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OZET
TC
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Obez Cocuklarda Plazma miR-103 VE miR-107 Seviyelerinin Arastirilmasi
Tuba TUZLUKAYA
Biyokimya Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZI / KONYA-2016

Obezite hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde prevalansi artan, erigkinleri oldugu kadar,
giderek ¢ocuklar1 da etkileyen kronik bir hastaliktir. Cocukluk ¢agi obezitesindeki bu artisa paralel olarak tip 2
diyabet, metabolik sendrom, hipertansiyon gibi daha ¢ok eriskinlerde goriilen kronik hastaliklar, cocukluk
¢aginda da 6nemli bir sorun haline gelmektedir. mikroRNA’lar kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicisi olan
hedef mRNA’lara baglanip translasyonel baskilama veya mRNA yikimui ile transkripsiyon sonrasi gen ekspresyo-
nunun diizenlenmesini gerceklestirirler. mikroRNA’lar bu yolagi kullanarak hiicre proliferasyonu, hiicre
farklilagsmasi ve hiicre olimil gibi homeostatik siireglerde 6nemli roller oynamaktadirlar. Bu g¢alismada obez
¢ocuklar ile saglikli normal kilolu ¢ocuklar kiyaslandiginda insiilin direnci ile iliskili bulunan plazma miR-103 ve

miR-107 seviyelerinin nasil degistiginin arastirilmas: amaglanmaktadir.

Calisma 5-17 yaslar1 arasinda 40 (erkek: 18, kadin: 22) obez ¢ocuk ile 5-17 yaslar1 arasinda 40 (erkek:
20, kadin: 20) saglikli normal kilolu ¢ocuklar lizerinde gerceklestirildi. Obez g¢ocuklarda 85-95.persentil arasinda
olanlar fazla kilolu, >95. persentil olanlar obez olarak kabul edildi. Kontrol vakalar1 klinik hicbir sikayeti ve
bulgusu olmayan goniillii saglikli normal kilolu gocuklar arasindan secildi ve VKI persentili <85. persentil olanlar

calismaya alindi. Plazma miRNA 103 ve miRNA 107 ekspresyonu Real Time-PCR yontemiyle analiz edildi.

Obez grubuna ait miRNA 103 ve miRNA 107 degerleri kontrol grubuna gore &nemli derecede
(p<0.001) yiiksek bulundu. Obez ¢ocuklarda, miRNA 103 ile BMI (p<0.001), BMI-p (p<0.01), insulin (p<0.01)
ve HOMA-IR (p<0.01) arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde pozitif korelasyon bulundu. ilave olarak,
obez cocuklarda miRNA 107 ile BMI (p<0.01), insulin (p<0.05) ve HOMA-IR (p<0.05) arasinda istatistiksel
olarak anlaml diizeyde pozitif korelasyon bulundu. Kontrol grubuna ait miRNA 103 ve miRNA 107 degerleri ile
obezite ve insiilin direncinin degerlendirilmesinde kullanilan parametreler arasinda da onemli bir korelasyon

bulunamadi.

Bulgularimiz 1s1ginda  obez ¢ocuklarda plazma miR-103/107 diizeylerinin arttigim  ve bu
mikroRNA’larin insiilin ve insiilin direncinin degerlendirilmesinde kullanilan parametre HOMA-IR ile pozitif
korelasyon goterdigini sdyleyebiliriz. Bu baglamda, diger mikroRNA’lar ile birlikte miR-103/107 sistemi, insiilin
direnci i¢in tedavi yaklasimina bir yol sunabilir ve ister normal fizyolojide olsun, ister insan hastaliginda olsun,

metabolik homeostazisin anlasiimasi igin heyecan verici bir ilerlemeye 151k tutabilir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, miR-103, miR-107, diyabet, insiilin direnci.
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Obesity is a chronic disease whose prevalence increased both in developed countries and developing
countries and that increasingly influences children as much as adults. In parallel with this increase in childhood
obesity, chronic diseases such as type-2 diabetes, metabolic syndrome, hypertension etc that are found in adults
have become an important issue in childhood as well. microRNAs regulate gene expression after post-
transcription with mRNA destruction or translational suppression connected to target mRNAs that are the
complementary of its nucleotide sequence. By using this path, the miRNAs play important roles in homeostatic
processes such as cell proliferation, cell differentiation and cell death. In this study, it is aimed to research how
plasma miR-103 and miR-107 levels related to insulin resistance changed when comparing obese children to

healthy normal-weight children.

Study was made on 40 (male:18, female:22) obese children aged 5-17 and with 40 (male:20,
female:20) healthy normal weight children aged 5-17. It is accepted as obese for obese children between the 85
and 95™ percentile and >95persentile for overweight children. Control cases was selected among the voluntary
healthy normal weight children who has no clinical complaint and finding and those having <85 percentile BMI
were accepted for study. Plasma miRNA 103 and miRNA 107 expressions was analysed by the means of Real
Time —PCR method.

miRNA 103 and miRNA 107 values pertaining to obese group was significantly found higher (p<0.001)
than control group. It was found statistically significant level of positive correlation in obese children between
miRNA 103 and BMI (p<0.001) and BMI-p (p<0.01), insulin (p<0.01) and HOMA-IR (p<0.01) . In addition, it
was found statistically significant level of positive correlation in obese children between RNA 107 and BMI
(p<0.01), and insulin (p<0.05) ve HOMA-IR (p<0.05). Any significant correlation could not be found between
miRNA 103 and miRNA 107 values pertaining to control group and parameters used to evaluate insulin

resistance.

In the light of our findings, we can say that it increases plasma miR-103/107 level in obese children and
these microRNAs showed positive correlation with parameter HOMA-IR used to evaluate insulin and insulin
resistance. In this context, miR-103/107 system together with other miRNAs may offer a way to treatment
approach for insulin resistance and may light the way for an exciting progress in order to understand metabolic

homeostasis either in normal physiology or in human health

Key words: Obesity, miR-103, miR-107, diabetes, insulin resistance.
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1. GIRIS VE AMAC

Obezite ve fazla kilolu terimleri, ¢ocuklarda birbiri yerine sik¢a kullanilan
terimlerdir. Fazla kilolu terimi daha ¢ok tercih edilmektedir. Ergen ve ¢ocuklarda
obezite sikliginin artmasi nedeni ile bu durumun komplikasyonlar1 ¢cocuklarda daha
cok anlasilmaya baslanmistir (Curran ve Barness 2007). Viicut kitle indeksinin yas
ve cinsiyete gore 95. persentilin {izerinde olmasi1 ¢ogu merkez tarafindan obezite
olarak tanimlanir (Curran ve Barness 2007). Vakalarin ¢ogunda belirlenmis bir
hastalik nedeni yoktur; bu tiir obeziteye, primer obezite ya da ekzojen obezite denir

(Cinaz 2000).

Cocuk ve adolesanlarda obezite prevalansi ve ciddiyeti giderek artmaktadir ve
salgin bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Giinoz 2002). Obezite, 6zellikle gelismis
iilkelerde belirgin derecede artmis mortalite ve morbidite ile iliskilidir. Cocukluk
cag1 obezitesi ile iligkili morbidite prevalansinda belirgin artis olmakta ve bu da
erken eriskin donemde daha ciddi problemlere yol agmaktadir (Curran ve Barness
2007). Cocukluk cagi obezitesindeki bu artisa paralel olarak tip 2 diyabet, metabolik
sendrom, hipertansiyon gibi daha cok eriskinlerde goriilen kronik hastaliklar,
cocukluk ¢aginda da dnemli bir sorun haline gelmektedir (Dehwah ve ark.2012).
Cocukluk doneminde asir1 kilolu olmak ileri yasamda da asir1 kilolu olunacagmin
kuvvetli bir gostergesidir (Harada ve ark.2001). Morbidite ve mortaliteyi 6nemli
Olciide etkilemesinin yani sira, son derece ciddi sosyal ve ekonomik boyutlar1 da olan
bir sorundur (Gungor 2002; Tarim 2006). Obezite ile diyabet arasinda kuvvetli bir
iliski mevcuttur. Gegmis yillarda tip 2 diyabet bir cocuk hastaligi olarak
diistiniilmezken, son 10 yilda ozellikle obez adolesanlarda bu sorun giderek
artmaktadir. MikroRNA’lar yag metabolizmasi, insiilin etkisi, adiposit
farklilasmasini iceren obezite ile ilgili birgok biyolojik olayda diizenleyici rol oynar
(Wilfred ve ark.2007). Obez fareler iizerinde yapilan ¢calismalarda miR-103 ve miR-
107°nin insiilin duyarhiliginda 6nemli bir role sahip oldugu bulunmustur. miR-
103/107 susturulmas: glukoz homeostazi ve insiilin duyarliligina diizelmeye yol
acmustir (Trajkovski ve ark.2011). Insiilin sinyalindeki defektler tip 2 diyabet
gelismesi i¢in en yaygin ve en erken kusurlar arasinda yer almasma bagl olarak, bu
bulgular mikroRNA’larin tip 2 diyabetin tedavisinde potansiyel hedefler temsil

ettigini ortaya koymustur. Bu baglamda, ¢alismamizda obez ¢ocuklarda plazma miR-



103 ve miR-107’nin nasil degiseceginin arastirilmas: ile hem obezite hem de
obezitenin eslik ettigi hastaliklarin 6zellikle insiilin direncinin fizyopatogenezine
(Williams ve Mitchell 2012) dair yeni yaklasimlar sunacagi ve bu hastaliklarin tedavi

ve teshisinde yeni gelismelere yol agmas1 amacglanmaktadir.



2. GENEL BiLGiLER

2.1. Cocukluk Cagi Obezitesi Tanimi

Obezite, viicut yag dokusunun asir1 artisi ile karakterize metabolik bir
bozukluktur. Bunun yaninda obezite genetik, cevresel, metabolik ve hormonal
faktorlerle olusan, sosyal, psikolojik ve medikal komplikasyonlar1 olabilen 6nemli

bir halk saglig1 sorunudur (Giindz 2000; Ogden ve ark. 2000; Curran ve ark.2007).

Obez cocuklarm biiylik kisminda altta yatan tibbi bir problem yoktur ve bu
grup basit obezite veya ekzojen obezite olarak isimlendirilir. Basit obezitede
genellikle alman enerji harcanandan fazladir. Kronik bir enerji birikimi s6z
konusudur. Genelde nefes almada zorluk cabuk yorulma ve ekstremite agrilari
gozlenmektedir. Istahlari genellikle artmus ve beslenme oykiilerinde yaglarin,
karbonhidratlarim ve hazir gidalarin tiiketiminin oldukg¢a fazla oldugu, meyve ve

sebzeye karsi isteksiz olduklar1 belirlenmistir.( Weker 2006).
Viicutta yag dokusunun fizyolojik olarak en yiiksek oldugu iki donem,
1. Siit ¢ocuklugu donemi (%28 kadar)
2. Prepubertal donemdir (%25 kadar).

Ozellikle ilk 6 ayda basta olmak iizere ¢cocuklugun ilk yillarinda yag dokusu
fazladir. Bir yasindan sonra ise obezite siklig1 giderek azalmaktadir. Buna ¢ocugun

psikomotor geligimi ile birlikte hareketlerindeki artis sebep olmaktadir.

Obezitenin goriilme sikliginda prepubertal donemde kiz ve erkek ¢ocuklarda
ikinci bir artis gozlenir. Menstiirasyonun baslamasiyla, kiz ¢ocuklarinin 6nemli bir
bolimiinde kilo artig1 gozlemlenirken, erkek ¢ocuklarinda ise pubertenin ilerlemesi

ile yag dokusunda azalma dikkati ¢eker (Cinaz ve Bideci 2003).

2.2. Cocukluk Cag1 Obezitesi Epidemiyolojisi

Glinlimiizde bircok {lilkede obezitenin goriilme sikligi her yas grubunda
belirgin artis gdstermektedir (Troiano ve Flegal 1998; Alikasifoglu ve Yordam 2000;
Gilin6z2002). Cocukluk cagmnin en sik goriilen kronik hastaligi olan obezite diinyada
ve llkemizde epidemik boyutlardadir ve iilkemizde ¢ocuklarda obezite sikliginin son

yirmi yilda % 6-7 den % 15-16"ya ¢iktig1 tespit edilmistir (Tarim 2006).



Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, 1995 yilinda tiim diinyada 200
milyon obez eriskin ve bes yas altinda 18 milyon asir1 kilolu ¢ocuk bulunmakta iken,
2000 yilinda eriskin obez sayis1 300 milyona, 2005 yilinda en az 400 milyona
ulasmistir. DSO’ne gére 2015 yilinda obez eriskin sayismin 700 milyonu agmasi
ongoriilmektedir. Bir ¢cok gelismis iilkede obezite prevalansi eriskin ve ¢ocuklarda
giderek artmakta ve bes yas altinda asir1 kilolu ¢ocuk sayisinin 2005 yil1 itibari ile en
az 20 milyon oldugu ifade edilmektedir (http://www.who.int/mediacentre/
factsheets/fs311/en/index.html, 20 Ocak 2015). Cocukluk cag1 obezitesi, eriskin
obezitesinin dnemli bir belirteci olmasi ile ¢ocukluktaki asir1 kilolu olma artis1 ¢ok
onem arz etmektedir. Asir1 kilolu ¢ocuklarin veya obez adolesanlarin % 80’1 erigkin
caglara ulastiklarinda da obez kalmaktadirlar (Whitaker ve ark.1997). Cocukluk ¢ag1
obezitesindeki bu artisin beraberinde hem cocukluk hem de eriskin ¢agda tip II
diyabetes mellitus insidansinda da epidemik artisa da neden oldugu belirtilmektedir.
Bu artisin paralelinde diinya saglik orgiitii gelecek yillarda tiim diinyada diyabete
bagl 6liim msidansinda artig gosterebilecegini ifade etmektedir (Troiano ve Flegal

1998; Fagot-Campagna 2000; Harrell ve ark.2000).

Obeziteyi etkileyen demografik, sosyo-kiiltiirel ve biyolojik faktorlerin
etkisiyle diinyanin farkli cografik bdlgelerinde yasayan cocuklardaki obezite sikligi
biiyiik degisiklikler gostermektedir. Arastirmalar obezitenin gelismis tilkelerde diisiik
sosyo-ekonomik diizeylerde, gelismekte olan lilkelerde ise yliksek sosyo-ekonomik

diizeye sahip kisilerde daha sik goriildiigiinii gostermistir ( Baragave ark. 1968).

1999-2002 yillar1 arasinda Amerikan Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirma
Calismas1 (NHANES) IV, Amerika da ¢ocuklarin % 16’smin fazla kilolu oldugunu
ve % 31’inin de fazla kilolu olma riski tagidigini bildirmistir. NHANES verilerine
gore % 16’k bu artis onceki yillar ile karsilastirildiginda 6rnegin; 1960 tan beri
yaklasik % 300 ve 1988-94 arasi ise yaklasik % 45 artis oldugu bildirilmistir.
Cocuklukta asir1 kilolu olma durumu, olasilikla maternal obezite veya maternal
diyabet ile iligkili agir1 dogum agirlig1 yiiziinden s6z konusu olabilmektedir. Bunun
yaninda, diisiik dogum agirlig1 ile diinyaya gelen cocuklar da ileri yaglarda santral
obezite agisindan artmis riske sahip olabilmektedirler. Cocukluk ¢aginda asir1 kilolu
olma eriskin donemde de obez olabilme olasiliginin kuvvetli bir gostergesidir ve bu
durum yasla paralel olarak devam ettigi siirece riskte artmaktadir. Cocukluk cagi

obezitesinin en giiclii belirteci ebeveyn obezitesidir; bu durum, mevcut viicut



agirhigindan bagimsiz olarak 10 yas alt1 ¢ocuklar arasinda erigkin donemde obezite

gelisimini iki kat arttirmakta oldugu belirtilmistir (Curran ve Barness 2007).

Ulkemizde ¢ocuk ve adolesanlarda obezite oraninin %10-15 oraninda oldugu
bildirilmektedir (Aydin 1995). Obezite prevalansmin bolgesel farkliliklarin
goriildigi Avrupada ise bes yas altinda % 4, 7-11 yas arasinda % 23, 12-18 yas
arasinda ise % 29 civarinda oldugu ve bu oranin giderek arttigi belirtilmektedir
(Glinoz 2001; James 2004). Asir1 kilolu cocuklarin biiylik kismi yetiskinlik
doneminde de asir1 kilolu olmaktadir. Bogalusa Kalp Calismasi sonuglarina gore
sekiz yas alti asm1 kilolu cocuklarmm %87’s1, yetiskin donemlerinde de obez
olmaktadir (Freedman 1999). Eriskindeki onemli saglik sorunlarmin ¢ocukluk
caginda baslayan obezite ile ilgili oldugu diistiniildiigiinde, bu konu kozmetik bir

sorun degil, toplum saglig1 icin dnemli bir tehdit olarak goriilmelidir (Tarim 2006).
2.3. Obeziteyi Etkileyen Risk Faktorleri

2.3.1. Yas

Cocukluk cagi obezitesi ilk 6nemli riskli donem, birinci yasim ikinci alt1 aylik
donemi; ikinci risk donemi, 4-6 yas arasi; liclincii risk donemi ise, ergenlik donemi
olmak {tizere kategorize edilmistir. Ergenlik doneminde genellikle kizlarda yag
dokusu artarken erkeklerde yag dokusu azalir. Bununla birlikte yag dokusu kizlarda
kalcalarda yogunlasirken erkeklerde santral yerlesim gosterir. Abdominal obezite
beraberinde hipertansiyon, kardiyovaskiiler sorunlar, hiperlipidemi ve glukoz
intoleransina davetiye c¢ikarir. Kiz cocuklarinda obezitenin getirdigi morbidite
sorunlarinin, erkek c¢ocuklardan daha yiliksek oranlarda oldugu tespit edilmistir.

(Harsha ve Bray 1996).

2.3.2. Cinsiyet

Obesite sikligi, kiz ¢ocuklarinda erkeklere gore daha yliksek oranda oldugu
bildirilmistir (Harsha ve Bray 1996).
2.3.3. Ailenin Sosyo-Ekonomik Durumu

Ailenin gelir diizeyi ile obezite goriilme siklig1 arasindaki iliski yas, wk ve

cinsiyet faktorleri ile degiskenlik gosterdiginden bu konuda celigkili yaymlar



mevcuttur (Cinaz ve Bideci 2003). ABD nin ulusal National Health and Nutrition
Examination Survey NHANES’e gore ailenin sosyo-ekonomik durumu ve obezite
arasinda kesin baglant1 gosterilememistir (Maffeis ve ark. 2000). Ancak obezitenin
gelismis iilkelerde diisiik sosyo-ekonomik diizeylerde, gelismekte olan iilkelerde ise
yiiksek sosyo-ekonomik diizeye sahip kisilerde daha sik  goriildigiini

gozlemlenmistir (Baragan ve ark.1968).

2.3.4. Anne-Baba Egitim Diizeyi

Bazi calismalarda arada baglant1 kurulamazken, bazi caligmalarda ters iliski

saptanmistir (Huerta ve ark.2006; Gibson ve ark. 2007).

2.3.5. Dogum Kilosu

Diistik dogum agirlikli bebeklerde, ilk iki yilda biiylime ataginin gereginden
fazla olmasi nedeniyle ¢ocuklukta ve ileri yas grubunda obezite ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin daha sik ortaya ¢iktigi1 gosterilmistir (Giindoz 2002; Dietz 1983 ). Ayrica
intrauterin donemdeki maternal faktorlerin postnatal obezitede etkili oldugu

bilinmektedir (Giindz 2002).

2.3.6. Genetik Faktorler

Obezite bazi ailelerde digerlerinden daha sik goriilmekte birlikte, genetigin
mi, cevresel faktorlerin mi bunda etkili oldugunu belirlemek zordur. Obezite
patogenezinde pek c¢ok gen bozuklugunun rol aldig1 bilinmektedir; gen
mutasyonlari, yag dagilimini etkileyerek obezite ile sonuclanir. Bazi ailelerde
obezitenin daha sik goriilmesi ve ikizlerde yapilan caligmalar, genetik faktorlerin
obezite etyopatogenezinde rolii oldugunun diger bir gostergesidir. Anne ve babadan
birinin obez olmas1 ¢ocuklarinda obezite riskini % 40 oraninda arttirirken, her
ikisinin obez olmasi bu oranm1 % 80’e ¢ikartabilmektedir (Aydin ve ark.1998; Cinaz
ve Bideci 2003). Anne ve babanin obez olmama durumunda ise ¢cocuklarinin obez
olma olasilig1 % 7 olarak tespit edilmistir (Alikasifoglu ve Tungbilek 2000; Giin6z
2001; Huerta ve ark.2006). Obez anne ¢ocuklarinin, annesi obez olmayan ¢ocuklara
oranla 2,5 kat artmig obesite riski oldugu gosterilmistir. Bu annelerin daha kisa stire
anne siitli verdigi, kat1 gidalara daha erken basladigi1 da dikkati cekmektedir (Gilindz
2001).



Mono ve dizigotik ikizlerle yapilan arastirmalarda; ikizlerden biri sisman ise
digerinin sisman olma olasiligi, tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta ikizlerine gore
daha yiiksektir. Ayrica 20 yildan daha fazla birbirinden uzak yasamis tek yumurta
ikizlerinin kilolar1 birbirine benzer bulunmustur (Aydn ve ark.1998; Cinaz ve Bideci
2003). Bunun yaninda tek yumurta ikizleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda, Viicut kitle
indeksini (VKI), %70 oraninda genetik faktorlerin, %30 oraninda gevresel faktdrlerin
etkiledigi kanatine de varilmistir. Evlatlik ¢ocuklarin kilo durumlarinin ¢ogunlukla
kendilerini evlat edinen ebeveynlerinden ¢ok biyolojik ebeveynlerinin kilolar ile de

korele oldugu belirtilmektedir (Giinoz 2001; Damc12001).

2.3.7. Beslenme

Bebeklik donemindeki beslenme sekli, ¢ocugun daha sonraki yillarda
beslenme aligkanligim1  belirlemektedir. Anne siitiiyle beslenmenin obezite
olusumunu Onleyici etkisinin oldugu iyi bilinmektedir. Yapilan bir ¢calismada obez
olma durumunun anne siitii almamis ¢ocuklarda anne siitii almis ¢ocuklara gore
yaklagsik iki kat oldugu bildirilmistir. Siit cocuklugu déneminde mama ile beslenme,
zamanindan Once ek gidalara ve yapay beslenmeye gec¢ilmesi obezite artigini

kolaylastirir (Cinaz ve Bideci 2003).

Avrupa’da yapilan bir¢ok calismada obez g¢ocuklarin 6zellikle hayvansal
kokenli yag ve proteinleri asir1 tiikettikleri gézlenmis olup, diyetteki yag orani ile
viicuttaki yag orani arasinda %100’e¢ yakin bir korelasyon saptanmistir; bu da
yaglarin diisiik termogenetik etkisine baglanmistir. Termogenezde besinlerle alinan
yaglarin %31, proteinlerin %81 ve karbonhidratlarin %25°1 rol almaktadir (Maffeis
2000). Modern yasamim getirdigi beslenme aliskanlifinda; yiiksek kalori degeri,
yiiksek karbonhidrat ve yag orani yaninda, diisilk posa ve lif icerigi olan diyetle
beslenme sekli obezite olusumunu kolaylastirdig: belirtilmistir. Yiiksek karbonhidrat
icerikli besinlerin tiiketimi ile plazma insiilin seviyesi artmakta, bu da insiiline
bagimli lipogenez ve dolayisiyla viicut yag kitlesinde artisa yol agmaktadir (Mafteis

2000).

2.3.8. Fiziksel Aktivite

Aktivite azlig1 obeziteyi kolaylastirirken, obez ¢ocuklarin daha az aktivitede

bulunmaya yonelmeleri, olayin bir kisir dongii seklinde devam etmesine neden



olmaktadir (Cinaz ve Bideci 2003). Kentte cok kathi konutlarda yasama, oyun
alanlarmin yetersizligi, okullarda artmis bilgi yiikii ve 6devler, secme smavlarina
hazirlanma, televizyon seyretme ve bilgisayar kullaniminin ¢ocuklarin hareketlerini

kisitladig1 gosterilmistir (Altay 2000).

Televizyon seyretme siiresi: ABD de yapilan bir calismaya gore yas
gruplarma bagh olarak televizyon 6niinde gecirilen siire degismekle birlikte; 2-7 yas
aras1 ¢ocuklarin %32’sinde, 8-12 yas arasi ¢cocuklarin %65’inde ve 14-18 yas arasi
cocuklarin %65’inde yatak odasinda televizyon oldugu gdosterilmistir (Goodman ve

ark. 2000).

Televizyon izlemi boyunca azalan enerji harcamasi, artan atigtirma
aliskanliklar1 ve televizyon reklamlar:1 ile yiiksek kalorili yiyeceklere karsi yeme

arzusunda artis obezite artisinda faktor olarak gosterilmistir (Goncii 2000).

2.3.9. Psikolojik Faktorler

Aile i¢i olumsuz iliskiler cocugun ruhsal yapisini etkileyerek az ya da asiri
yeme davranis1 dogurmaktadir. Obez ¢ocuklarda ozellikle ergenlik doneminde ortaya
cikan psikolojik bozukluklar ¢ocugu pasif hale getirmekte ve obezite derecesini

artirmaktadir (Cinaz ve Bideci 2003).

2.4. Obezitenin Tanisi

Viicut yag miktarin1 degerlendirirken dolayli ve dolaysiz yontemler
kullanilmaktadir. Viicuttaki yag miktarni ve dagilimini dogrudan gésteren yontemler
genellikle pahalidir ve zaman alicidir. Bu Ol¢limler fizyolojik arastrmalar i¢in
gecerlidir. Ileriye doniik uzun ve genis ¢alismalarin hemen hepsi boy ve kilo
parametreleri esas alinarak yapilmistir (Stephens ve ark 1996; Costill 1997). Belirgin
sismanlik, inspeksiyonla gozlenebilen bir durumdur. Bununla birlikte, klinik
uygulamada ve popiilasyon taramalar1 ile sismanligin daha hafif derecelerini
kapsayan prevalansin belirlenmesi gibi amaglarla yapilan degerlendirmelerde,
antropometrik Ol¢timler ve Ol¢limlerden tiiretilmis bazi obezite indeksleri kullanilir.
En fazla kullanilan indeksler, agirlik ve boydan tiiretilmis olanlardir (Wilmore 2000;

Murphy ve ark. 2002; Baron 2004).



a) Viicuttaki Yagin Dogrudan Olgiimii

Viicut yag oraninin dogrudan belirlenmesi noktasinda asagidaki bazi
yontemler sayilabilir; sualt1 tartimi ile viicut dansitesinin hesaplanmasi, toplam viicut
suyunun izotop diliisyonu ile saptanmasi, toplam viicut potasyumunun Olciilmesi ve
notron aktivasyonu. Bunun yaninda viicudun biyoelektriksel impedansinin
saptanmasi, bilgisayarl tomografi, magnetik rezonans goriintiileme, dual enerji x-ray
absorpsiyonunun degerlendirilmesi, USG gibi yontemler de sayilabilir yalniz bu
yontemler yaygin kullanimda pratik ve ekonomik olmadigi gibi, bir¢cogu cocukluk
yas grubunda kullanimimna da uygun degildir (Alikasifoglu ve Yordam 2000; Ozbey
ve Orhan 2001; Ogden ve ark.2002).

b) Viicuttaki Yagin Dolayli Ol¢giimii

Rolatif agirlik (boya gore agirlik), viicut kitle indeksi (Quetelet indeks), deri
kivrim kalinliginin 6lgtimii ve bel/kal¢a orani, en ¢ok kullanilan antropometrik

Olciimlerdir.

1) Rélatif Agirlik: Cocugun viicut agirliginin, boyuna uyan ideal agirliga gore
yiizde ifadesidir. Bu kriterin boy kisalig1 olan c¢ocuklarda kullanilmasi uygun

degildir.
e %090-110: Normal tartil1 cocuk
e %110-120: Fazla kilolu ¢ocuk (overweight)
e >%120: Obez ¢ocuk

2) Bel-Kal¢a Orami: Kaburgalarla iliak kemik arasindaki en dar bolgenin
cevresi ve kalcalarm en genis yerinin ¢evresi Olgiiliir ve bunlarin birbirine
oranlanmasi ile bel kalga orani hesaplanir. Erigkinler i¢in 0.72’den biiyiik degerler
anormal kabul edilir. Glukoz intoleransi, hipertansiyon, hipertrigliseridemi gibi
komplikasyonlar erkeklerde 1, kadinlarda ise 0.9’dan itibaren artmaktadir. Cocuklar

icin ortalama normal deger 0.85 olarak kabul edilir.

3) Deri Kwvrimi Olgiimleri: Obezitede yagin biiyiik bir kismi deri altinda
toplanir. Deri alt1 yag dokusunu belirlemek i¢in deri kivrim kalinligi 6l¢tiimii yapilir.
Olgiim ‘Kaliper” adi verilen ozel aletlerle yapilir. Olgiimler triseps-biseps-

subskapular-abdominal-suprailiak-uyluk-bacaktan yapilabilmekte ve mm olarak



degerlendirilmektedir. Yaygin olarak kullanilan triseps deri kivrim kalinligimin
Olciimiidiir, fakat bu yontemin 6zel egitimli ve tecriibeli antropometristler tarafindan
yapilmas1 gerekliligi ve asir1 obez ¢cocuklarda hatali 6l¢timler yapilabilmesi nedeniyle
kullanim1 kisith kalmistir. Yasa, cinsiyete ve etnik kokene gore degisiklikler gosteren

deri alt1 kivrim degerleri ile BMI arasindaki korelasyon oldukea yiiksektir.

4) Body Mass Index (BMI): Obezitenin degerlendirilmesi igin kullanilan en
pratik metotlardan biri oldugu kabul edilmektedir. Body Mass Index (BMI) = Agirlik
(kg) / Boy (m2) olarak hesaplanmaktadir. BMI, ¢ocuklarda yasa ve cinse gore
degiskenlik gosterir. Cocukluk doneminde ¢ocuklarin yaslarina gore diizenlenmis
grafiklere gore BMI 85-95 persentil araliginda olanlar fazla kilolu (overweight), 95.
persentilin iizerinde kalan vakalar obez olarak degerlendirilmektedir (Murphy ve

ark.2002; Curran ve Barness 2007).

2.5. Obezite ve Insiilin Direnci

Insiilin, yag hiicrelerinde depolanmis olan trigliseridleri hidrolize eden
hormona duyarli lipaz1 inhibe ederek, yag asitlerinin yag dokusundan kana
serbestlenmesini baskilar (Cheatham ve Kahn 1995). Hiperinsiilinemi ve insiilin
direnci, obezitenin endokrin sistem tlizerine etkisinin Onemli gostergeleridir;
cocuklarda bozulmus glukoz toleranst veya tip 2 DM i¢in uyarici olmalidir.
Obezlerde insiilin diizeyi, obezite siddeti ve siiresi ile paralellik gosterir.
Hiperinsiilinemi, aclik insiilinin 15 mU/ml ve/veya Oral glukoz tolerans testinde
(OGTT) pik insiilin degerinin 150 mU/ml ve/veya OGTT’de 120. dakika instilin
degerinin 75 mU/ml veya daha yiiksek olmasidir (Sasson ve ark 1993; Cinaz ve
Bideci 2003). Obezite ile iliskili hiperinsiilinemi ve insiilin direncinin azalmis insiilin
duyarliligina sekonder gelistigi diistiniilmektedir. Obezitede insiilin direncinin, kas
dokusunda insiilinin aktive ettigi glukoz alimini azalttig1 ve yag dokusunda lipolizi
arttirdigr  kanitlanmistir. Ayrica obezite, sempatik sinir sistemi aktivasyonunu
artirarak serbest yag asidi miktarmin artmasina katkida bulunmaktadir. Yag
depolarindan serbest yag asidi salinmasi asetil coA iiretimini artirmakta, bu durum
cizgili kastaki glukoz alimimi ve oksidasyonunu azaltmakta ve glukoneogenez
aracilig1 ile endojen glukoz iiretimini artirmaktadir. Bu da obezitede insiilin direnci
gelisiminde serbest yag asidindeki artigin ek bir faktdr oldugunu diisiindiirmektedir.
Manyetik rezonans ile 6l¢iilmiis ¢izgili kas dokusundaki trigliserid igerigi ile insiilin

rezistansi arasinda korelasyon tespit edilmistir (Muzumdar ve ark 2003).
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2.6. MikroRNA

MikroRNA’lar, genom iizerinde protein kodlayan genlerin intron veya ekzon
bolgeleri ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu
saglanan, fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA
molekiilleridir (Shenouda ve Alahari 2009). MikroRNA’lar yiiksek diizeyde korunan
DNA bolgelerinden kodlanan fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, 18-24
niikleotid uzunlugunda kiigiilk RNA molekiil ¢esididir (Sylvia ve ark 2009).

Ik defa mikroRNA, 1993 yilinda Lee ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan
Victor Ambros laboratuvarinda kesfedilmistir. 2001 yilindan itibaren mikroRNA
terimi kullanilmaya baglanmistir (Ruvkun 2001). Lee ve arkadaslar1 1993 yilinda
yuvarlak solucan olan Caenorhabditid elegans’1 gen igerigi bakimindan taramuslar,
lin-4 olarak adlandirdiklar1 genin higbir protein kodlamamasima karsin 22 niikleotid
uzunlugunda kii¢iik bir RNA transkribe ettigini bildirmislerdir (Lee ve ark.1993).
2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1  Caenorhabditid elegans’da 22 niikleotit
uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen
farkli bir mikroRNA kesfetmislerdir (Reinhart ve ark. 2000). Let-7’nin insanlar dahil
bir¢ok tiirde korunmus olmasi ile let-7’nin énemli bir biyolojik fonksiyona sahip
oldugu fikri ortaya c¢ikmustir. Takip eden yillarda mikroRNA’lar olarak
adlandirilacak, let-4 ve let-7’ye benzeyen bir¢ok kiigiik RNA molekiilii, hemen
hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilmistir (Pasquinelli ark.2000; Lagos-

Quintana ve ark. 2001).

Sekil 1: Caenorhabditid Elegans’in Mikroskobik Goriintiisii
(https://tr.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans 2014 )
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2.6.1. MikroRNA’larin Sentezi

MikroRNA olusum siirecinde ilk adimda mikroRNA genlerinden primer
mikroRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu gergeklesir. Ikinci adimda primer
mikroRNA’lar prekiirsor mikroRNA (pre-miRNA)’lara niikleus i¢inde doniistiirtiliir.
Ugiincii ve son adimda olgun mikroRNA’larin sitoplazma ig¢inde  olusumu

gergeklesir (Esquela-Kerscher ve Slack 2006).

RNA Pol Il

ii’:\' ‘

pri-miRNA
DGCRS8
," Drosha
Exportin-5
nucleus 0 [)
cytoplasm
TRBR pre -miRNA
PACT |cer
' v Cleavage Slte\, 3 miRNA

Argonaute/RISC

Sekil 2: MikroRNA Sentez Basamaklari
( http:/flipper.diff.org/app/pathways/microRNAs 2014)

MikroRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II
enzimi tarafindan genomik DNA’dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), “cap’’
ve “poli A” kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir.

Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz IIl enzim ailesinin bir endoniikleazi olan
Drosha ve kofaktorii Pasha (veya DGCRS) tarafindan islenerek pre-miRNA’ya
dontstiiriiliir ( Lee ve ark. 2003; Esquela-Kerscher ve Slack 2006). Bir niikleaz olan
Drosha ile ¢ift iplikli RNA baglayict bir protein olan Pasha’nin olusturdugu
komplekse mikroislemci kompleks (Microprocessor complex) adi verilir (Esquela-

Kerscher ve Slack 2006).
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Pre-miRNA molekiilii bir niikleer tagima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer
bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli bir sekilde sitoplazmaya tasmnir (Lund ve
ark.2004). Sonrasinda, pre-miRNA’lar sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden
Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda cift zincirli
miRNA: miRNA dubleksini olusturur (Zhang ve ark.2002). Dicer, ayn1 zamanda
RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC)
olusumunu baglatir (Bernstein ve ark.2001). Dicer, pre-miRNA’nin sap-ilmigini
kestikten sonra, miRNA: miRNA dubleksinden sadece biri RISC kompleksine dahil
olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz (riboniikleaz) olan argonaute’un
etkisiyle bu iki iplikten 5° ucu daha kararli olan1 se¢ilip komplekse dahil edilir. Bu
iplik kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilir. Diger iplik, anti-kilavuz veya
yolcu iplik olarak adlandirilir, RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir.
MikroRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya argonaute
proteinleri yardimiyla mesajct RNA (mRNA)'nmin yikimma ya da protein

translasyonunun baskilanmasima neden olurlar (Gregory ve ark.2005).
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Sekil 3: MikroRNA:MikroRNA Dublex Olusumu

( https://tr.wikipedia.org/wiki/MikroRNA 2015)
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2.6.2. MikroRNA’larin Fonksiyonu

Olgun mikroRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein
sentezinin diizenlenmesine katilirlar. MikroRNA’lar kendi niikleotid dizilerine
komplementer hedef genleri tanima Ozelligine sahiptir. MikroRNA, RISC ile
kompleks olusturur, baz ¢iftlesme 6zelligi ile mRNA’ya baglanir, sonrasinda protein
translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin yikimina neden olur (Shenouda

ve Alahari 2009).

MikroRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bolgeye
(untranslated region-UTR) veya hedef mRNA’nin ORF (open reading frame)
bolgesine baglanir. Baglanma pozisyonu mikroRNA kompleksinin mRNA’ya nasil

komplementer olduguna baglhidir.

3> UTR bolgesine baglanma kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerligi
ihtiva eder ve translasyonun baskilanmasi ile sonug¢lanir. ORF bolgesi icine
baglanma ise kusursuz, tam komplementerligi gosterir ve Argonaute2 (Ago2)
tarafindan mRNA’nin  yikimi ile sonuglanir (Sun ve ark 2010). Ayrica,
mikroRNA’larin her birinin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebildigi
ve mRNA’larmn her birinin de birden fazla mikroRNA tarafindan hedeflenebildigi
goriilmektedir ( Pillai 2005 ).

2.7. MikroRNA’larin Obezite ve Diyabetteki Rolii

Son yapilan arastirmalar da insiilin direncine sebep olan mekanizmada miR-

103 ve miR-107 molekiillerinin de etkili oldugu saptanmistir (Trajkovski 2011).

Cologne Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada obez fareler ve insanlarda bu
iki mikroRNA’nin ¢ok fazla miktarda bulundugu ve bu mikroRNA’larin miktar1 ne
kadar fazla olursa karaciger ve yag hiicrelerindeki insiilin direncinin, o kadar fazla
oldugu tespit edildi. Yani miR-103 ve miR-107 molekiillerinin fazlalig1 glikozun
kandan hiicreye alimini1 gii¢lestiriyor. Bu mikroRNA’lar, ©6nemli bir genin
calismasini bloke ediyor. Bu Onemli genin bloke edilmesi, Caveolinl (Cavl)

proteininin sentezlenmesine engel oluyor (Trajkovski 2011).

Oysa Caveolin 1 proteini insiilin sensorlerine baglanarak glikozun transferini

baslatacak biyokimyasal reaksiyonlar zincirinin baglamasini sagliyor.
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Tip II diyabet hastasi olan obez farelerle yapilan laboratuvar testlerinde,
farelere mikroRNA faaliyeti durduracak olan Antagomirsler enjekte edilmis ve kisa
bir siire icerisinde karaciger insiiline karsi duyarli hale gelmistir. insiilin duyarlilig
ile birlikte glikozun tekrar kandan hiicrelere girisi normale donmiistiir (Trajkovski

2011).

Bunun yani sira farelerin yag metabolizmasinda diizelme goriilmiis ve obez

fareler tekrar normal agirligma donmiistiir.

Pankreatik adacik hiicrelerine spesifik miR-375 ve miR-124a, insiilinin
vezikiil transportundan sorumlu miyotropini inaktive ederek, ekzositoz diizeyinde

insiilin sekresyonunu azaltmaktadirlar (Hennessy ve O’Driscoll 2008).

Baska bir ¢alismada ise kolesterol ve lipit metabolizmasinda gorevli miR-
122’yi hedefleyen Locked Nucleic Acid (LNA)’lar ile kardiyovaskiiler hastaliklarda
tedavi amacglanmis ve miR-122’nin baskilanmasi ile plazmadaki kolesterol

seviyesinin diistiigli tespit edilmistir ( Elmen ve ark 2008).

2.8. Adipoz Doku ve MikroRNA

MikroRNA’lar C.Elegans iplik kurdunun heterokronik gelisimsel siirecinde
kesfedilmistir (Lee ve ark. 1993). Bu sebepten dolayi, mikroRNA’larin hiicrenin
kaderinin belirlenmesi ve gelisiminde bir rol oynayabilecegi bilinmektedir.
Adipositler, hayvan tiirlerinde geri kazanilabilir yag ve enerji deposu saglayan
hiicrelerdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar mikroRNA’larin adipoz onciilii olan
pre-adipoz adi verilen hiicrelerin gelisimsel olgunlagmasi siirecinde yer aldigini
ortaya koyan kanitlar sunmustur. Bu deneyler cogunlukla, yag depolayan olgun
adipositlere benzeyen bir fenotipe farklilasma amaciyla stimule edilebilen

kiiltirlenmis pre-adipozlar igermektedir. (Wilfred ve ark 2007)

Kajimito ve arkadaslar1 kiiltiirlii 3T3-LI pre-adipositler icerisinde, 80 farkli
mikroRNA eksprese edildigini ve pre—adiposit farklilasma siirecinde 21 bireysel
mikroRNA’nin farkli sekilde eksprese edilmekte oldugunu (¢cogu degisimin
farklilagsma siirecinin son asamalarinda olustugunu) bildirmislerdir (Kajimoto 2006).
Ancak, (miR-143 dahil olmak iizere) o©zgiin mikroRNA’larm fonksiyonunun
baslamasi ne pre-adipoz farklilagmasi silirecinde olusmustur ne de bu pertiibasyonlar
PPAR-y, A-FABP ya da adiponektin belirleyici mRNA seviyelerini degistirmistir.
Bu hiicrelerde hem miR-103 hem de miR-143 daha ¢ok farklilasmis hiicrelerde daha
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yiiksek ekspresyona egilim gostermektedir. Esau ve arkadaslar1 (2004) miR-143’iin
pre-adipoz insan hiicrelerinde adipoz farklilasmasini inhibe ettigini gostermislerdir
ve vyazarlar bu etkinin ERKS proteini icin miR-143’0i hedef alma yoluyla
olusabilecegini hipotezlestirmislerdir. Bunun sonucu olarak lipid metabolizmasi ile
ilgili fizyolojik fonksiyonu olan hiicrelerde mikroRNA’lar bolca bulunur ve terminal,

son hiicre fenotipini belirlemede bir rol oynayabilir.

MikroRNA’larin adipoz hiicre kaderinin belirlenmesinde oynadigi role ek
olarak, adipoz ve pre-adipositlerin kararli durum fonksiyonlarimnda mRNA’lar i¢in
onemli bir rolii oldugu da ongoriilmektedir. Hackl ve arkadaslar1 (2005) expressed
sequence tag’lardan (EST) 3 UTR yiiksek 1s/iirlin hacmine sahip analizlerinde 3T3-
LI pre-adiposit hiicrelerinin ekprese edildigini ortaya koymustur. Yizlerce EST
calismasimdan alinan veriler gostermistir ki, %70 den fazla farklilasmis expresyona
sahip genlerin o zamanlar bilinmekte olan mikroRNA’lar tarafindan diizenlenmekte
oldugu tahmin edilmektedir. mRNA’larin ¢ogunun, transkipsiyon faktorleri
tarafindan kodlanmis mikroRNA’lar tarafindan diizenlendigi tahmin edilmektedir.
Bu veriler yag hiicrelerinin fonksiyonunun diizenlenmesinde mikroRNA’larin

onemli, dinamik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

2.9. Lipid ve Enerji Metabolizmasinda miR-103 ve miR-107’nin Rolii

Metabolizmadaki 6rnek verilmis bir mikroRNA’nin fonksiyonu hakkindaki
cogu arastirma mikroRNA’nin belirli bir etkisi lizerine: mRNA etkilesimi {izerine
yogunlasmustir. Ornek verilen mRNA iizerine mikroRNA etkileri, baz1 biyolojik
baglamlarda baskin gelebilir iken bu genellikle dogru olmayadabilir. Ne de olsa,
bircok mikroRNA 1000 iizerinde farkli hedef mRNA diizenlenmesinde yardimci
oldugu ongoriilebilmektedir. Bir mikroRNA’nin tiim insan metabolik yolunu nasil
degistirebilecegine bir 6rnek saglamak amaciyla, yapilan caligmalarda ¢ok sayida
farkli mRNA az sayida yliksek-benzerlikte mikroRNA genleri tarafindan
diizenlenmis metabolik bir yol incelenmeye calisiimistir ( Lewis 2005; Miranda

2006).

Literatiir genel olarak incelendiginde enerji metabolizmasinda etkili 3 farkl
mikroRNA adma ¢ok sayida referans vardir. Bu mikroRNA’lar miR-103(1), miR-
103(2), and miR-107 dir. miR-103 genleri 2 tiirdes olgun mikroRNA ve bir adet
miR-107 adi verilmis, tek bir niikleotit farki bulunan bir 3.paralog mikroRNA
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kodlamaktadir. Biitiin bu 3 paralog farkli insan hiicreleri kromozomlarinda yer
almaktadir. miR-103 ve miR-107 genleri tamamiyla biitiin bilinen omurgali
canlilarda muhafaza edilmektedir ama omurgasiz tiirlerde tanimlanmamaktadir
(Mourelatos ve ark. 2002). miR-103 ve miR-107’in beyin dokusu i¢inde yiliksek
konsantrasyonda  ve beraber bir ¢ok insan orgami icinde eksprese edildigi
gozlenmistir (Babak ve ark.2004; Roldo ve ark. 2006). miR-103 ve miR-107
onkogenez (Roldo ve ark. 2006), hipoksi (Kulshreshtha ve ark. 2006), stres
durumunda (Marsit ve ark.2006; Van Rooij ve ark. 2006) ve gelisim (Esau ve
ark.2004; Misk ve ark.2004) esnasinda oldugu gibi bir¢ok farkli baglamda farklh
sekilde eksprese edilmektedir. miR-103/107 ekpresyonunda stimulasyon kaynakli
degisimlerin 6nemi belirtilmemistir. Ayni1 zamanda miR-103/107ye ait kritik 5°
pozisyonu igerisinde, miR-16 ve miR-15’in homolojilerinin yakinliginin var
olusunun 6nemi bilinmemektedir. Hem miR-15 hem de miR-16 omurga gelisimi
esnasinda yiiksek derecede eksprese edilir ve insan kanseriyle baglantilidir (Calin ve

Croce 2006).

miR-103(1), miR-103(2), ve miR-107 ‘ye ait DNA kaliplari, pantotenat kinaz
(PANK) enzimlerini sifreleyen genler igerisindeki intronlar igerisinde ve bilinen tiim
omurgalilarda yer almaktadir. Insanlarda, en az 3 yiiksek-homolog PANK geni
vardir. Gorece, miR-103(1), miR-103(2), ve miR-107 genleri; PANK3, PANK2, ve
PANKI1 genleri igerisinde yerlesmistir. Omurga genomu i¢inde miR-103/107 nin ve
PANK’larmn iligkisinin 6dnemini anlamak i¢in, PANK geni tarafindan kodlanmis
polipeptit fonksiyonunu anlamak Onemlidir. PANK enzimi genel bir katalitik
fonksiyona hizmet eder, bir diger degisle; bu (Vitamin B5) (Tahiliani ve Beinlich
1991) pantotenat fosforilizasyonudur. PANK’lar hiicresel CoA seviyelerinin
diizenlenmesinde (Tahiliani ve Beinlich 1991; Rock ve ark.2000) ana enzimlerdir.
Bilinen enzimlerin yaklasik 4% ‘linde bulunan CoA, metabolizmada 100’{in lizerinde
reaksiyona karisan, gerekli bir yardimci faktordiir (Leonardi ve ark.2005). Bu
enzimatik reaksiyonlar metabolizmada ve yag asitleri, aminoasitler, kolestrol,
piruvat/laktat, glikoz ve krebs siklusu ara maddesi gibi az sayida sayilabilecek
sentezlerde onemli asamalar1 icermektedir. Enteresan bir bigcimde, PANK geninin
pantotenat kinaz bagtili nérodejenerasyon adi verilen (Zhou ve ark.2001; Gordon
ve ark.2002; Hayflick ve ark.2003) pediatrik norodejeneretif hastaliklarda islev

kaybini barindiran bir gen oldugu da bildirilmistir. Noropatolojik olarak, pantotenat
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kinaz kaynakli norodejenerasyon noron kaybi, demir depolari, cogunlukla bazal
gangliyada goze carpan aksonal sismeler ile nitelenmektedir. miR-103’tin PANK?2
geni icinde bulunmakta olup ve o kosulda degistirilen, ekpresyonunun nasil olustugu

hala bilinmemektedir (Wilfred ve ark 2007).

PANK genleri igerisindeki intronlarda miR-103/107 genin lokasyonu fizyolojik
baglantili olabilir. Intronik mikroRNA’larmn ekpresyonu ve konak genleri siklikla yiiksek
korelasyonludur, ¢linkii biiylik olasilikla karsilikli transkribe olmustur (Baskerville ve
Bartel 2005; Ying ve Lin 2006). Memeli dokularmdan alinan mikroarray deneylerinden
cikan veriler miR-107 ve miR-103 ¢ogunlukla biitiin beyin hiicrelerinde eksprese
edilmekte ve en yiiksek seviyelerinde bulunduguna isaret etmektedir (Baskerville ve
Bartel 2005; Babak ve ark.2004). Insan beynindeki biitiin 3 farkli PANK ailesinin
transkripsiyonlar1 ~ bulunmaktadir. Yapilan calismalarda miR103/107°nin  lipit
metabolizmas1 ve asetil CoA ilizerinde bir kuvvet birakarak diizenleme yapmakta oldugu
ortaya konulmustur. Burada gormekteyiz ki, miR-103/7 ayn1 zamanda intraseliiler asetil
CoA depolarmi artirma gorevi gormekte ve belki de asetil CoA’y1 TCA siklusuna
doniistiirmede bir kanal islevi yapmaktadir (Rock ve ark.2000)

Bir PPAR-a hedefli kolaylastiric, PANKI geninin 5’akis yOniiniin
yukarisinda kesfedilmistir. PPAR-a reseptorleri, artmis yag asitler/intraseliiler lipitler
tarafindan stimule edilen transkripsiyon faktorleridir; PPAR-a’nin fonksiyonunun
azalmakta olan intraseliilar serbest yag asit depolarna miidahale etmek oldugu
disiiniilmektedir (Icre ve ark.2006; Lefebvre ve ark.2006). Bu sonuclar ile miR-
103/107’in serbest yag asiti sentezini ve alimmi azaltarak ve piruvat dehidrojenaz
kompleksini artirarak PANK proteinleri ve PPAR-a yoluyla simbiyotik bir sekilde
davrandigini iddia edilmektedir. MiR-103/107 nin lipid seviyeleri ve seliiler asetil-
CoA igeren bir yol igerisinde ¢ok sayirda mRNA hedeflerini diizenlemesi gercegi
deneysel olarak kanitlanma durumunda kalmaktadir. Ancak, diisiindiiren bes Ozet

nokta bulunmaktadir:

1. Mir-103/107 metabolizmay1 diizenleyen (ve bu iliski yoluyla omurga
gelisimin sabit tutan) PANK genleri i¢inde bulunur

2. Onceki ¢alismalar, intronik mikroRNA’larin siklikla ana protein kodlayan
genlerle koordineli ¢alistigmi iddia etmektedir (Rodriguez ve ark.2004; Baskerville
ve Bartel 2005; Ying ve Lin 2006)
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3. miR-103/107 seviyeleri stres dahil olmak {izere degisen seliiler
metabolizma durumlarinda degismektedir (Esau ve ark.2004; Miska ve ark.2005;

Roldo ve ark.2006)

4. mikroRNA’larin ¢ogu metabolik yollardaki enzim oranlar1 belirleyen

proteinleri sifreleyen mRNA lar1 hedef aldig1 tahmin edilmektedir

5. PANK’nin aktivitesini tmamlayict goriinen bir patern olan miR-
103/107°nin metabolik yollarda 6zellikle hedef alinan mRNA’larin 3 UTR ucundaki

motifleri tanidig1 tahmin edilmektedir.

2.10. miR-103 ve miR-107’nin Insiilin Duyarliligi Uzerine Etkisi

Insulin sinyalizasyonundaki defektler, tip 2 diyabet (Kahn 2003; Taniguchi
2006; Muoio 2008) gelisimindeki bireysel yatkinligi olan en erken ve en yaygin
defektlerdir. mikroRNA’lar metabolizma (Kriitzfeldt, ve Stoffel 2006; Bartel 2009)
dahil olmak tizere bir ¢cok biyolojik fonksiyonu etkileyen regiilator molekiillerin yeni
bir smnifi olarak tanimlanmistir. Ancak, canli organizmadaki mikroRNA’larin direkt
insulin duyarliligmin regiilasyonu {iizerine etkisi heniiz ispatlanmamistir. Yapilan
calismalarda miR-103/107 nin susturulmasi ile artmis glikoz homeostazisi ve insulin
duyarliligina yol ac¢tig1 gézlenmektedir. Tam aksine, yagda veya karacigerdeki miR-
103/107 fonksiyonunun kazanimi, bozulmus glikoz homeostasisinin baslamasinda
yeterli olmaktadir. Adipozlardaki miR-103/107 inaktivasyonu ile upregule olan
caveolin-1 ortaya ¢ikmistir ve bu; kiiclilmiis adiposit boyutu, yiikselmis insulin
sinyallesmesi, yiikselmis insulin-uyarim: kaynakli glukoz edinimi ve insulin
reseptoriiniin  stabilizasyonuna sebep olmustur. Bu bulgular, insulin duyarliligina
miR-103/107’nin ana énemini gostermektedir ve tip 2 diyabet ve obezite tedavisinde

yeni bir hedef belirlemektedir (Trajkovski ve ark.2011).

Insulin direncinde ve obezitede denetimi bozulmus miRNA’lar tespit etmek
icin obez farelerin 2 tipi (ob/ob fareler ve beslenme kaynakli obez (DIO) C57BL/6J
fareler) tlizerinde yapilan caligmalarda farelerin karacigerlerinde miR-103 ve miR-
107°nin en ¢ok upregule olan 5 mikroRNA arasinda oldugu ve bu mikroRNA’larin
ekpresyonunun, diabetik fare modellerinde de artis gosterdigi tespit edilmistir.
Artmis miR-103/107 nin ekspresyonunun etkisinin arastirildigi baska bir ¢calismada

miR-107 eksprese eden rekombinant adenovirus (ad-107/GFP) iiretilmis ve ad-
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107/GFP’1i dogal fenotipin fareye enjeksiyonu hem kan glikoz seviyelerinde hem de
insulin seviyelerinde hizli ve ani bir artisa yol agmistir. Intraperitoneal glikoz
enjeksiyonunun ardindan glikoz toleransmi bozulmus ve ad-GFP enfekte olmus
kontrollii  farelerde goreceli olarak insulin duyarliligi azalmis olarak

bulunmustur.(Herrere ve ark.2010)

miR-107"nin hepatik over ekspresyonu bir intraperitoneal piruvat tolerans test
sirasinda artmis glikoz tiretimi ile sonug¢lanmistir. Hepatik glikoz {iretimindeki artis,
glikoz 6-fosfatazin artmig ekpresyonu, fosfoenolpiruvatkinazin, piruvat karboksilazin
ve fruktoz biofosfatazin artis1 ile eslik etmektedir ki bu durum glikogenesizin
artiginin  yikksek glikozun temel sebebi olduguna isaret etmektedir. Bu veriler
gostermektedir ki karacigerdeki miR-107°nin fonksiyonunun kazanimi insulin

duyarliligini azaltir ve hepatik glikoz iiretimini artirir (Trajkovski ve ark.2011).

miR-103/107 azaliminin etkisi iizerinde yapilan calismalarda, ilk Once
antagomirin hem miR-103 hem de miR-107’1 engelleyip engellemedigi test
edilmistir. miR-103 ve miR-107’nin northern blot analiz teknigi kullanilarak
antagomir-103 (ant-103) ile etkili ve spesifik olarak karacigerdeki ve yag dokudaki
ilgili mikroRNA’lar baskilamistir. Sonug¢ olarak, ob/ob farelerde plazma glikoz
seviyeleri distiriilmiistiir. Benzer etkiler DIO farelerinde de gézlemlenmistir. Glikoz
tolerans ve insulin-tolerans testleri géstermistir ki hem ob/ob hem ant-103 enjekte
edilmis DIO farelerde insulin duyarliigi ve glikoz toleransi gelismistir. Ve bu
bulgular ant-103 tedavili farelerdeki glikoz-6-fosfataz, piruvat karboksilaz ve
fruktoz-1,6-bifosfataz  ve hepatik ekpresyondaki azalma tarafindan da
desteklenmektedir. Buna ek olarak ant-103 tedavili ob/ob ve DIO hayvanlarda
karaciger glikojen igerigi artirilmis ve plazma insulin seviyeleri azaltilmistir.
Metabolik kafeslerde yiiriitiilen metabolik ve enerji-tikketimi ¢alismalar1 gostermistir
ki miR-103 ekpresyonu eksikligi olan ob/ob farelerde, goéreceli viicut sicakliginin
artmasimin yani sira O, tiiketimi ve CO; liretimi artmistir. Ant-103 tedavili farelerden
alman adipozlardaki gen ekpresyonu B-oksidasyon enzimlerinin genlerinde bir artis

oldugunu ortaya koymustur (Trajkovski ve ark.2011).

Caveolin-1 (cav 1) insulin sinyalleyicisi olarak anahtar bir rolii olan protein

olarak tanimlanmistir. Cavl ile miR-103/107 arasinda antagonist bir etkinin var
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oldugu bilinmektedir. Dikkat c¢ekici bir bicimde miR-103’in adipoz dokuda
baskilanimi yaklasik 3.5 katt mRNA seviyelerinde Cavl’in upregule olmasiyla
sonuclanmustir. Literatiir verileri Cavl’in hem fare hem insan hiicrelerinde miR-103
in direkt hedefi oldugunu gdostermektedir. Cavl, plazma membraninda lipit ve
kolestrolce zengin vaskiiler invajinasyonlarda belirgin caveolae’nin (Rothberg 1992)
ana proteinidir. Cavl belki de caveolae (Nystrom ve ark. 2013) insulin reseptorlerini
dengeleyerek insulin sinyalizasyonunu aktive eder. Cavl ve Cav3’e yap1 alani olarak
karsilik veren peptitler insluin-reseptor kinaz aktivitesini (Yamamoto 1998) uyarir.
Ustelik Cav3’iin over ekpresyonu insulin reseptdr substratinin insulin kaynakli
fosforilizasyonunu artrmaktadir ve hepatik insulin reseptdr fosforilizasyonunun
insulin stimulasyonuna karsilik vermeme durumunu artirir. Boylece diyabetik
farelerde genel glikoz metabolizmasini gelistirir (Otsu ve ark.2009). Cavl-degersiz
farelerde normal beslenme fenotipikal olarak normaldir ama azalmis insulin reseptor
ekpresyonu nedeniyle yliksek yaga sahip beslenme durumunda insulin direnci
gelistirmektedir ve adipoz dokusunda insulin reseptor sinyalizasyonu azalmistir

(Cohen ve ark.2003).

Insulin sinyalizasyonunun miR-103/107 kaynakli Cavl ekpresyonuyla
korelasyona sahip olup olmadigmin arastirildig1 bir calismada bu proteinin iskelet
kaslarinda herhangi bir ekpresyonu tespit edilmemisken, ob/ob farelerin karaciger ve
yag dokularmda miR103/107’nin baskilanip Cavl seviyelerinin artmasi ile
sonuclanmistir. Ek olarak, yag hiicresine ad-miR-107 enjekte edilen dogal fenotip
farelerde Cavl ekpresyon azalimi gosterilmistir. Gelismis insulin duyarliliginin
baskin katki saglayanmm miR-103 baskilanimi olduguna isaret etmektedir. Insulin
duyarliligini regule eden bu mRNA’lar tarafindan bir mekanizma Cavl’i hedef
almaktadir ki boylece caveolae-zengin plazma membran mikro alanlarindaki insulin
reseptorleri azalmakta ve insulin sinyalizasyonunun diistirmektedir. Biiyiik olctide
muhtemeldir ki Cavl ayni zamanla fenotipe katki saglayan diger etkilere aracilik
etmektedir. Ciinkii bu protein biiytime-faktorlii sinyalizasyonda, endositotik yollar ve
lipid regulasyonunda bir¢ok fonksiyona sahiptir (Parton ve Simons 2007). Obez
hayvanlarda miR-103/107°nin baskilanimmin glikoz homeostasisini gelistirdigini
gosteren bu bulgular diyabet tedavisinin amaclarinda yeni terapétik yollar olarak bu

mikoRNA’lar1 isaret etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1.Vakalarin Olusturulmast

Bu caligma 5-17 yaglar1 arasinda 40 (erkek: 18, kadin: 22) obez c¢ocuk ile 5-
17 yaslar1 arasinda 40 (erkek: 20, kadmn: 20) saglikli normal kilolu ¢ocuklar iizerinde
gerceklestirildi. Tim Ol¢iimler aymi hekim tarafindan Konya Egitim Arastirma
Hastanesi Cocuk Endokrin Hastaliklar1 klinigi’'nde yapildi. Caligmaya katilan tiim
cocuklarda birinci ve ikinci derece akrabalarinda kan basinci yiiksekligi, kalp-damar
hastaligi, sismanlik, tip 2 DM, polikistik over hastaligi, yag metabolizmasinda
bozukluk varligi ayrintili olarak kaydedildi. Ayrica, katilimcilarin hepsinde yasa ve
kol uzunluguna uygun civali sfingomanometre kullanilarak kan basinci dl¢iimii ve

ayrmtil fizik muayene yapildi.

Boy ol¢ctimii: Stadiyometre kullanilarak, olgularin ayaklari ¢iplak ve birlesik
olarak arkalarindaki stadiyometreye bas arkasi sirt, kalca, ayak topuklarinin arkasmin
degmesi ve dik bir sekilde sabit durmalar1 saglanarak yapildi. Cene mandibula
kosesinden hafifce yukari dogru kaldmrilarak, goz ile kulak kepgesi tist kismi
arasindan gecirilen ¢izginin yere paralel olmasina dikkat edilerek basin {izerinden
ayak tabanina kadar olan uzunluk Olglldii. Tart1i Slglimii: Tasmabilen hassas
elektronik bir baskiil diiz bir zeminde sifira ayarlandiktan sonra sabah a¢ karnina ince
i¢c camasirli olacak sekilde yapildi. VKI hesaplanmasi: Boy ve agirlik dlgiileri
kullanilarak, agirlik (kg)/boy? (m?) formiiliiyle VKI hesaplandi. Tiim olgular igin
VKI persentili <85. persentil olanlar normal, 85-95.persentil olanlar fazla kilolu, >95.

persentil olanlar obez olarak kabul edildi (Bundak ve ark.2006).

Standart deviasyon skoru (SDS) hesaplanmasi: Tarti, boy ve VKI degerleri
icin SDS hesaplamas1 LMS yontemiyle yapildi. Bu yontemde z= [6lgiilen deger/M)L
- 1]/LS formiilii kullanilarak (L: egrinin baslangi¢c degeri, M: medyan deger, S:
degiskenlik katsayisi), 6l¢iilen deger yerine sirastyla olgularin tarti (kg), boy (cm),
VKI (kg/m?) degerleri getirilmek suretiyle her olgu icin ilgili antropometerik degerin
SDS hesapland1 (Bundak ve ark.2006; Neyzi ve ark.2006). Insiilin direncinin

homeostaz model degerlendirmesi (HOMA-IR) aclik serum glukozu (mmol L) x
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aclik serum insiilin (WU ml) / 22.5 olarak hesaplandi. HOMA-IR skorlar1 > 2. 5

insiilin direnci gostermek icin kabul edildi (Matthews ve ark.1985).

Kontrol vakalar1 klinik hi¢bir sikayeti ve bulgusu olmayan goniillii saglikli
normal kilolu cocuklar arasindan segildi ve VKI persentili <85. persentil olanlar
calismaya alindi. Calismaya katilan biitiin cocuklari ebeveynlerinden kan alinmadan
once yazili onaylar1 alindi ve sozlii olarak bilgilendirme yapildi. Calisma igin
Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama

Hastanesi Etik Kurulu’ndan onay alindu.

Hastalardan 12-14 saat aglik sonrasi sabah saatlerinde EDTA’ tiiplere, diiz
tiiplere ve PAX gene RNA tiiplerine (Qiagen, Valencia, CA, USA) yeterli miktarda
kan Ornekleri alindi. Diiz tiiplere alinan kan Ornekleri pihtilastiktan hemen sonra
bekletilmeden santrifiij edildi ve serumlar1 ayrildi. EDTA’L tiiplerde bekletilmeden
santrifiij edildi ve plazmalar1 ayrildi. Serum, plazma ve PAX gene RNA tiiplerine
alinan Ornekler c¢alisma giiniine kadar -80°C’de saklandi. Plazma orneklerinde
HbAlc serum orneklerinde aclik glukoz, insiilin ve lipid paneli, PAX gene RNA
tiiplerinde 1ise miR-103 ve miR-107 diizeyleri ¢aligildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlart
e Roche High pure miRNA izolasyon kiti
e miRCURY universal cDNA sentez kiti
e Exigon SYBR Green Master Mix
e SNORD 48 Referans Gen Primerleri
e Hedef miRNA Primerleri
e Roche LightCycler 480 II Real Time PCR Sistemi
e Roche LightCycler 480 Multiwell Plate
e 1,5 ml eppendortler
e 10 ul, 20 ul, 100 ul, 200 ul ve 1000ul pipet ve pipet uglar

e 13.000g ¢alisabilen eppendorf santrifiijii
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3.2. Yontem

RNA latter tiipiiniin igerisinde -20°C de sakli tam kandan 150 pl. alinarak
icerisine 312 pl binding buffer ve 200 pl binding enhancer eklendi. Kan filtreli tiipe
aktarildiktan sonra 13.000g de 45 sn. santrifiije edildi. Daha sonra iizerine 500 pl
wash buffer eklendi. 13.000g de 30 sn. santrifiije edildi. Uzerine 300 pl wash
buffer eklendi. 13.000 g de 30 sn. santrifiije edildi. Daha sonra maksimum devirde
1 dk. santrifiije edildi ve filtreli tiipler eppendorf tiiplerinin i¢ine kondu. Igerisine
75 wul elution buffer eklenerek 13.000 g de 1 dk. santrifiije edildi. Total RNA eldesi
yapildi.

3.2.1. Universal cDNA Sentez Kiti

Sentetik spike-in liyofilize halde bulunmakta olup 40 ul PCR grade water ile

sulandirildi. Caligsma oncesi 15 dk. Buz lizerinde tutuldu.

3.2.1.1. cDNA Yapimi Icin Mix Protokolii

Elde edilen RNA’larin Komplementer DNA’ya (¢cDNA) doniistiiriilmesi i¢in
miRCURY universal ¢cDNA sentez kiti kullanildi. Sentezin gergeklesmesi igin
gerekli olan bilesenler, 5x reaksiyon buffer, Niikleaz free water, Enzyme mix,
Sentetik spike-in olarak iiretici firmanm miRCURY universal cDNA sentez kiti i¢in
hazirlamis oldugu kilavuzdaki tavsiyelerine uyularak gerekli hacimlerde hazirlanarak
olusturuldu. Olusturulan cdna sentez mix’inin 16 ul’lik hacmine elde edilen total

RNA’lardan 4’er ul eklenerek Total Volume hazirlandi.

Tablo 3.1: cDNA Yapim I¢in Mix Protokolii

5x reaksiyon buffer 4 ul
Niikleaz free water oul
Enzyme mix 2ul
Sentetik spike-in 1wl

Total RNA 4 ul (Sng/ul)
Total Volume 20 ul
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3.2.1.2. ¢cDNA Yapimu I¢in Ist Protokolii

Hazirlanan ¢cDNA sentez mix ve RNA karigimlar1 yine flretici firmanin
miRCURY wuniversal cDNA sentez kiti i¢in hazirlamis oldugu kilavuzda ki
tavsiyelerine uyularak asagida ki 1s1 ve siirelerde islem gormek tizere Light Cycler

480 sistemine ait 96 kuyucuklu plate iizerine yiiklendi.
e 42 °Cde 60 dk.
e 95°Cde 5 dk.
e +4 °C de saklama veya -20 °C de saklama

Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. Elde edilen cDNA lar
PCR asamas1 oncesi 1:80 oraninda PCR grade water ile seyreltildi. Hazirlanan
karisimlar Light Cycler 480 sistemine ait 96 kuyucuklu plate iizerine yiiklendi.
SNORD48 PCR

Primer mix 220 pl niikleaz free water ile sulandirildi. Hsa-miR-122 PCR
Primer mixler ise 110 ar pl niikleaz free water ile sulandirildi.
3.2.1.3. Real Time PCR Mix Protokolii(Housekeeping gen/ Referans gen)

cDNA’larin referans gen acisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili
bolgeleri isaretlemek amaciyla SYBR Green Master Mix ve SNORD48 Pcr
Primer Mix’leri iiretici firmanin tavsiyelerine uyularak asagida ki protokole gore

hazirland.

Tablo 3.2: Pcer Primer Mix Protokol

SYBR Green Master Mix Sul
SNORD48 PCR Primer mix Tl
1/80 sulandirilmis cDNA 4ul
Total Volume 10ul

3.2.1.4. Real Time PCR Mix Protokolii (Target gen/Hedef gen)

cDNA’larin hedef gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve 1ilgili

bolgeleri isaretlemek amaciyla SYBR Green Master Mix, Hsa-miR-122 PCR Primer
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Mix (forward) ve Hsa-miR-122 PCR Primer Mix’leri (reverse) iiretici firmanin

tavsiyelerine uyularak asagida ki protokole gore hazirland:.

Tablo 3.3: Real Time PCR Mix Protokolii

SYBR Green Master Mix Sul
Hga-miR-103 ve Hsa-miR-107 PCR Primer 0.5 ul
Mix (Forward ) ’
Hga-miR-103 ve Hsa-miR-107 PCR Primer 0.5 ul
Mix (Reverse) '
1/80 sulandirilmis cDNA 4ul
Total volim 10 pl

3.2.1.5. Real Time PCR Ist Protokolii

Hazirlanan Referans Gen Real Time PCR Mix’leri ve Hedef Gen Real Time
PCR Mix’ler1 uygun cDNA’lar ile Light Cycler 480 Sistemine ait 96 kuyucuklu

plate’ler {izerinde biraraya getirildikten sonra asagida ki Is1 Protokolii ile Light

Cycler 480 Sisteminde Real Time PCR i¢in isleme alind1.

Tablo 3.4: Real Time PCR Is1 Protokolii

DET.FORMAT: SYBR Green I/ HRM Dye (465-510)

Denaturasyon

95°C de 10 dk.

Amplifikasyon
Bu dongii 45 kez saglanir.(45 cycle,
Ramp-rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1

degisimi)

95°C de 10 sn.
60°C de 1 dk. Okuma

Melting Curve

95°C de 30 sn.
40 °C de 1 dk.
85 °C de continue(Acquisitions 3

per/°C)

Cooling

40 °C de 1 dk.
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Amplifieation Curves
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Sekil 4: Hasta ve Kontrollere Ait Amplifikasyon Egrileri

3.2.2. Istatistiksel Analiz

Istatistiki analiz SPSS 16.0 programi kullanilarak yapildi. Calismamizda
gruplara ait sonuglar X+SD olarak verildi. p<0.05 6nemli olarak degerlendirildi.
Gruplar arasi farklilig1 karsilagtirmak amaciyla yaptigimiz One-Sample Kolmogorov-
Smirnov Testi ile elde ettigimiz degerlendirmede verilerden parametrik test yapmaya
uygun oldugu tespit edilen Body Mass Index (BMI), BMI SDS, agirlik, boy, agirlik
SDS, boy SDS, glukoz, T-kolesterol, HDL, LDL ve HbAlc i¢in “Independent-
Samples T testi” uygulandi.

Nonparametrik test yapmaya uygun olan BMI-p, sistolik kan basinci,
diastolik kan basinci, TG, insulin, HOMA-IR, miR 103 ve miR 107 igin ‘2
Indepentent-Samples” (Mann-Whitney U test) testi uygulandi. Calismamiza ait

parametreler arasi korelasyon “Spearman korelasyon testi” ile yapild.
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4. BULGULAR

Obez ve kontrol grubuna ait demografik 6zellikleri iceren veriler Tablo 4.1°de
verilmigtir. Tablo 4.1°den goriildiigii gibi obez grubuna ait agirlik, agirhik SDS, BMI,
BMI-persentil (BMI-p), BMI SDS, sistolik kan basmci ve diastolik kan basinci
kontrol grubuna gore Onemli derecede (p<0.001) yiiksek, boy SDS ise kontrol
grubuna gore Onemli derecede (p<0.05) diisiik bulunmustur. Obez ve kontrol

vakalarina ait cinsiyet ve yas da 6nemli bir istatistiki fark bulunamadi.

Tablo 4.1: Obez ve kontrol grubunun demografik ozellikleri

Kontrol Obez

(n = 40) (n = 40) P
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 20/20 22/18 0.333
Yas (y1l) 1429+ 1.6 1441 +1.3 0.728
Agirhik (kg) 48.23 +7.5 86.59 +17.1 p<0.001
Agirlik SDS -0.63+£1.2 2.88+1.2 p<0.001
Boy (cm) 158.64 +11.3 161.45+£6.5 0.180
Boy SDS -0.65+1.2 -0.09 = 1.1 0.038
BMI (kg/m?) 19.12 +2.1 33.92+6.7 p<0.001
BMI-p 25.52+26.9 99.07£1.2 p<0.001
BMI SDS -0.76 £ 1.0 2.81+0.7 p<0.001
Sistolik kan basmci (mmHg) 100.75 + 8.8 121.38+ 154 p<0.001
Diastolik kan basinci (mmHg) 60.87 + 6.1 76.00 = 11.1 p<0.001

Obez ve kontrol grubuna ait biyokimya parametreleri ile insiilin direncinin bir
gostergesi olarak kabul goren HOMA-IR degerlerini igeren tablo 4.1’de verilmistir.
Tablo 4.2°de goriildiigii gibi obez grubuna ait glukoz (p<0.01), insiilin (p<0.001),
total kolesterol (p<0.05), trigliserit (p<0.01), LDL-kolesterol (p<0.05) ve HOMA-IR
(p<0.001) degerleri kontrol grubuna gore dnemli derecede yiiksek, HDL-kolesterol
seviyeleri ise kontrol grubuna gore onemli derecede (p<0.01) diisiik bulunmustur.
Obez ve kontrol vakalarina ait HbAlc seviyeleri arasinda istatistiki agidan énemli bir

fark bulunamad.
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Tablo 4.2: Obez ve Kontrol Grubuna Ait Bazi1 Biyokimya Parametrelerinin Seviyeleri ve

HOMA-IR Degerleri

Kontrol Obez

(n = 40) (n = 40) P
Glukoz (mg/dL) 82.97+11.6 89.07 £ 6.8 0.006
Insiilin (WU/mL) 10.09 £ 4.8 17.65+9.5 p<0.001
HOMA-IR 219+ 1.1 359+ 1.8 p<0.001
HbAlc 4.97+0.9 5.25+0.6 0.138
Total Kolesterol (mg/dL) 156.13 £42.1 175.32 £32.1 0.026
Trigliserit (mg/dL) 81.41 +£43.7 121.80 + 73.7 0.004
HDL-kolesterol (mg/dL) 50.31 £8.7 44.60 +£9.3 0.006
LDL-kolesterol (mg/dL) 89.53 +38.9 106.19 +27.9 0.033

Obez ve kontrol gruplarina ait mikroRNA bulgular1 tablo 4.3. ve sekil 5’de

verilmistir. Tablo 4.5.°den goriildiigii gibi, obez grubuna ait mikroRNA 103 ve

mikroRNA 107 degerleri kontrol grubuna gore dnemli derecede (p<0.001) yiiksek

bulunmustur.

Tablo 4.3: Obez ve Kontrol Grubuna Ait miRNA Degerleri

Kontrol Obez
(n = 40) (n = 40) P
miRNA 103 21.22 +£30.7 121.64 +120.9 p<0.001
miRNA 107 39.21 £56.3 190.56 £ 190.4 p<0.001
150
400 0O kontrol
o 350 Oobez
2 300
g 250
:
= ¥
5 200
B
g 150
g 100
T 50 -
0 :
- mi RNA 103 mi RNA 107

Sekil 5: Obez ve Kontrol Grubuna Ait miRNA Ekspresyon Seviyeleri (*p<0.001)
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Obez grubuna ait miRNA 103 ve miRNA 107 degerleri ile obezite ve insiilin
direncinin degerlendirilmesinde kullanilan parametreler arasindaki korelasyonlar
tablo 4.4. Tablo 4.5.’de verilmistir. Tablo 4.4.’de goriildiigii gibi obez kisilerde
miRNA 103 ile BMI (p<0.001), BMI-p (p<0.01), BMI SDS (p<0.01), insulin
(p<0.01) ve HOMA-IR (p<0.01) arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde pozitif
korelasyon bulundu. Glukoz ve HbAlc ile miRNA 103 arasinda ise anlamli bir
korelasyon bulunamadi. Tablo 4.5.’da goriildiigii gibi obez kisilerde miRNA 107 ile
BMI (p<0.01), BMI SDS (p<0.05), insulin (p<0.05) ve HOMA-IR (p<0.05) arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde pozitif korelasyon bulundu. BMI-p, glukoz ve

HbAlc ile miRNA 107 arasinda ise anlamli bir korelasyon bulunamadi.

Kontrol grubuna ait miRNA 103 ve miRNA 107 degerleri ile obezite ve
insiilin direncinin degerlendirilmesinde kullanilan parametreler arasinda da 6nemli
bir korelasyon bulunamadi.

Tablo 4.4: Obez Grubuna Ait miRNA 103 Degerleri ile Obezite ve insiilin Direncinin
Degerlendirilmesinde Kullanilan Parametreler Arasindaki Korelasyonlar

Parametreler miRNA 103

BMI r=0.565 p<0.001
BMI-p r=0.421 p=0.008
BMI SDS r=0.433 p=0.006
Glukoz r=0.184 p=0.270
Insiilin r=0.447 p=0.005
HOMA-IR r=0.426 p=0.009
HbAlc r=-0.048 p=0.791

Tablo 4.5: Obez Grubuna Ait miRNA 107 Degerleri ile Obezite ve insiilin Direncinin
Degerlendirilmesinde Kullanilan Parametreler Arasindaki Korelasyonlar

Parametreler miRNA 107

BMI r=0.431 p=0.006
BMI-p r=0.298 p=0.066
BMI SDS r=0.340 p=0.034
Glukoz r=0.041 p=0.807
Insiilin r=0.391 p=0.015
HOMA-IR r=0.376 p=0.022
HbAlc r=-0.063 p=0.727
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5. TARTISMA ve SONUC

Obezite hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde prevalansi artan,
eriskinleri oldugu kadar, giderek c¢ocuklar1 da etkileyen kronik bir hastaliktir.
Gilintimiizde obezitenin goriilme sikligi her yas grubunda artmaktadir. Cocuk ve
adolesanlarda obezite prevalanst ve ciddiyeti giderek artmaktadwr. Kisa ve uzun
vadeli arastirmalar obezite ve iligkili hastaliklarin artisina dikkat ¢ekerek obezitenin
cocuk ve adolesanlar i¢in ciddi bir halk sagligi sorunu oldugunu belirtmektedir.
Bunun nedeni modern yasamin getirdigi beslenme aligkanliklarinda yaglarin ve
karbonhidratlarin fazla miktarda tiiketilmesi ve c¢ocuklarin fiziksel aktiviteden
uzaklagarak televizyon ve bilgisayar oyunlarmma yonelmeleridir. Cocukluk ¢aginda
baslayan obezitenin eriskin donemde de devam etmesi ve saglik i¢in risk olusturmasi

s0z konusudur (Zametkin ve ark.2004).

Cocukluk cag1 obezitesindeki bu artisa paralel olarak tip 2 diyabet, metabolik
sendrom, hipertansiyon gibi daha c¢ok eriskinlerde goriilen kronik hastaliklar,
cocukluk caginda da 6nemli bir sorun haline gelmektedir. Obezite ile diyabet
arasinda ve daha az derecede kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda kuvvetli bir iligki
mevcuttur. Cocuklarda insiilin direncinin en biiylik sebebi obezitedir. Periferik
dokularda insiilin duyarliliginin azalmasi sonucu, glukozun dokularda kullanimi ve
glikojene doniisiimiiniin yetersiz hale gelmesi ve insiilin diizeyi artmasina ragmen
yeterli etkinin goriilmemesi durumu, insiilin direnci olarak tanimlanmaktadir.
Gegmis yillarda tip 2 diyabet bir ¢ocuk hastalig1 olarak diisiiniilmezken, son 10 yilda
ozellikle obez adolesanlarda bu sorun giderek artmaktadir (Zametkin ve ark.2004;

Williams ve Mitchell 2012).

Lipid metabolizmas1 siki bir sekilde hiicre diizeyinde diizenlenmektedir.
Yapilan ¢alismalarda mikroRNA’larm yag asit oksidasyonu, lipogenez ve kolesterol
homeostazisini de iceren lipid metabolizmasi ile ilgili genleri diizenledigi tespit
edilmistir. MikroRNA’larmm varligi ve hedef genlerle olan interaksiyonlarinin
dogrulanmas1 ile organizmada gelisim hastalik ve diger hiicresel olaylar esnasinda
tim mikroRNA’larin fonksiyonlarmin bulunmasida Onemli bir nokta olacagi
diistiniilmektedir. Obez fareler iizerinde yapilan g¢aligmalarda miR-103 ve miR-
107°nin insiilin duyarhiliginda 6nemli bir role sahip oldugu bulunmustur. miR-

103/107 susturulmas: glukoz homeostazi ve insiilin duyarliligma diizelmeye yol
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agmustrr. Insiilin sinyalindeki defektler tip 2 diyabet gelismesi i¢in en yaygm ve en
erken kusurlar arasinda yer almasina bagli olarak, bu bulgular mikroRNA’larmn tip 2
diyabetin tedavisinde potansiyel hedefler temsil ettigini ortaya koymustur (Wilfred
ve ark.2007; Xu ve ark.2013).

Calismamizda obez grubuna ait miR 103 ve miR 107 degerleri kontrol
grubuna gore Onemli derecede yiliksek bulunmustur. Yine ¢alismamizda obez
kisilerde miR 103 ve miR 107 ile BMI, insulin ve HOMA-IR arasinda istatistiksel
olarak anlamlhi diizeyde pozitif korelasyon bulunmustur. Literatiirde bizim
bulgumuzu destekleyen bir ¢ok calisma mevcuttur. Bu ¢aligmalardan bazilarin da
miRNA’larin adiposit farklilagsmasini hizlandirdig: tanimlanmistir (Xie ve ark.2009;
Gerin ve ark.2010; Qin ve ark.2010; Kajimoto ve ark.2006). miR-103, insan
preadipositlerin farklilagsmasi sirasinda seviyesinin arttigi bildirilmistir. miR-103’iin
adipojenik stimulasyonun varliginda asir1 eksprese oldugu ve bununla beraber
adipogenesisin hizlandigi, adipojenik gen ekspresyonu ve artmis trigliserid birikimi

oldugu gosterilmistir (Xie ve ark.2009).

In vivo miR-103’iin obez farelerdeki olgun adipositlerde downregiile oldugu
tespit edilmesine ragmen (Xie ve ark.2009), bazi calismalarda obez insan adipoz
dokusunda miR-103 upregiile oldugu gdosterilmistir (Martinelli ve ark.2010; Ortega
ve ark.2010). Calismalar arasindaki tutarsizlik biiylik olasilikla fare ve insanlar
arasindaki yag depolar1 farkliliklarindan dolay1 gibi goziikmektedir. Adipogenesis ve
obezite de miR-103 roliinii anlamak i¢in elbette daha bir ¢ok deneysel calismalara

ihtiyag vardir.

miR-103  ve miR-107’nin enerji metabolizmasinda roli  oldugu
disiiniilmektedir. Bu mikroRNA’lar son derece korunmus ve pantotenat kinaz
(PANK) geni icinde yer almaktadir. miR-103 genleri, iki olgun miRNA’lardan
olusturulur (miR-103 (1) ve miR-103 (2) halbuki, miR-107 sadece miR-107
geninden olusturulur. PANK, c¢esitli metabolik yollarda yer alan c¢ok sayida
enzimlerin 6nemli bir kofaktorii olan koenzim A (CoA)’nin olusumu sirasinda
pantotenat fosforilasyonun hiz sinirlayict basamagini katalize eder. Traykovski ve
ark. (2011) yaptiklar1 calismalarinda, obez farelerde yiiksek miR-103/107 ifadesi ve
obezite arasindaki baglantiy1 arastirmislardir. Bu ¢calismada, miR-103/107 dogrudan

bir hedef gen olarak, insiilin alicisinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak caveolin-1’in

32



onemli rolii oldugu tespit edilmistir. Insiilin reseptdriiniin stabilizasyonuna yol agan
artmis caveolin-1 ekspresyonu adipositlerdeki miR-103/107°nin azalmis diizeyleri,
artmus insiilin sinyali, azalmis adiposit boyutu ve artmis insiilin ile uyarilan glukoz
alimma sebebiyet vermistir. Bu bulgular bizim bulgularimizi da destekler mahiyette

miR-103/107’in insiilin direncinde merkezi 6nemi oldugunu gostermektedir.

Bir¢ok caligmada bildirildigi iizere, miR-143, miR-103 ve miR-107’nin
adiposit  farklilasmasmi diizenledigi  gosterilmistir. Bununla birlikte, bu
mikroRNA’larin ekspresyonu obez ve genetik olarak insiilin direnci olan fare
modelinde (ob / ob) downregiile oldugu bulunmustur. Muhtemelen, bir enflamatuar
yol araciligiyla modelin patolojisin bir pargasi olarak uyarildigi diisiiniilmektedir

(Xie ve ark.2009)

Insiilin direnci, obezite ile iliskili artmus hepatik lipogenesis ve steatoz ile
baglantili  bulunmustur (Leavens ve Birnbaum, 2011). Ayrica, glukoz
homeostazisinin enerji ihtiyaclarimi karsilama ve metabolik kontrolde onemli rol
oynayan adipoz doku ve karaciger arasinda yag/metabolit trafik ve sinyal

karmagiklig1 s6z konusu olabilmektedir.

MikroRNA’larin obezite ile iliskili yagl karaciger hastaliklarinda diizensiz
olup olmadigin1 belirlemek i¢in, Traykovski ve ark. leptin eksikligi (ob / ob) ve
diyete bagli obez farelerin karaciger dokusunda miRNA ekspresyonunun DNA
mikroarray analizini yapmislar. Bazt miRNA’larin diizenli olarak yem ile beslenmis
fareler ve vahsi tip farelerle karsilastirildiginda up veya down regiile oldugu
gosterilmis iken, ¢alismacilar obez farelerin karacigerinde miR-103/107°nin asir1
eksprese oldugunu tespit ettiler. miR-103/107nin ekspresyonu yagli karaciger
hastaliginda ve alkolsiiz steatohepatitli insanlarin karacigerinde dahi ilimli bir sekilde

arttigin1 buldular (Ndar 2011; Traykovski ve ark. 2011).

Yine ayni arastirmacilar miR-103/107 gercekten insiilin duyarlilig:
diizenlenmesi ile iliskili olup olmadigini test etmek icin, adenoviriis enjeksiyonu ile
fare karacigerinde miR-107 nin asir1 ekspresyonuna sebep oldular, buda yiiksek aglik
glukoz ve insiilin seviyeleri ile bozulmus glukoz tolerans: ve insiilin duyarlilig1 ve
artan hepatik glukoz iiretimi ile sonug¢landi. Tersine, karaciger ve yag dokuda miR-
103/107°nin ekspresyonunun obez farelerde susturulmasi ile anormal glukoz

homeostazi1 ve obezite ile iliskili insiilin direncinin diizeldigi gozlendi. Dahasi,
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yiiksek miR-103/107 seviyelerinin deneklerdeki, homeostatik model degerlendirme
(HOMA) degeri ile korele oldugu bulunmustur. Potansiyel olarak, insanlarda insiilin
direnci ile bu miRNA’lar baglantisi oldugu ifade edilmistir (Traykovski ve
ark.2011).

Karaciger ve adipoz dokularin karmasik metabolik etkilesiminden dolayi,
arastrmacilar miR-103/107’nin adipoz secici fonksiyonlarinimn insiilin/glukoz
duyarliliginin diizenlenmesine katkida olabilecegi olasiligini incelediler. Gergekten
de, arastirmacilar insiilin sensivitesi ve glukoz homeostazinde degisme ile
sonuclanan adipoz dokudaki miR-103/107 diizeylerinde manipulasyon buldular. Bir
dizi ¢alismada, insiilin sensivitesinin (daha iyi, daha kii¢iik) adipositlerin biiyiikligt
ile iligkili oldugu gosterildi. Buna gore, obez farelerde (DIO ve ob / ob) miR-103 /
107’nin susturulmasi adipositlerde kiiclilme ve yag hiicresi boyutunda bir azalmaya
neden olmustur ve buna izole edilmis adipositlerde artmus insiilin ile uyarilan glukoz
alimi eslik etmektedir. Ek olarak, antagomir enjeksiyonu ile obez farelerin
adipositlerinde gida alimimda bir degisiklik olmadan, yiiksek O, tiiketimi ve artan viicut
sicaklig1 ile kanitlanmig, artmigs metabolik tretim ile iligskili yag asit B-oksidasyon
genlerinin ekspresyonunda artis gézlemlenmistir. Bu farelerin karacigerinde ytiksek
miR-103/107’nin fonksiyonel sonuclar1 daha az netken, leptin eksik ve DIO farelerdeki
veriler desteklemektedirki, bu miRNA’larin adipoz ile ilgili etkileri glukoz seviyeleri/
homeostatik insiilinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Bununla birlikte, bu sonuglar miR-
103/107°nin obezite baglaminda glukoz homeostazi ve insiilin duyarlilig1 diizenlenmesi

acisindan ¢ok 6nemli oldugunu desteklemektedir (N&ar 2011).

Insiilin/glikoz dengesini miR-103/107 nasil kontrol edebilir? miRNA’lar
genellikle esas da 3 ‘UTRs ile mRNA’larin yiizlercesinin diizeyleri ve/veya
translasyonunu diizenlerler. DNA mikroarray analizi ile takip edilen bir ¢aligmada
glukoz homeostasisi/insiilin duyarlilig1 tizerine miR-103/107 etkileri arastirilmistir.
Bu caligma, miR-107’nin potansiyel bir hedef olarak, fiziksel ve fonksiyonel olarak
insiilin sinyal yolu ile etkilesim i¢inde olan bir protein olan caveolin-1’1 ortaya

cikarmistir (Yamamoto ve ark. 1998).

Caveolin-1, caveolae olarak adlandirilan plazma zar1 domainlerinin liretim ve
onarimi i¢in merkezi rolii olan bir proteindir (Parton and Simons, 2007). Bu

kolesterol/sphingolipid zengin "kiiciik magaralar" veya plazma membranindaki
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invajinasyonlari, endositozda ve insiilin sinyalizasyon dahil olmak {izere hiicre dis1
sinyal iletim olaylarinin bir numaral kolaylastiricisi olarak 6nemli rol oynamaktadir.
Hiicre ve hayvan model sistemlerinin birgogu kullanilarak, arastirmacilar yaptiklari
calismalarinda miR-103/107’nin  asir1  ekspresyonu ile insiilin reseptoriiniin
fosforilasyonuna eslik eden etkisi ile caveolin-1 ekspresyonunun modiilasyonunda
bir antagonize etki gosterdiler. Caveolin-1’den yoksun fareler kullanilarak yag doku
ve karacigerde insiilin sinyalizasyon ve glukoz homeostazisindeki miR-103/107’nin
etkileri gosterilmek istendi fakat hayvanlar kaybedildi. Bu ¢alismalarin bir uyarisi,
caveolin-1’den yoksunlugun hayvan homeostazisindeki etkilerinin kolesterol / lipid
metabolizmasi veya caveolae-bagimli sinyal yolaklar1 {izerine pleiotropik etkilere
sahip olabilmesidir (Parton and Simons, 2007) ve insiilin sinyali / glukoz
metabolizmasmi bagimsiz bir sekilde modiile edebilmesidir. Bu bulgular
destekliyorki caveolin-1’in hedefindeki mikroRNA’lar insiiline duyarsizlikta bir
hiicre i¢in kritik 6neme sahip ve miR-103/107 diizensizligi potansiyel olarak obezite

ile iligkili metabolik anormalliklere katkida bulunmaktadir.

Sonug olarak, miRNA’larin bircogunun hayvan gelisimi veya fizyolojisinde
rehberlik eden yolaklarinin birden fazla bilesenini koordineli bir sekilde diizenledigi
gosterilmistir. Bu miRNA’lardan miR-103/107’nin insiilin cevab1 ve glukoz/enerji
homeostazinin modiilasyonunu iceren ilave genlerin ekspresyonunu kontrol etmesi
dikkat ¢cekmektedir. Dahasi, miR-130/107 nin ¢esitli metabolik proseslerde anahtar
kofaktor olan koenzim-A nin {iretimi i¢in 6nemli olan pantotenat kinaz (PANK)
konak genleri ile fonksiyonel olarak baglantili bulunmustur ( Wilfred ve ark. 2007).
Boylece, miR-103/107 fizyolojik homeostazin1 yoneten birkag i¢ ice metabolik

devreleri entegre edebilir denebilmektedir.

Yukaridaki literatiir bilgileri ve bizim bulgularimiz 151ginda obez ¢ocuklarda
plazma miR-103/107 diizeylerinin arttigini1 ve bu mikroRNA’larm insiilin ve insiilin
direncinin degerlendirilmesinde kullanilan parametre HOMA-IR ile pozitif
korelasyon gosterdigini sdyleyebiliriz. Siiphesiz karmasik olmasma ragmen, diger
miRNA’lar ile birlikte miR-103/107 sistemi, insiilin direnci i¢in tedavi yaklasimina
bir yol sunabilir ve ister normal fizyolojide olsun, ister insan hastaliginda olsun,
metabolik homeostazisin anlasilmasi i¢in heyecan verici bir ilerlemeye 151k tutabilir.
miR-103/107’nin antisens tabanli tedavi hedeflemesi metabolik sendrom ile iliskili

durumlarn tedavisi i¢in yeni bir yol olabilir.
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