazma, S:

stit lipid alt1, L: siit lipid )

Mdm-miR7121d (Elma)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT  |S-ACT  |L-ACT |P-2"CT g p#AcT et
1 27,44 31,53 27,54 26,56 26,65 2591 4,09 0,98 0,74 17,00 0,51 0,60
2 26,80 31,05 26,50 27,99 26,22 28,43 4,24 -1,49 221 18,95 2,81 4,64
3 26,12 31,17 28,03 27,44 28,17 25,84 -5,05 0,60 2,33 33,02 0,66 0,20
4 26,21 31,44 27,84 29,67 27,75 27,35 -5.23 -1,83 0,40 37,59 3,56 0,76
5 26,02 30,82 28,30 31,03 27,81 27,79 4,80 2,73 0,02 27,80 6,62 0,99
6 25,30 31,40 28,13 28,24 27,86 24,20 6,10 -0,11 3,66 68,66 1,08 0,08
7 26,67 30,86 28,15 28,09 28,99 27,72 4,19 0,06 1,27 18,21 0,96 0,41
8 27,85 30,52 27,54 27,96 40,84 24,52 2,67 -0,42 16,32 6,38 1,33 0,00
9 27,97 31,03 27,09 27,93 27,85 25,28 -3,06 -0,83 2,57 8,33 1,78 0,17
10 27,32 30,98 26,97 28,16 28,09 26,56 -3,66 -1,19 1,54 12,63 2,29 0,34
11 27,38 31,03 26,86 27,66 28,24 26,71 -3,65 -0,79 1,53 12,56 1,73 0,35
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Tablo 4.12. Mdm-miR7121d'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde

alt ceyrek ve iist ceyrek degerleri

-AACT
28AC ortanca,

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Mdm-miR7121d | plazma (n=11) 18.2 12.6 33.0
(Elma) Siit lipid alt1 (n=11) | 1.7 0.96 2.8
n=33 Siit lipid (n=11) 0.35 0.17 0.76
p<0.001

Mdm-miR7121d'nin plazma ve siit lipid alti 6reklerinde 2*“" degerleri 1.5 katin

{izerinde olmas1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22T degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Mdm-miR7121d'nin siit lipid kisminda bulunmadig kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamhi bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlaml

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.7. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerindeki mdm-miR7121d  2724¢T
degerlerinin dagilimi1
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Sekil 4.8. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid mdm-miR7121d 24T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Mdm-miR171i (Elma)

Tablo 4.13. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde mdm-miR171i ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 27" degerleri (P: plazma, S:

stit lipid alt1, L: siit lipid )

Mdm-miR171i (Elma)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT |L-ACT |P-2*CT [§244CT | -p*AcT
1 24,86 31,53 23,39 26,56 23,38 2591 -6,67 -3,16 2,53 102,02 |8,95 5,79
2 21,67 31,05 21,55 27,99 23,53 28,43 -9,38 -6,44 491 66524 86,83 30,01
3 19,91 31,17 21,56 27,44 27,07 25,84 -11,26  |-5,88 1,23 2451,64 |58,76 0,42
4 23,32 31,44 23,03 29,67 26,71 27,35 -8,12 -6,64 0,64 277,63 199,49 1,56
5 21,76 30,82 20,98 31,03 24,36 27,79 9,06 -10,05 3,44 532,80 | 1060,31 |10,85
6 2325 31,40 20,03 28,24 28,66 24,20 -8,15 8,22 4,46 283,63 297,33 10,05
7 23,50 30,86 20,97 28,09 24,37 27,72 7,37 7,11 3,34 164,97 |13835 |10,14
8 21,09 30,52 22,73 27,96 25,17 24,52 9,43 522 0,65 689,44 |37,39 0,64
9 22,69 31,03 27,58 27,93 26,33 25,28 -8,34 0,34 1,05 32327 |1,27 0,48
10 21,24 30,98 23,44 28,16 24,39 26,56 9,74 4,72 2,17 852,17  |26,37 4,50
11 28,86 31,03 22,72 27,66 26,35 26,71 2,17 4,94 0,37 4,50 30,68 1,29
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Tablo 4.14. Mdm-miR171i'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde

Q-AACT ortanca,
alt ceyrek ve iist ceyrek degerleri
Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Mdm-miR171i  |'plazma (n=11) 3233 165 689.4
(Elma) Siit lipid alt1 (n=11) | 58.8 26.4 138.4
n=33 Siit lipid (n=11) 1.6 0.5 10.1
p<0.001

Mdm-miR171i'nin plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde 2" degerleri 1.5

katin lizerinde olmasi1 nedeniyle anlaml1 kabul edilmis olup, varyans analizi ile bu {i¢ gruba ait

farklilik anlaml1 bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.9. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki mdm-miR171i 22*“T degerlerinin

dagilimi
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Sekil 4.10. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid mdm-miR171i 224¢T
degerlerinin karsilastirilmasi
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Osa-miR168a-3p (Pirinc)

Tablo 4.15. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde osa-miR 168a-3p ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 2T degerleri (P: plazma, S:

stit lipid alt1, L: siit lipid )

Osa-miR168a-3p (Pirin¢)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT |L-ACT |[P-2"CT g1 et
1 29,75 31,53 28,75 26,56 30,44 25,91 -1,78 2,19 4,52 3,44 0,22 0,04
2 29,50 31,05 30,23 27,99 30,10 28,43 -1,55 2,24 1,66 2,93 0,21 0,32
3 29,72 31,17 29,86 27,44 30,26 25,84 -1,45 2,43 4,42 2,73 0,19 0,05
4 29,67 31,44 30,28 29,67 30,76 27,35 -1,78 0,61 3,40 3,42 0,66 0,09
5 29,57 30,82 30,82 31,03 30,53 27,79 -1,25 -0,21 2,73 2,38 1,15 0,15
6 29,55 31,40 30,48 28,24 30,72 24,20 -1,85 2,23 6,52 3,61 0,21 0,01
7 29,84 30,86 29,74 28,09 30,23 27,72 -1,03 1,66 2,52 2,04 0,32 0,17
8 29,66 30,52 30,16 27,96 30,14 24,52 -0,86 2,20 5,62 1,82 0,22 0,02
9 29,03 31,03 29,55 27,93 30,65 25,28 -2,00 1,63 5,37 3,99 0,32 0,02
10 28,66 30,98 29,41 28,16 32,68 26,56 -2,32 1,25 6,13 5,00 0,42 0,01
11 29,53 31,03 29,97 27,66 30,31 26,71 -1,51 2,31 3,60 2,84 0,20 0,08
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Tablo 4.16. Osa-miR168a-3p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 2747

ortanca, alt ceyrek ve iist geyrek degerleri

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Osa-miR168a-3p | Plazma (n=11) 2.9 2.4 3.6
(Piring) Siit lipid alt1 (n=11) | 0.22 0.21 0.4
n=33 Siit lipid (n=11) 0.05 0.02 0.15

p<0.001

Osa-miR168a-3p 'nin plazma o6rneklerinde 2AACT degerleri 1.5 katin {izerinde olmasi

nedeniyle anlaml kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 27T degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Osa-miR168a-3p'nin siitte bulunmadig1 kabul edilmistir. Siit

orneklerinde CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilagtirmada gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.11. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid orneklerindeki osa-miR168a-3p 24T

degerlerinin dagilimi
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OsamiR168a3p (Piring)
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Sekil 4.12. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid osa-miR168a-3p 24T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Osa-miR168a-5p (Pirinc)

Tablo 4.17. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde osa-miR 168a-5p ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 2T degerleri (P: plazma, S:
stit lipid alt1, L: siit lipid )

Osa-miR-168a-5p (Piring)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT | L-CT L-U6-CT |P-ACT  |S-ACT  |L-ACT |P2*¢"T |§2CT | L-2™¢T
1 24,16 31,53 23,63 26,56 23,68 2591 7,37 2,92 2,23 165,88 |7,59 4,70
2 22,88 31,05 23,00 27,99 24,03 28,43 -8,16 4,99 4,40 286,70  |31,78 21,19
3 22,88 31,17 23,34 27,44 24,04 25,84 8,29 4,10 -1,80 313,96  [17,13 3,49
4 22,66 31,44 23,37 29,67 24,24 27,35 -8,78 -6,30 -3,12 440,43  |78,74 8,67
5 22,92 30,82 23,51 31,03 23,29 27,79 -7,90 7,51 4,50 238,81 |182,59 [22,62
6 23,08 31,40 24,11 28,24 24,99 24,20 8,32 4,14 0,79 319,07 |17,61 0,58
7 22,93 30,86 23,00 28,09 24,04 27,72 7,94 -5,09 -3,68 24498 (33,96 12,81
8 23,39 30,52 23,51 27,96 2391 24,52 7,13 4,45 0,61 140,38 |21,83 1,53
9 22,91 31,03 23,76 27,93 25,12 25,28 -8,12 4,16 0,16 278,34 |17,94 1,12
10 22,92 30,98 23,07 28,16 22,84 26,56 -8,06 -5,09 3,72 266,52 34,08 13,18
11 22,59 31,03 23,32 27,66 24,55 26,71 -8.,44 4,34 2,17 347,35 20,21 4,49
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Tablo 4.18. Osa-miR168a-5p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 2747
ortanca, alt ceyrek ve iist geyrek degerleri

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Osa-miR1682-5p | Plazma (n=11) 278.3 238.8 319.1
(Piring) Siit lipid alt1 (n=11) | 21.8 17.6 34.1
n=33 Siit lipid (n=11) 47 1.5 132
p<0.001

Osa-miR 168a-5p min plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 22" degerleri

1.5 katin iizerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, varyans analizi ile bu ¢

gruba ait farklilik anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.13. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid orneklerindeki osa-miR168a-5p 24T

degerlerinin dagilimi1
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Sekil 4.14. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid osa-miR168a-5p 2T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Osa-miR156a (Piring¢)

Tablo 4.19. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde osa-miR156a ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 224" degerleri (P: plazma, S: siit

lipid alt1, L: stit lipid )

Osa-miR156a (Pirinc)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT  |L-ACT |P-2**CT |§-24CT |27
1 29,05 31,53 29,45 26,56 27,74 2591 2,48 2,90 1,83 5,57 0,13 0,28
2 28,71 31,05 28,92 27,99 28,55 28,43 2,33 0,93 0,12 5,04 0,52 0,92
3 28,22 31,17 27,84 27,44 25,72 25,84 2,95 0,40 0,12 7,70 0,76 1,08
4 30,11 31,44 28,15 29,67 29,03 27,35 -1,33 -1,52 1,68 2,51 2,86 0,31
5 28,22 30,82 28,50 31,03 28,37 27,79 2,60 2,53 0,58 6,07 5,77 0,67
6 28,28 31,40 28,92 28,24 25,63 24,20 3,12 0,68 1,43 8,69 0,63 0,37
7 28,16 30,86 27,69 28,09 28,75 27,72 2,71 0,39 1,03 6,52 1,31 0,49
8 28,47 30,52 27,96 27,96 26,80 24,52 2,06 0,00 2,28 4,16 1,00 0,21
9 27,29 31,03 28,00 27,93 29,32 2528 -3,74 0,07 4,04 13,36 0,95 0,06
10 28,29 30,98 27,71 28,16 28,32 26,56 2,69 0,45 1,76 6,45 1,37 0,30
11 27,99 31,03 27,99 27,66 29,51 26,71 -3,05 0,33 2,80 8,26 0,80 0,14
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Tablo 4.20. Osa-miR156a 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid orneklerinde

alt ceyrek ve iist ceyrek degerleri

-AACT
2AAC ortanca,

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Osa-miR156a Plazma (n=11) 6.4 5.0 8.3
(Piring) Siit lipid altt (n=11) | 0.9 0.6 1.4
n=33 Siit lipid (n=11) 0.3 0.2 0.7
p<0.001

Osa-miR156a 'min plazma orneklerinde 27" degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi

nedeniyle anlaml kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 2" degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Osa-miR156a 'nin siitte bulunmadigi kabul edilmistir. Siit

orneklerinde CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.15. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki osa-miR156a pAACT degerlerinin

dagilimi
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Sekil 4.16. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid osa-miR168a-5p 24T
degerlerinin karsilastirilmasi
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Tae-miR167a (Bugday)

Tablo 4.21. Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde tac-miR 167a ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 27T degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: stit lipid )

Tae-miR-167a (Bugday)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT |L-ACT |P-24CT |§p44CT | p2acT
1 26,78 31,53 26,09 26,56 26,60 2591 4,75 0,46 0,69 26,93 1,38 0,62
2 26,19 31,05 26,31 27,99 27,09 28,43 4,86 -1,68 -1,35 28,95 321 2,55
3 26,28 31,17 26,57 27,44 26,53 25,84 4,89 0,86 0,69 29,73 1,82 0,62
4 26,31 31,44 26,48 29,67 26,58 27,35 5,13 3,18 0,77 35,00 9,09 1,71
5 26,04 30,82 26,76 31,03 26,52 27,79 4,78 427 -1,28 27,48 19,27 2,42
6 26,15 31,40 26,76 28,24 26,58 24,20 5,25 -1,49 2,38 37,95 2,80 0,19
7 26,21 30,86 26,68 28,09 26,53 27,72 4,65 -1,41 -1,18 25,09 2,65 2,27
8 26,92 30,52 26,35 27,96 26,35 24,52 -3,60 -1,61 1,83 12,12 3,05 0,28
9 26,23 31,03 26,20 27,93 26,88 25,28 4,80 -1,73 1,60 27,83 3,32 0,33
10 26,48 30,98 26,93 28,16 2935 26,56 4,50 -1,23 2,79 22,66 2,35 0,14
11 26,16 31,03 26,61 27,66 26,60 26,71 4,87 -1,05 0,11 29,34 2,07 1,08
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Tablo 4.22. Tae-miR167a'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde

ceyrek ve st geyrek degerleri

2-AACT

ortanca, alt

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Tae-miR167a Plazma (n=11) 27.8 25.1 29.7
(Bugday) Siit lipid alt1 (n=11) | 2.8 2.1 3.3
n=33 Siit lipid (n=11) 0.6 0.3 2.3
p<0.001

Tae-miR167a'nin plazma ve siit lipid alti érneklerinde 27" degerleri 1.5 katin

iizerinde olmas1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22" degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Tae-miR167a'nin siit lipid kisminda bulunmadigi kabul edilmistir.

CT degerleri

housekeeping ile

karsilagtirildiginda anlamli  bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.17. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki tae-miR167a pAACT degerlerinin

dagilimi
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TaemiR167a (Bugday)
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Sekil 4.18. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid tae-miR167a 24T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Tae-miR167b (Bugday)

Tablo 4.23. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR167b ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 22" degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: stit lipid )

Tae-miR167b (Bugday)

Hasta no P-CT P-U6-CT | S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT |L-ACT |P-2"CT |gpCT | pacT
1 34,66 31,53 33,81 26,56 33,63 2591 3,13 7,26 7,72 0,11 0,01 0,00
2 33,60 31,05 33,50 27,99 33,90 28,43 2,55 551 5,46 0,17 0,02 0,02
3 33,68 31,17 33,53 27,44 34,39 25,84 2,51 6,09 8,55 0,18 0,01 0,00
4 33,77 31,44 33,89 29,67 34,13 27,35 2,33 4,22 6,78 0,20 0,05 0,01
5 33,74 30,82 33,68 31,03 34,38 27,79 2,92 2,65 6,59 0,13 0,16 0,01
6 34,24 31,40 33,84 28,24 33,95 24,20 2,84 5,59 9,75 0,14 0,02 0,00
7 33,58 30,86 33,86 28,09 33,82 27,72 2,72 5,78 6,10 0,15 0,02 0,01
8 34,04 30,52 33,90 27,96 32,89 24,52 3,51 5,94 8,37 0,09 0,02 0,00
9 33,91 31,03 33,91 27,93 33,87 2528 2,88 5,99 8,59 0,14 0,02 0,00
10 33,73 30,98 33,87 28,16 33,81 26,56 2,75 5,71 7,26 0,15 0,02 0,01
11 33,62 31,03 33,49 27,66 33,89 26,71 2,59 5,83 7,18 0,17 0,02 0,01

Tae-miR 167b'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 22T degerleri 1.5 katmn altinda olmasi nedeniyle anlamsiz kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri bulunmamastir.
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Tae-miR159a (Bugday)

Tablo 4.24. Plazma, siit lipid alt: ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR159a ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 2T degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: stit lipid )

Tae-miR159a (Bugday)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT  |S-ACT |L-ACT |P-2*CT |§24CT |ppacT
1 34,16 31,53 34,10 26,56 31,19 2591 2,63 7,54 528 0,16 0,01 0,03
2 33,73 31,05 34,35 27,99 34,72 28,43 2,68 6,36 6,28 0,16 0,01 0,01
3 33,79 31,17 34,39 27,44 34,48 25,84 2,62 6,95 8,64 0,16 0,01 0,00
4 34,51 31,44 34,05 29,67 34,63 27,35 3,07 4,38 7,28 0,12 0,05 0,01
5 34,18 30,82 33,41 31,03 35,13 27,79 3,36 2,39 7,33 0,10 0,19 0,01
6 33,85 31,40 34,49 28,24 34,53 24,20 2,45 6,25 10,33 0,18 0,01 0,00
7 33,95 30,86 34,31 28,09 34,75 27,72 3,09 6,22 7,03 0,12 0,01 0,01
8 34,20 30,52 34,48 27,96 34,87 24,52 3,68 6,53 10,35 0,08 0,01 0,00
9 33,92 31,03 33,62 27,93 34,99 2528 2,89 5,69 9,71 0,13 0,02 0,00
10 34,36 30,98 34,46 28,16 35,05 26,56 3,38 6,30 8,49 0,10 0,01 0,00
11 34,88 31,03 33,41 27,66 34,95 26,71 3,85 5,76 8,23 0,07 0,02 0,00

Tae-miR 159a'min plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerinde 2" degerleri 1.5 katin altinda olmasi nedeniyle anlamsiz kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri bulunmamuistir.
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Tae-miR159b (Bugday)

Tablo 4.25. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde tae-miR159b ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 22%“" degerleri (P: plazma, S: siit
lipid alt1, L: stit lipid )

Tae-miR159b (Bugday)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT |L-ACT |P-2"CT [§24CT | pA¢T
1 32,25 31,53 31,37 26,56 31,65 2591 0,73 4,81 5,73 0,60 0,04 0,02
2 30,43 31,05 31,27 27,99 32,58 28,43 0,61 3,28 4,15 1,53 0,10 0,06
3 29,71 31,17 32,67 27,44 34,44 25,84 -1,46 5,24 8,60 2,75 0,03 0,00
4 29,49 31,44 30,67 29,67 34,27 27,35 -1,95 1,00 6,91 3,86 0,50 0,01
5 30,56 30,82 30,10 31,03 30,03 27,79 -0,26 -0,93 2,24 1,20 1,90 0,21
6 30,13 31,40 30,18 28,24 28,67 24,20 -1,27 1,93 4,47 2,42 0,26 0,04
7 29,36 30,86 30,09 28,09 31,90 27,72 -1,51 2,00 4,18 2,84 0,25 0,06
8 30,78 30,52 33,38 27,96 32,40 24,52 0,26 542 7,88 0,84 0,02 0,00
9 30,98 31,03 30,19 27,93 29,83 2528 -0,05 2,27 4,54 1,04 0,21 0,04
10 30,95 30,98 28,32 28,16 32,29 26,56 -0,03 0,16 5,73 1,02 0,89 0,02
11 30,13 31,03 31,04 27,66 33,47 26,71 -0,90 3,38 6,76 1,87 0,10 0,01
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Tablo 4.26. Tae-miR 159b'nin plazma, siit lipid alt: ve siit lipid drneklerinde 2" ortanca, alt
ceyrek ve st geyrek degerleri
Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Tae-miR159b Plazma (n=11) 1.5 1.0 2.7
(Bugday) Siit lipid altt (n=11) | 0.2 0.03 0.5
n=33 Siit lipid (n=11) 0.01 0.00 0.05
p<0.001

Tae-miR159bmin plazma Srneklerinde 224" degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi

nedeniyle anlaml kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 2**“" degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Tae-miR159b'nin siitte bulunmadigi kabul edilmistir. Siit

orneklerinde CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.19. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki tae-miR159b 24T degerlerinin

dagilimi
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Sekil 4.20. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid tae-miR159b 274¢T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Gma-miR1520d (Soya)

Tablo 4.27. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde gma-miR1520d ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 2™**“" degerleri (P: plazma, S:

stit lipid alt1, L: siit lipid )

Gma-miR1520d (Soya)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT |L-CT L-U6-CT |P-ACT |S-ACT |L-ACT |P-2**CT |§-24CT | p2acT
1 25,38 31,53 2547 26,56 26,85 2591 -6,15 -1,09 0,93 71,03 2,12 0,52
2 2520 31,05 25,58 27,99 26,66 28,43 -5,84 2,41 -1,77 57,46 532 3,42
3 24,83 31,17 26,99 27,44 2727 25,84 -6,33 0,44 1,43 80,72 1,36 0,37
4 24,75 31,44 25,51 29,67 27,25 27,35 -6,69 4,16 0,10 103,44 |17,89 1,07
5 24,76 30,82 25,62 31,03 27,06 27,79 -6,06 -5,41 0,74 66,94 42,55 1,67
6 24,86 31,40 25,74 28,24 30,06 24,20 -6,54 2,50 5,86 93,19 5,66 0,02
7 25,42 30,86 26,06 28,09 27,16 27,72 -5,44 2,02 0,56 43,40 4,06 1,47
8 25,84 30,52 26,11 27,96 27,11 24,52 -4,68 -1,84 2,59 25,63 3,59 0,17
9 25,36 31,03 26,30 27,93 26,90 2528 -5,67 -1,63 1,62 50,86 3,09 0,33
10 25,74 30,98 26,00 28,16 26,62 26,56 -5,24 2,16 0,07 37,88 4,48 0,96
11 2537 31,03 26,25 27,66 2721 26,71 -5,66 -1,41 0,50 50,59 2,66 0,71
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Tablo 4.28. Gma-miR1520d 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 27°““" ortanca,
alt ceyrek ve iist ceyrek degerleri
Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Gma-miR1520d | plazma (n=11) 57.5 43.4 80.7
(soya) Siit lipid alt (n=11) | 4.05 2.65 5.66
n=33 Siit lipid (n=11) 0.7 0.3 1.5
p<0.001

Gma-miR1520d 'nin plazma ve siit lipid alti 6rneklerinde 2**“" degerleri 1.5 katin

iizerinde olmas1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22" degerleri 1.5

katin altinda bulunmugstur. Gma-miR1520d 'nin siit lipid kisminda bulunmadigi kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.21. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerindeki gma-miR1520d 274¢T
degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.22. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid gma-miR1520d 24T

degerlerinin karsilastirilmasi
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Gma-miR156b (Soya)

Tablo 4.29. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid rneklerinde gma-miR156b ve referans U6 genlerinin CT, ACT ve 27" degerleri (P:
stit lipid alt1, L: siit lipid )

plazma,

S:

Gma-mir-156b (Soya)

Hasta no P-CT P-U6-CT |S-CT S-U6-CT | L-CT L-U6-CT |P-ACT  |S-ACT  |L-ACT |P2*" [§2CT [L-2™¢T
1 27,75 31,53 27,20 26,56 26,01 25,91 3,77 0,64 0,10 13,68 0,64 0,94
2 26,56 31,05 27,05 27,99 27,27 28,43 4,49 0,94 -1,16 22,42 1,92 2,24
3 26,06 31,17 27,72 27,44 27,45 25,84 5,11 0,29 1,61 34,44 0,82 0,33
4 27,06 31,44 27,47 29,67 27,36 27,35 4,38 2,19 0,00 20,78 4,57 1,00
5 26,07 30,82 27,35 31,03 27,11 27,79 4,75 -3,68 0,69 26,93 12,81 1,61
6 25,89 31,40 27,69 28,24 27,92 24,20 -5,50 0,56 3,72 45,41 1,47 0,08
7 26,07 30,86 26,56 28,09 27,55 27,72 4,79 -1,53 0,17 27,73 2,89 1,13
8 26,79 30,52 26,29 27,96 27,40 24,52 3,73 -1,66 2,88 13,24 3,17 0,14
9 26,75 31,03 26,83 27,93 27,90 25,28 4,28 -1,10 2,62 19,42 2,14 0,16
10 26,86 30,98 26,34 28,16 27,99 26,56 4,12 -1,82 1,43 17,33 3,53 0,37
11 27,76 31,03 26,27 27,66 27,57 26,71 3,27 -1,39 0,86 9,67 2,62 0,55
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Tablo 4.30. Gma-miR156b 'nin plazma, siit lipid alt: ve siit lipid drneklerinde 274"
ortanca, alt ceyrek ve iist geyrek degerleri

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Gma-miR156b [ plazma (n=11) 20.8 13.7 27.8
(Soya) Siit lipid alt1 (n=11) | 2.6 1.5 3.5
n=33 Siit lipid (n=11) 0.6 0.2 1.1

p<0.001

Gma-miR156b 'nin plazma ve siit lipid alt1 érneklerinde 2" degerleri 1.5 katin

iizerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 24T degerleri

1.5 katin altinda bulunmustur. Gma-miR156b'nin siit lipid kisminda bulunmadigi kabul

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlaml

bulunmustur (p<0.001).

GmamiR 156b (Soya)

gmamir 156b

10

i

—

(Grup ™ Plazma B Siitlipid altt ® Lipid |

Sekil 4.23. Plazma, siit lipid alti ve siit lipid &rneklerindeki gma-miR156b 24T

degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.24. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid gma-miR156b 27447

degerlerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Beslenme; yasamin siirdiiriilebilmesi ve sagligin korunabilmesi i¢in gerekli olan protein,
karbonhidrat, lipit, vitamin, mineral gibi makro ve mikro gidalarin viicuda alimmasi ve

kullanilmasi olarak tanimlanmaktadir.

Bireyin besin ihtiyact yas, cinsiyet, gebelik, emzirme, fiziksel aktivite ve saglik
durumu gibi degiskenlere bagl olarak kisiden kisiye gore farklilik gostermektedir. Alinan
besin 6gelerinin her durumun gereksinimlerini karsilamasi gerekmektedir. Aksi takdirde
klinik tablo besin eksikliginin ya da fazlaliginin kaynagi ve miktarina bagli olarak hafif
yetmezlik bulgularindan, dokularda yapisal eksikliklerin, organlarda fonksiyon

bozukluklarinin goriildiigii malniitrisyona kadar gidebilmektedir.

Besin maddelerinin yetersiz alimi eksikligin kaynagina gore biiyiime gelisme
geriligi, anemi, skorbiit, gece korliigli, osteomalazi gibi klinik tablolara yol
acabilmekteyken, fazla tiiketimi de yine fazlaligin kaynagma gore obezite, diyabet,
serebrovaskiiler hastalik, ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, meme ve kolon kanseri gibi

klinik tablolarla iligkilidir.

Tiikettigimiz gidalarin insan iizerindeki biyokimyasal etkileri halen arastirma
konusudur. Son yillarda iizerinde durulan bir diger giincel tartisma konusu da; besinlerle
aliman genetik materyalin gastrointestinal sistemden (GIS) emilip emilmedigi ve

organizmada biyokimyasal yolaklarda etkili olup olmadigidir.

Bu hipotez {izerine literatiirde yapilan c¢alismalarda tam bir goriis birligi

bulunmamakta olup birbiri ile ¢eliskili sonuglar igeren g¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Zhang ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada piring kaynakli miR168a'y1 insan
serumundan tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica bu miRNA'min insan ve farede diisiik
dansiteli lipoprotein reseptdr adaptor proteini (LDLRAPI1) seviyelerinde diisiise neden
oldugunu savunmuslardir. Bu caligmada bitkisel miRNA'nin GIS'den emilerek dolasim
sistemi  ile dokulara ulastigini acik¢a ortaya konulmustur. S6z konusu c¢aligma
niikleotidlerin fonksiyonel yapisinin bozulmadan GIS'ten gecebildigini ve diger dokulara

ulasabildigini gosteren ilk ¢calisma olarak literatiirde yer bulmustuur.

Genel olarak memeli miRNA'lar1 foksiyonlarim1 hedef genin 3'UTR bdlgesine
baglanip translasyonunu bloke ederek ya da mRNA yikimini tetikleyerek yerine
getirmektedir. Memeli miRNA'sinin hedef gen eksonuna da baglandigin1 gosteren

caligmalar bulunmaktadir. (Bartel 2004, He 2004,Huang 2010, Qin 2010, Tay 2008).
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Bu noktada plazmada tespit edilen bitkisel miRNA'larin fonksiyonu ve énemi daha
cok ortaya cikmaktadir. Ciinkii memelilerde endojen miRNA'lar mRNA yikimi ya da
translansyonunun bloke edilmesi iizerinden bircok yolag etkilemektedir.  Bitkisel
miRNA'larin da benzer yolaklar {izerinden memeli mRNA'sim1 etkileyip etkilemedigi
arastirilmasit gereken bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumda cevaplanmasi

gereken en Onemli soru sudur; bitkisel miRNA'lar ni¢in plazmada bulunmaktadirlar?

Zhang ve ark (2012) bulgularina gore bitkisel miRNA168a, memeli miRNA'lar1
gibi mRNA translasyonunu regiile ederek LDLRAP1 protein seviyesini diistirmektedir. Bu
bulgu insan mRNA's1 {izerine bitkisel miRNA'larin etkili oldugunu gosteren 6nemli bir

caligmadir.

Ancak Dickinson ve ark.(2013) yaptiklar1 kontrollii fare deneyinde piring iceren
yem ile beslenen farelerin plazma ve KC incelemelerinde piring miRNA'sin1 tespit
edememisler, ayn1 zamanda piring tiiketimi sonrast LDL seviyesindeki degisikliklerin

beslenme dengesizligine bagli oldugunu savunmuslardir.

Dickinson ve ark (2013) bulgularinin aksine Baier ve ark (2014) c¢alismalarinda
hayvansal kaynakli miRNA'larin plazmada biyolojik fonksiyon gosterdigini ortaya

koymustur.

Baier ve ark (2014) yaptig1 caligmada brokoli tiiketiminden sonra brokoli kaynakli
miR-167a ve miR-824 ekspresyonunda herhangi bir artis plazmada gézlenmezken inek
stiti kaynakli miR-29b ve miR-200c konsantrasyonunun siit tiiketimi sonrasinda arttigi
gosterilmistir. miR-29b'nin hedefi olan RUNX2 (Runt-related transcription factor 2)
ekspresyonunun kan mononiikleer hiicrelerinde yine siit tiiketiminden sonra arttig
gosterilmistir. Inek siitii miRNA'sinin insan bagirsagindan emildigini gosteren ilk ¢alisma
budur. Ayrica yine bir memeli tiirtine ait miRNA'nin diger memeli tiirleri lizerinde gen
ekspresyonunu etkiledigine dair kanitlar da bu calisma ile bildirilmistir. Baier ve ark.
(2014) besinsel miRNA'larin gida ile alinmadigi zaman eksikliginin goriildiigiinii ve bu
eksikligin endojen olarak sentezlenerek telafi edilemedigini savunmaktadirlar. Dolayist ile
bu sonuclar besinsel kaynakli miRNA'larin insan viicudunda metabolik yolaklarda rol
aldigim1 distindiirmektedir. Plazmada eksojen kaynakli miRNA konsantrasyonunun siit
tiiketiminden yaklasik 3-4 saat sonra pik yapmis olmasi sebebi ile siit miRNA'larinin

primer olarak {ist bagirsaktan emildigini ileri stirmiislerdir.
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Bu kapsamda bu ¢aligmada bitkisel kaynakli miRNA'lar plazma ve anne siitii lipid
ve lipidalt1 fraksiyonlarda arastirilmistir. Calisma sonucunda plazmada (mdm-miR171i,
mdm-miR7121d, sly-miR169b, sly-miR169c,sly-miR156a,0sa-miR168a-3p, osa-miR-
168a-5p, osa-miR156a, tae-mirl67a, tae-miR159b, gma-miR1520d, gma-miR156b), siit
lipid alti kisimda (mdm-miR171i, mdm-miR7121d, sly-miR169c, sly-miR156a, osa-
miR168a-5p, tac-miR167a, gma-miR1520d, gma-miR156b) ve siit lipid kisminda (mdm-
miR 1711, sly-miR169¢c,0sa-miR168a-5p) besinsel miRNA varlig1 tespit edilmistir.

miRNA'larin ince bagirsaktan emilim siireclerinde ve karacigerde biyolojik
aktivitelerinde kayip olup olmadigi ayri1 bir arastirma konusu olusturmaktadir. Ancak
calismamizda bitkisel kaynakli miRNA'larin siit lipid ve lipid alt1 fraksiyonlarinda tespit
edilmesi, dolasimda belli bir miktar aktivite kayb1 olsa da biyolojik aktivitelerinin hala
devam ettigini diisiindiirmektedir. Caligma sonucu elde ettigimiz bu bulgular Baier ve ark
(2014) ve Zhang ve ark (2012) calismalan ile uyumludur. Calismamizda, bazi besinsel
miRNA'larin besinin tiiketimden 24 saat sonra dahi plazma ve siit 6rneklerinde anlamli
Olclide yliksek seyrettigi tespit edilmistir. Bu bulgu besinsel miRNA'larin viicutta hemen
metabolize edilmedigini ve uzun siire dolasimda kalabilecegini gostermektedir. Bu
kapsamda dolasimda yikilmadan uzun siire bulunan bu miRNA'larin hedef organlara
rahatlikla ulasarak orada hedef genler {izerinde fonksiyon gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim plazma ve anne siitiine gectigi tespit edilen bu miRNA'larin, mRNA veri
tabaninda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) yapilan baz karsilastirmamizda bazi insan
mRNA'larmin 3'UTR bolgesi ile yliksek oranda komplementerlik gosterdigi tespit

edilmistir.

miRNA'lar mRNA'nin 3'UTR boélgesine baglanarak ve miRNA'larin hedef mRNA
ile parsiyel komplementerlik olmasi halinde ise mRNA deadenilasyonu {izerinden
translasyon inhibisyonuna neden oldugu da rapor edilmistir. Boylece besinsel miRNA'lar
insan mRNA'larmin 3'UTR bolgesi ile parsiyel baglanarak translasyon inhibisyonuna

neden olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir.

Eulalio ve ark (2009) yaptiklar1 ¢alisma sonucu elde edilen bulgular besinsel
miRNA'larin  insan mRNA'lar1 {izerinden fonksiyon gosterebilecegi hipotezimizi
desteklemektedir. Eulalio ve ark (2009) yaptiklar1 ¢alismada, miRNA'larin hedef mRNA
ile tam olmayan, yani parsiyel baz eslesmesinin, mRNA deadenilasyonu iizerinden

translasyon inhibisyonuna neden oldugunu raporlamislardir.
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Bu literatiir sonuglari, c¢alismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgularimizi
besinsel miRNA'larin insan metabolik yolaklarina etki edebilecegi diisiincesi yoniinde

desteklemistir.

Bu hipotezimiz dogrultusunda, calismamizda plazma ve siit orneklerinde tespit
ettigimiz miRNA'larla yiiksek oranda komplementerlik gdsteren mRNA'larin yer aldig
yolaklar veri tabanlarinda analiz edilmistir. Analizde KEGG
(www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve DAVID (https://david.ncifctf.gov) yolak veri
tabanlart  kullamilmistir. Sonrasinda DAVID veritabani {izerinden GAD (Genetic

Association Database) ve OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veritabanlarinda

bu miRNA'larn iliskili olabilecegi hastaliklar analiz edilmistir.

Analiz sonucunda; bugday kaynakli tae-miR167a'nin PRLR (prolaktin reseptor)
mRNA'sinin 3'UTR bolgesi ile yiiksek oranda komplementerlik gosterdigi tespit edilmis
olup, bu mRNA'nin translasyonunu inhibe ederek, PRLR'nin rol aldigi; noroaktif ligand-
reseptOr etkilesimi, sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, JAK-STAT sinyallesme yolagi,
prolaktin sinyallesme yolag1 ve PI3K-Akt sinyallesme yolagi iizerine etki edebilecegi
ihtimali degerlendirilmektedir. Ayrica PRLR'nin memenin multipl fibroadenomu ve
hiperprolaktinemi gelisimi ile iligkili oldugu goriilmiis olup, tae-miR167a'nin da PRLR

tizerinden bu hastaliklarla iligkili olma ihtimali ortaya ¢ikmaktadir.

Analiz sonucunda tae-miR159b'nin de RGAG4 (retrotransposon gag domain
containing 4) mRNA'sinin 3'UTR bolgesi ile yiiksek oranda komplementerlik gosterdigi

gorilmiistiir.

Piring kaynakli osa-miR168a3p'nin, 3'UTR bolgeleri ile yiliksek oranda
komplementerlik gosterdigi SEPT2 (septin2) ve PREX2 ( fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat
bagimli Rac degisim faktorii 2) mRNA'larin translasyonunu inhibe ederek etkili
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu genlerin; epitel hiicrelerine bakteriyel invazyonda etkili
olabilecegi, bunun yani sira mesane kanseri, akciger kanseri, kronik obstruktif akciger
hastaligt (KOAH) ve pankreas neoplazma gibi pek ¢ok hastaligin gelisiminde rol
alabilecegi yapilan veri tabani taramasinda goriilmiistiir. Dolayisiyla osa-miR168a3p'nin de
bahsedilen durumlarda SEPT2 (septin2) ve PREX2 translasyonunu etkileyerek rol

oynayabilecegi ihtimali degerlendirilmektedir.

Piring kaynakli osa-miR156a'nin MREG (melanoregulin) mRNA'sinin 3'UTR

bolgesi ile yiiksek oranda baz eslesmesi gosterdigi tespit edilmistir. Veri tabanindan
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yapilan analizde ise MREG'in albuminiiri ve KOAH gibi klinik durumlarla baglantil
oldugu goriilmiistiir. Osa-miR156a'min da MREG mRNA'sinin translasyonunu
etkileyebilecegi ve bu hastaliklarin  patogenezinde rol alabilecegi  ihtimali

degerlendirilmektedir.

Soya miRNA's1 olan gma-miR156b'nin MSANTD2 (Myb/SANT DNA binding
domain containing 2) mRNA'smin 3'UTR boélgesi ile yiiksek oranda komplementerlik
gosterdigi tespit edilmis olup veri tabaninda bu mRNA'nin ¢olyak hastaligr ile iliskili
oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla gma-miR156b'nin de ¢olyak hastaligr ile baglantisinin
olabilecegi ihtimali ortaya ¢ikmaktadir. Gma-miR 156b ayn1 zamanda ZNF446 (zinc finger
protein 446) ve DPY19L1 (dpy-19 like 1 (C. elegans)) mRNA'larinin 3'UTR boélgesi ile de

bliylik oranda komplementerlik gostermektedir.

Literatiir ile biitiin bu bulgularimizi bir araya getirdigimizde, besin kaynakli
miRNA'larin  insan metabolizmas1 iizerinde etkili olabilecegi hipotezi inkar
edilememektedir. Fakat bu hipotezimizin kanitlanmasi i¢in daha kapsamli arastirmalar

yapilmas1 gerektigi degerlendirilmektedir.

Endojen miRNA'larin anne siitii icinde bebege aktarildigr ve bu miRNA'larin da
cogunlukla meme bezlerinden kaynak aldig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir (Alsaweed
2016). Ayrica literatiirde memelilerde eksojen miRNA'larin da siite gecis yaptigina dair

bulgular yer almaktadir.

Lukasik ve ark (2014) yaptiklar1 ¢alismada bitkisel miRNA'lar1 insan ve domuz
sitlinde tespit etmislerdir. Bu aragtirmada daha once siit eksozom miRNA'larini
tanimlamak i¢in yapilmis ve yaymlanmis olan calismalardan elde edilen veriler
kullanilmistir. Domuz ve insana ait toplam 12 adet siit 6rneginden elde edilmis olan gen
verileri incelenmistir. Mevcut genlerden endojen olanlar, okumalar1 diisiik kaliteli olanlar
ve insan mikrobiyomlarina ait olma olasilig1 yiiksek dizeler dislanmistir. Ardindan geri
kalan genleri veri tabanindan bitkisel miRNA'larla kiyaslayarak miRNA tanimlamalari
yaptlmistir. Caligma sonucunda insan ve domuz siitlerinin ¢ogunda bitkisel miRNA
tanimlanmistir. Insan siitii 6rneklerinin yiiksek seviyelerde ath-miR166a, pab-miR951,
ptc-miR472a ve bdi-miR168 icerdigi, domuz meme siitii eksozomlarinin da yiiksek

miktarda zmamiR168a, zma-miR 156a ve ath-miR166a icerdigi tespit edilmistir

Bu caligmada ise Lukasik ve ark (2014) ¢alismasindan farkli olarak, geriye yonelik

inceleme yapmayip, giinliik diyette sikca tiiketilen besinlere ait bilinen miRNA'larin

76



varlig1, bu besinleri tiikettigi belirlenmis olan insanlarda arastirilmistir. Buna ek olarak,
slitlin yani sira es zamanli alinmis olan plazma da incelenmistir. Bu sekilde kontaminasyon
stiphesi de ortadan kaldirilmistir. Nitekim c¢alisma sonucunda, ayni kisiden alinan plazma
ve siit drneklerinde miRNA'larin birbiri ile uyumlu sekilde ekpresyon gosterdigi tespit

edilmistir.

Calisma sonucunda, varligini arastirdigimiz toplam 16 adet besinsel miRNA'dan 4
tanesinin (mdm-miR858, mdm-miR399a, tae-miR167b ve tae-miR159a) hicbir ornekte
anlaml ekspresyonu gozlenmemistir. Bu sonucun ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin besinsel miRNA'larin emilim mekanizmasi ve RNaz ya da
bagirsak asiditesi gibi durumlara direnci net olarak bilinmemektedir. Tespit edilememis
olan miRNA'lar bagirsakta denatiire olmus olabilir ya da emilimi hi¢ gerceklesmemis
bosaltim sistemi ile atilmis olabilir. Ya da miRNA'nin emilimi ger¢eklesmis ancak viicutta
yikima ugramis olabilir. Sonugta her bir miRNA'nin plazmada RNaz'lara kars1 direnci ya
da KC tarafindan metabolize edilip edilmedigi bilinmemekte olup her miRNA'in yari
Omriiniin farkli olmasi1 yadirganacak bir durum degildir. Ancak bu nedenlerin de tam

olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢caligmalar yapilmasi1 gerekmektedir.

Yine ¢alisma sonucunda inceledigimiz miRNA'lardan 4 tanesi (sly-miR169b, osa-
miR168a-3p, osa-miR156a ve tae-miR159b) plazmada anlamli miktarda tespit edilirken,
siit orneklerinde anlamli ekspresyonu goézlenmemistir. Ancak bu miRNA'larin plazma
ekspresyon seviyeleri, siit Orneklerinde ekspresyonu gozlenen miRNA'larin plazma
ekspresyon seviyelerinden daha diisiik seyretmistir. Bu sonu¢ da bize, miRNA'larin siite

gecebilmesi icin belli bir plazma seviyesinin olmasi gerektirdigini diislindiirmistiir.

Sit oOrnekleri kendi icinde kiyaslandiginda, literatiire zit olarak siit lipid
fraksiyonunda lipid alt1 fraksiyona goére daha az miRNA oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde lipid alti kisminin lipid ve hiicresel kisma gore daha diisiik miktarda miRNA
icerdigi belirtilmektedir (Alsaweed 2015b). Ancak literatiirde yer alan bu g¢alismada
endojen miRNA dagilimi1 belirtilmektedir. Bitkisel miRNA'larin siite gegis ve siit icerisinde
tasinma mekanizmasi bilinmemektedir. Bu bulgumuzun da ileri ¢aligmalarla desteklenmesi

gerektigi degerlendirilmektedir.

miRNA'larin  6nem arzettigi konulardan biri de genetigi degistirilmis
organizmalardir (GDO). GDO organizmanin biyotik ya da cevresel stres etmenlerine karsi

toleransinin artmasi ve netice olarak {iriin miktarinin arttirilmasi i¢in gilinlimiiz tariminda
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stkga kullanilmaktadir. Bu alanda soya basta olmak iizere bugday, piring, misir gibi
giiniimiizde sik tiiketilen ve bu c¢alismada da bir kismmin yer aldigi gidalarda GDO
kullanilmaktadir. GDO'lu gidalarin miRNA ekspresyonlarinin degisiklik gosterebilecegi
Wang ve ark (2016) GDO'lu soya iizerinde yaptig1 arastirma ile ortaya konmustur. Genetik
modifikasyonla ekspresyon seviyesi degisen miRNA'larin insan metabolizmasi {izerine ne
sekilde etki ettigi su an i¢in bilinmemektedir. Ancak konunun aydinlatilabilmesi igin

kapsamli caligmalar yapilmasi gerektigi degerlendirilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada onbir anneden es zamanli olarak alinmis plazma ve anne siitii 6rneklerinde

besin kaynakli miRNA analizi yapilmistir.

Calisma sonucunda besinsel miRNA'larin plazma (mdm-miR171i, mdm-
miR7121d, sly-miR169b, sly-miR169c,sly-miR156a,0sa-miR168a-3p, osa-miR-168a-5p,
osa-miR156a, tae-mirl67a, tae-miR159b, gma-miR1520d, gma-miR156b), siit lipid alt1
kismi (mdm-miR171i, mdm-miR7121d, sly-miR169c, sly-miR156a, osa-miR168a-5p, tae-
miR167a, gma-miR1520d, gma-miR156b) ve siit lipid kismina (mdm-miR171i, sly-
miR169c,0sa-miR168a-5p) gecisi tespit edildi.

mdm-miR858, mdm-miR399a, tac-miR167b ve tae-miR159a i¢in ise, orneklerde
anlaml ekspresyon gozlenmemistir. Bu sonucun miRNA emilim mekanizmasi farkliligs,
RNaz'a ve GIS asiditesine kars1 direng farkliligi gibi emilim o6ncesi ya da KC
metabolizasyonu ve plazma RNaz'larina kars1 direng farkliligi gibi emilim sonrasi heniiz

aydinlatilmamis nedenlerden kaynaklanabilecegi degerlendirildi.

sly-miR169b, osa-miR168a-3p, osa-miR156a ve tae-miR159b i¢in plazmada
anlamli ekspresyon tespit edilirken, siit orneklerinde tespit edilmemistir. Ancak bu
miRNA'larin plazma ekspresyon seviyeleri, siit Orneklerinde ekspresyonu gozlenen
miRNA'larin plazma ekspresyon seviyelerinden daha diisiik seyretmistir. Bu sonug da bize,
miRNA'larin siite gecebilmesi icin belli bir plazma seviyesinin olmasi1 gerektirdigini

diistindiirmiistiir.

Plazmada tespit edilen bazi bitkisel miRNA'larin insan mRNA'lar1 ile yiiksek
oranda komplementerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bitkisel miRNA'larin bu mRNA'lar
tizerinden biyokimyasal yolaklara etki edebilecegi ve hatta hastalik tablolar ile baglantili

olabilecegi diisiiniildii.

Biitiin bu bulgular 1518inda, besinsel miRNA'larin insan metabolizmasi iizerindeki
etkilerinin tam olarak aydmlatilmas: gerektigi ve bunun i¢in miRNA'larin emilim
mekanizmasi, metabolizmasi ve etki mekanizmalar lizerine kapsamli ¢alismalar yapilmast

gerektigi kanaatindeyiz
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