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ONSOZ

Bu kitapda, emziren annelerden es zamanli alinmis olan plazma ve anne siitii gibi
biyolojik sivilarda, annelerin giinliik diyetlerinde tiikettikleri gidalara ait miRNA varligi

arastirilmistir.

Laktasyonunun 1-12 aylarindaki, saglikli ve goniillii 11 emziren anne g¢alismaya
dahil edilmistir. Annelerden alinan plazma 6rnekleri ile siit 6rneklerinin lipid ve lipid alt1
kisimlarinda besinsel miRNA varligi RT-PCR yontemi ile arastirilmigtir. Ardindan varligi
tespit edilen miRNA'larin insanda etki edebilecegi mRNA ve yolaklar1 veri tabanlarindan

arastirilmigtir.

Mdm-miR1711, 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 6rneklerinde

anlamli ekspresyon gézlenmemistir.

Mdm-miR858, mdm-miR399a, tac-miR167b ve tae-miR159a ic¢in hi¢bir Ornekte

anlaml ekspresyon gézlenmemistir.

Veri tabanlarinda yapilan karsilastirma sonucu, plazmada tespit edilen besinsel
miRNA'larin bazi insan mRNA'larinin 3' UTR bélgesi ile yiiksek oranda baz eslesmesi
gosterdigi tespit edilmistir.

Besinler ile alinan miRNA'nin insan plazmasi ve anne siitiine gectigi, ancak bu
gecisin miRNA'larin bazilari i¢in gerceklesmedigi tespit edilmistir. Yine bu miRNA'larin
insanda pek cok yolak iizerine etkili olabilecegi tespit edilmistir. Ote yandan miRNA'larin
gecis mekanizmalarinin tespiti ve insan metabolizmasindaki rollerinin kesin olarak
gosterilebilmesi i¢in, molekiiler diizeyde hiicre iletisiminde rol alan yolaklarla ilgili ¢ok

daha kapsamli aragtirmalar yapilmasi gerekmektedir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A

Ago
AGO2
CT
DGCRS
DPY19LI
dsRBD
dsRNA
GDO
HDL

KC

KC
KOAH
LDL
LDLRAPI1
IncRNA
miRNA
MREG
MSANTD2
ncRNA
nt

piRNA
PREX2
PRLR
RGAG4
RISC

RNAI

: Delta

: Argonaut proteinleri

: Argonaut 2

: Cycle treshold

: DiGeorge syndrome critical region gene 8

: Dpy-19 like 1

: Double-stranded RNA-binding domain

: Cift zincirli RNA (double stranded RNA)

: Genetigi degistirilmis organizmalardir

: Yiiksek dansiteli lipoprotein (High density lipoprotein)
: Karaciger

: Karaciger

: Kronik obstruktif akciger hastaligi

: Diisiik dansiteli lipoprotein (Low Density Lipoprotein)
: Diisiik dansiteli lipoprotein reseptor adaptor protein 1

: Uzun kodlamayan RNA (long non-coding RNA)

: MikroRNA

: Melanoregulin

: Myb/SANT DNA binding domain containing 2

: Kodlamayan (non-coding) RNA

: Niikleotid

: Piwi iligkili RNA

: Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat bagimli Rac degisim faktorii 2
: Prolaktin reseptor

: Retrotransposon gag domain containing 4

: RNA ile indiiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex)

: RNA interferansi
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RUNX2

SEPT2

shRNA

siRNA

snoRNA

snRNA

TRBP

XPO5

ZNF446

ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK
BAGLANTILARI) ve METABOLIZMA UZERINE ETKILERi | x

: Real-Time Polymerase Chain Reaction

: Runt-related transcription factor 2

: Septin2

: Small hairpin RNA

: Small interfering RNA

: Small niicleolar RNA

: Small nuclear RNA

: Trans-aktivator RNA (tar)- baglayici protein
: Eksportin 5

: Zinc finger protein 446
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1. GIRIS

Beslenme yasamin her doneminde sagligin temelini olusturur. Saglikli beslenme
deyiminden de sagligin korunmasi, gelistirilmesi ve kronik hastalik riskini azaltmaya
yonelik beslenme bicimi anlagilir (Baysal 1998). Tiiketilen besinlerin miktarma bagl
gelisen sorunlar besinin ihtiya¢ duyulandan fazla ya da az alinmasindan kaynaklanabilir
(Rudolp 2013, Kliegman 2010, Pekcan 2008). Viicut doku, organ ve sistem
fonksiyonlarinin devamlilig1 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 bozukluklarinin
goriildiigi kompleks durum olan malniitrisyona kadar gidebilmektedir. (Hasanoglu 2010,

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

Anne siitli; yenidoganda yeterli biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan tiim s1vi, kalori
ve besinsel 6geleri igeren, bebeklerin zihinsel gelisimlerini olumlu yonde etkileyen ve
enfeksiyonlardan korunmalarina yardimci olan ¢ok 6zel bir besindir. Buna ek olarak anne
siitliniin 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 yoOniinden pek ¢ok 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 oglinlerin igerigine ve aldiklar1 besinlerin
farkliligia gore degisebilmektedir. Bu nedenle anne siitiiniin makro ve mikro besin 6gesi

miktarlar birbirinden farklilik gostermektedir (Samur 2008).

mikroRNA'lar (miRNA) ~22nt uzunlugundaki endojen RNA'lardir. Son yillarda
yapilan ve metabolizma {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalarla miRNA'larin 6nemi
gittikce anlasilmaktadir. S6z konusu endojen RNA'lar bitki ve hayvanlarda Snemli
diizenleyici role sahip olup bu diizenlemeyi mRNA yikimi ya da translasyonu baskilayarak
gergeklestirirler (Bartel 2004). miRNA’larin insan anne siitiinde eksozomlar iginde

paketlenmis olabilecegi bazi caligmalarda ortaya konmustur (Zhou 2012).
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Yapilan arastirmalarda insan protein kodlayici 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 olimi gibi pek cok kilit siirecin regiilasyonu ve
zamanlamasinda onemli role sahiptir (Stefani 2008). Bu gorevleri dolayisiyla miRNA
ekspresyonunun diizenlenmesi de siki kontrol altinda bulunmakta olup deregiilasyonu

insanlarda kanser gibi hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Jiang 2009).

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

Siit bezlerinde immiinite iliskili fonksiyona sahip ve ekspresyon paterni laktasyon
siiresince farkliliklar gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Mastitte, Streptococcus
uberis’in neden oldugu inflamatuar yanit, muhtemelen dogal bagisikli§1 diizenleyen

miRNA’larin ekspresyonunu degistirmektedir (Gigli 2013).

miRNA'larin tiirler aras1 gegisi ve etkisi son yillarda birgok ¢alismada arastirma
konusu olmustur. Memeli hiicrelerinde bitkisel miRNA’larin da memeli miRNA’lar ile

benzer fonksiyona sahip oldugu diistiniilmektedir (Witzany 2012).

Diyet kaynakli bitkisel miRNA’larin insan serumunda tespit edildigi sasirtict
calismalar bulunmakla birlikte insan kanindaki bitkisel miRNA'larin hangi metabolik
yolag1 etkiledigi veya biyolojik fonksiyonlar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu
calismada emziren annelerin plazma ve anne siitii gibi biyolojik sivilarinda annelerin
giinliik diyetlerinde tiikettikleri gidalara ait miRNA varliginin arastirilmas: amaclanmigtir.
Bu kapsamda c¢alismaya iligkin yapilan girisin ardindan ¢alismanin ikinci bdliimiinde
miRNA’larin yapisi, biyogenezi, etki mekanizmalar1 ve fonksiyonlarina iliskin genel
bilgilere deginilmistir. Bunlarin yan sira ikinci boliimde miRNA disregiilasyonu-hastalik
iliskisi ve ekstraseliiler miRNA'lar hakkinda da kisa bir bilgilendirme yer almaktadir.
Calismanin iiclincli boliimiinde ise insan kanindaki bitkisel miRNA'larin etkiledigi
metabolik yolagin arastirilmasma iligkin yapilan ¢alisma ve detaylar1 sunulmustur.

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

2.1. Mikro RNA'lar

2.1.1. Mikro RNA'larin Tanim ve Tarihcesi

miRNA'lar kiigiik (~22 nt uzunlugunda), tek zincirli, kodlamayan RNA sinifi iiyeleridir.
Hayvan, bitki ve tek hiicreli oOkaryotlarda gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel
diizenlenmesini kontrol ederler. miRNA geni (lin-4) ilk kez 1993 yilinda Victor Ambros ve
ark. tarafindan larval gelisim defekti olan C. 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 baskiladig1 ortaya ¢ikmistir. Let-7 geninin insan dabhil
diger hayvanlarda da tespiti ve RNA interferansinin aym: yillarda kesfedilmesi ile
miRNA'lar literatiirde 6nem kazanmiglardir. Giiniimiizde miRNA veri tabaninda 110'dan
fazla  organizmada toplam 28 binden fazla miRNA tanimlanmistir  (
http://www.mirbase.org/ ). Bu kiiciik RNA'lar memelilerde tiim protein kodlayan genlerin
~% 60'n1 posttranskripsiyonel olarak kontrol etmektedir. miRNA'lar hiicrede gelisme,
diferansiasyon (farklilasma), proliferasyon (¢ogalma) 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 lizere ii¢ grupta incelenirler

(Sekil 2.1)(Rodriguez 2004).



ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK
BAGLANTILARI) ve METABOLIZMA UZERINE ETKILERi | 4

miR a
p. L
C_| L
Inter-geneic mRb mRc miRd
- TR
miRMNA cluster r_//_
mik e
P )
l_;_—I [ {Exon 1y

miR f miR g

]

= - -
iR - - S

miRMA cluster

miR h
Intronic -
' P
L{ Exon Exon I-;//L
Mirtron
miF i =%
L] miR j
P > g
P 1
X0 Exon H# r_EﬂLL' Exon F-
5'-Tailed Mirtron 3'-Tailed Mirtron
miR k

Exonic ~y
‘1{ Exon | {—{ Exon /4~

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

2.1.3. miRNA Biyogenezi
2.1.3.1. Standart Yolak

miRNA sentezi ¢cogunlukla RNA polimeraz Il tarafindan, primer miRNA (pri-
miRNA) olarak adlandirilan uzun transkriptin sentezi ile baslar. Transkripsiyon sonucunda

5'cap ve poli-A kuyrugu tasiyan bir veya daha ¢ok 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 (RNase III enzimi) ve DGCRS
(DiGeorge syndrome critical region gene 8: ¢ift zincirli RNA-baglayict domen; double-
stranded RNA-binding domain; dsRBD) protein yapilarini igcermektedir. DGCRS8 proteini
firkete yapisinin sap kismi ile komsu tek zincirli RNA (single-stranded RNA;ssRNA)
kismini taniyarak; Drosha'nin, sap-ssRNA kesisim bolgesinden ~11 nt'lik kismi kesip
uzaklagtirmasint saglar. Neticede olusan yapi pre-miRNA'dir. Pre-miRNA, RNase III

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

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

hiicrelerden eksprese edilirler.

DGCRS proteini iki dsSRNA baglama bolgesi igermektedir. Pri-miRNA'nin taninmasi
ve mikropressor kompleksin baglanmasinda 6nemli role sahiptir. DGCR8 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 (DDXS), p72 (DDX17), ve heterojen riboniikleoproteinlerdir
(hnRNP).

Olusan pre-miRNA'larin 2nt 3'cikintis1 eksportin 5 tarafindan taninir ve Ran-GTP

bagimli mekanizma ile stoplazmaya taginir.

Eksportin 5 (XPOS), niikleositoplazmik transport faktorlerinden karyoferin ailesinin
bir iiyesidir. Fonksiyonu ic¢in bir GTPaz olan kofaktdrii Ran'a ihtiyac1 vardir. XPO5
niikleusta pre-miRNA'ya ve GTP bagli Ran'a kooperatif olarak baglanir ve ardindan
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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)- baglayic1 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' ¢ikint1 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 IIT domeni ve bir dsRBD igerir).

Dicer, TRBP ve Argonaut (Ago) ailesi gibi birgok 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
uzaklagtirildiktan sonra kilavuz zinciri igeren 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 e8er 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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Sekil 2.2. Standart miRNA biyosentez yolagi (Winter 2009)

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 basamagi atlayan miRNA'lardir. Intron, snoRNA (small niicleolar RNA), endojen
shRNA (small hairpin RNA) ve tRNA'lardan {iretilebilirler (Abdelfattah 2014).

Drosha/DGCRS8 Bagimsiz Yolak

Bu yolakla intron (mirtron), snoRNA, endojen shRNA ve tRNA'lardan miRNA

tiretilebilir.
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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).

9
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Sekil 2.3. Mirtron yolag1 (Goljanek-Whysall 2012)

SnoRNA kaynakhh miRNA'lar standart disi miRNA'larin bir diger kaynagidir.
Yapilan ¢alismalarda insan snoRNA's1t 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) kaynakli miRNA'lar
icin mir-320 ve mir 484 ornek olarak verilebilir. Bu miRNA'larin transkriptleri firkete
yapist olusturduklar1 i¢in bu sekilde isimlendirilmislerdir. Standart miRNA'larda pre-
miRNA firkete yapisina komsu pozisyondaki dizi mikropressér kompleks tarafindan
taninirken, sShRNA kaynakli miRNA'lar mikropressér 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 firiinler

oldugu diisiiniilmekte olup tipik memeli miRNA'larindan farkli olan bu {riinlerin RNA


http://www.clinsci.org/content/123/11/611
http://www.clinsci.org/content/123/11/611
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susturulmasindaki fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamistir (Abdelfattah 2014) . tRNase
Z- bagimli yolak asagidaki sekilde sunulmaktadir (Sekil 2.4).

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

Dicer Bagimsiz Yolak

Diger miRNA'larin aksine yapilan ¢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, DGCRS, Dicer, Exportin-5 veya Ago bagimsiz olarak

sentezlendigi gorilmiistiir (Havens 2012).

2.1.4. miRNA'larin Etki Mekanizmalari

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

Quintana 2001).
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2.1.4.1. Translasyon Inhibisyonu

Baslangic Evresinde Translasyon Inhibisyonu

miRNA'lar translasyon baslangicinda mRNA'nin 5' cap yapisinin taninmasina etki
edip matiir ribozomal kompleks olusumunu inhibe ederek ya da 60 S ve 40 S ribozomal alt
tinitelerinin birlesmesini engelleyerek translasyonu inhibe edebilirler (Thermann 2007,

Mathonnet 2007).

Baslangi¢c Sonrasi Evrede Translasyon Inhibisyonu

Bu asamada miRNA'lar translasyon elongasyonunu inhibe edebildigi gibi olusmakta
olan polipeptidin translasyonla eszamanli olarak yikilmasina neden olabilir ya da
ribzomlarin hedef mRNA'dan prematiir ayrismasini indiikleyebilirler (Maroney 2006,

Nottrott 2006, Petersen 20006).

Hedef mRNA'min Deadenilsayonu ve/veya Yikimu ile Translasyon Inhibisyonu

miRNA'larin hedef mRNA ile tam komplementer eslesmesi direkt olarak mRNA'nin
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 bdlgelere baglanmak suretiyle
transkripsiyonel diizeyde de gen ifadesini etkiledigini tespit eden ¢aligmalar bulunmaktadir

(Place 2008).

2.1.5. miRNA'larin Fonksiyonlari

miRNA'lar hayvanlarda gelisim siiresince hiicre kaderinin belirlenmesi, proliferasyon
ve hiicre 6liimi gibi bir¢ok hayati siiregte diizenleyici olarak rol almaktadir. Bunlarin yam
sira miRNA'lar immiin yanit, insiilin sekresyonu, nérotransmitter sentezi, sirkadiyen ritim

ve viral replikasyon gibi bir¢ok fonksiyonda gorev almaktadir.
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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 farklilagmasi, miR-155
normal immiin foksiyon, miR-150 B-hiicre farklilagsmasi, miR-375 insiilin sekresyonu igin
gerekli miRNA'lardir (Melo 2014). Bu 6rnekler miRNA fonksiyonlarinin yalnizca kiiciik

bir kismin1 olusturmaktadir.

2.1.6. miRNA Ekspresyonunun Diizenlenmesi

miRNA ekspresyonu, genin transkripsiyon agamasindan baslayarak matiirasyon
siirecinin her asamasinda ¢esitli faktorler tarafindan diizenlenmektedir. miRNA'lar direkt
olarak kendi biyogenezi veya fonksiyonuna katilan proteinleri kodlayan mRNA'lar1 da
hedef aldiklar1 icin, kendi regililasyonunu diizenleyen geri-besleme (feedback)

mekanizmalarini da olusturmaktadir.

Transkripsiyon basamaginda miRNA ekspresyonunun diizenlenmesi: miRNA
gen promotorlari bir¢ok yonden protein kodlayici gen promotorlarina benzemektedir (CpG
adalarimin varhigi, TATA kutusu, TFIIB taninmasi, baslatici elementler ve histon
modifikasyonlar1 gibi) ve ayni ekspresyon kontrol mekanizmalari her ikisi i¢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. Timor silipresor p53 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
araciligiyla miRNA transkripsiyonunu susturarak regiilasyonuna katkida bulunur. miRNA

promotorlari ayrica histon modifikasyonlari ile de regiile edilir (Melo 2014).
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2.1.7. miRNA Ekspresyon Disregiilasyonu

miRNA biyosentezinin disregiilasyonu basta kanser olmak iizere bir¢cok patolojik
durumla iligkili bulunmustur. Bu konuda yapilan ¢aligsmalara verilebilecek bazi 6rnekler su

sekildedir;

miRNA- kanser 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 Onemlidir. Let-7 ailesi iiyelerinin akciger kanseri (Dou 2015), over (Langhe
2015), mide (Liu 2015) kanseri dahil daha bir c¢ok kanser tiirii ile iligkili oldugu
gosterilmistir. MiR-16; pituiter timérde 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) (El-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 bazi genleri hedef
almaktadirlar. Over (Guan 2011), HCC (Jia 2012), osteosarkom (Liu 2011) ve diger bazi
kanserlerde tiimor stlipresor etkileri gosterilmistir. Bu 6rnekler disinda miR-210, miR-221,
miR- 375 ve daha pek ¢ok miRNA'nin ekspresyon seviyesi ile ¢esitli kanser tiirleri

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

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

miRNA- noérodejeneratif hastahk iliskisi: Yapilan calismalarda miRNA'larin
Parkinson, Alzheimer ve Huntinton hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklardaki
ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Parkinson hastaliginda; 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 ¢aligmada da miR-153, miR-409-3p, miR-10a-5p,
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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) yaptiklar1 caligmada da Alzheimer hastalarinin serebrospinal sivisinda let-71-5p
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 Once belirgin derecede yiikseldigi

gosterilmistir (Gaughwin 2011).

miRNA- Kkardiyovaskiiler hastahk iliskisi: MiR-208'in stres bagimh
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 hastalifi
(Fichtlscherer 2010) gibi birgok patolojik stireg ile iliskili oldugu gosterilmistir.

2.1.8. Ekstraseliiler miRNA'lar

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ekstraseliler miRNA’larin hiicreler arasi
iletisimdeki 6nemi gosterilmistir (Hu 2010, Kosaka 2010a, Bala 2012) Ayrica genetik
bilginin hiicreler arasi aktarimindaki rolii sorgulanmaktadir. miRNA’larin hiicre digina
cikist ve dolasimda RNase yikimindan kurtulup stabil kalabilmesi ile iligkili cesitli
mekanizmalar gosterilmistir. miRNA’lar eksozom ve mikrovezikiiller gibi ekstraseliiler
vezikiiller aracilifiyla membranla gevrili olarak hiicreden sekrete edilebilir, argonaut 2
(AGO2) gibi RNA-baglayici proteinlerle, yliksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL) gibi lipopoteinlerle kompleks olusturarak hiicreden aktif olarak
salmabilir 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).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jia%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27027823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20YN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26992033
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Sekil 2.5. Dolagimdaki miRNA'larin tahmini kaynaklari (Kumarswamy 2013)

2.2. miRNA ve Anne Siitii

Yenidoganda yeterli biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan tiim s1vi, kalori ve besinsel
Ogeleri igeren, bebeklerin zihinsel gelisimlerini olumlu yonde etkileyen ve
enfeksiyonlardan korunmasina yardimci olan anne siitii, miRNA igerigi acgisindan ¢ok
zengindir. Bu miRNA’lar insan anne siitiiniin i¢inde eksozomlar iginde paketlenmistir.

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

Anne sitiinlin igerigi 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 igerigini etkilemektedir (Molinari 2013, Mitoulas
2002, Hassiotou 2013a, Hassiotou 2013b, Powe 2010, Bachour 2012, Bauer 2011). Benzer
sekilde anne siitiiniin 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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Siit santrifiij ile fraksiyonlarina ayrildiginda en tstte yer alan lipid kisim, siit
plazmasi olarak da adlandirilan lipid alt1 kisim ve en altta yer alan hiicresel kisimlarinin her
ticli de miRNA icermektedir. Literatiirde lipid alt1 kisminin lipid ve hiicresel kisma gore

daha diisiik miktarda miRNA igerdigi 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 lizerinde yapilan bir aragtirmada ise miRNA'larin meme
bezlerinin gelismesinde rol aldig1 gdsterilmistir (Avril-Sassen 2009). Siit miRNA'larinin da
temel olarak siit bezleri tarafindan sekrete edildigi, az bir kismininsa maternal dolasimdan
gecis yaptigr diisiiniilmektedir (Alsaweed 2016). Bu nedenle laktasyon sirasinda memenin
saghik 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
siiresince farkliliklar gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Mastitte, streptococcus
uberis’in neden oldugu inflamatuar yanit, muhtemelen dogal bagisikligi diizenleyen

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

Zhou ve ark.(2012) yaptig1 calismada iyi karakterize edilmis 87 immiinite iligkili
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 tiikketen 5 yetiskin insanda, inek
siitinde yer alan miRNA'larin (miR-29b ve miR-200c¢) kan seviyelerinin siit tiiketimi
sonras1 arttif1 buna ek olarak miR-29b'nin hedefi olan RUNX2 (Runt-related
transkripsiyon faktorii 2) ekspresyonunun kan mononiikleer hiicrelerinde yine siit

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

alimimi gosteren 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 dolasimi ile tasindig diistiniilmektedir (Alsaweed 2015a).

2.3. Kodlamayan RNA'lar ve RNA Interferansi

Kodlamayan (non-coding) RNA'lar (ncRNA) proteine ¢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

stireglerine gore daha ileri siniflara ayrilabilirler (Peschansky 2014).
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Tablo 2.1. Kodlamayan RNA'larin bazi 6rnekleri

Kodlamayan RNA Uzunluk (nt)  Tiirler Fonksiyon

Ribozomal RNA (rRNA) 120-4700 Tiim canlilar Translasyon

Transfer RNA (tRNA) 70-100 Tim canlilar Translasyon

Kiiciik niiklear RNA 70-350 Okaryot Uc  birlestirme  (splicing), =~ mRNA

(snRNA) islemlenmesi

Kiigiik niikleolar RNA 70-300 Okaryot, arkea ~ RNA modifikasyonu, rRNA islemlenmesi

(snoRNA)

miRNA _ 21-25 Okaryot Translasyonel regiilasyon

siRNA Kiigiik ncRNA  p1-25 Okaryot Tekrarlayan enfeksiyonlara kars1 koruma

piRNA 24-30 Okaryot Genom stabilizasyonu

Uzun kodlamayan RNA  Birkag yiiz- Okaryot Transkripsiyon, ugbirlestirme, transport
birkag yiizbin regiilasyonu

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

RNA interferans1 (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 bircok deneysel organizmada spesifik genlerinin ekspresyonunun kontrolii
i¢in kullanilmistir. Ayrica problemli gen ekspresyonunu azaltmak icin tedavide kullanilma

potansiyeli vardir (Mello 2004).

1998 yilinda bir solucan (nematod) olan Caenorhabditis elegansta dsRNA'ya karsi
gelismis sekans spesifik gen susturulmasi gosterilmesiyle (Fire 1998) RNAi arastirmalari
hiz kazanmistir. RNAi, dsRNA'nin C. elegans gonadi i¢ine direkt enjeksiyonu ya da
dsRNA'nin kendisinin veya dsRNA'y1r eksprese etmek {lizere 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). Bazi 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 iligkili tam olarak
bilinmeyen fonksiyonlar1 bulunmakta olup (Mercer 2008) son zamanlarda sizofreni ile

iligkilendirilmistir (Barry 2014).

2.3.2. Kiiciik 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 tanimlanmislardir.

2.3.3. Kiic¢iik 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 liyesi olan PIWTI alt grubu ile iligskili RNA molekiilleridir (Ishizu 2012).

PiRNA'lar germ hiicrelerinde epigenetik ve post-transkripsiyonel olarak transpozon
susturulmasinda etkilidirler (Aravin 2007 ) PiRNA fonksiyon kaybi hayvanlarda

gametogenez defekti ve steriliteye neden olmustur. PiRNA'lar daha onceleri germline-
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spesifik olarak kabul edilirken, son c¢alismalarda non-gonadal hiicrelerde de cok onemli

rollere sahip olduklar1 gosterilmistir (Ishizu 2012).

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 cift
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"n1n asir1 eksprese edildigi transgenik domateslerde bitki boyunun kisaldigi,
meyve boyutunun kiiciildiigii ve yaprak sayisinin artarken yaprak boyutunun kii¢tildiigi

goriilmiistiir (Zhang 2011a).

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

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

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) gorevli oldugu gosterilmistir (Tang 2012).

Tae-miR159 bugday anter gelisiminin diizenlenmesine katilmaktadir (Bai 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22508932
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Pirin¢ osa-miR168a ve osa-miR156a Zhang ve ark.(2012) yaptig1 caligmada insan
serumunda tespit edilmistir. Ayrica yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda, osa-miR
168a’nin insan/fare diisiik dansiteli lipoprotein reseptdr adaptor protein 1(LDLRAPI)
mRNAsina baglanarak, karacigerde LDLRAPI ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.

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

Son yillarda miRNA'larin tiirler arasi1 gec¢isi ve etkisine iligkin arastirmalar
yapilmaktadir. Memeli hiicrelerinde bitkisel miRNA’larin da memeli miRNA’lar1 ile

benzer fonksiyona sahip oldugu diistiniilmektedir (Witzany 2012).

Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda, piring kaynakli MIR 168a’nin insan/fare
LDLRAP1 mRNA’sina baglanabildigi, karacigerde LDLRAPI ekspresyonunu inhibe

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

Yapilan bir diger calismada ise insan siitii 6rneklerinin yiiksek seviyelerde ath-
miR166a, pab-miR951, ptc-miR472a ve bdi-miR168 igerdigi, domuz meme siiti
eksozomlarin da yiiksek miktarda zmamiR168a, zma-miR156a ve ath-miR166a igerdigi
tespit edilmistir. Zhang ve ark. (2012) yaptiklari, insan serumunda besinsel miRNA
calismasiyla uyumlu olarak; anne siitiinde de MIR166a, MIR168a, MIR167d ve MIR156a
benzer sekilde yliksek tespit edilmistir (Lukasik 2014).
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3. Deneysel Arastirmalar (Uzm.Dr.Nejla Ozer )
3.1. Gerec¢

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Ilag ve Tibbi Cihazlar
Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu'nun 06.11.2015 tarihli ve 2015/342 sayili kararinca

onaylanmaistir.

3.1.1. Hastalarin se¢imi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Jinekoloji
poliklinigine kontrol amaci ile bagvurmus, laktasyonunun 1- 12 aylar1 arasinda olan ve
giinliik diyetlerinde bugday, piring, soya, domates ve elmadan bir veya birkagini tiikketen 18
yas ustii 12 goniillii ve saglikli anne calismaya dahil edilmis ancak 11 hasta iizerinde
calisma gerceklestirilmistir (10 numarali hasta numunelerin yetersiz olmasi nedeni ile
calismadan ¢ikarilmistir). Calismaya katilan tiim anneler ¢calisma hakkinda bilgilendirilerek
yazili onaylar1 alinmistir. Calisma i¢in demografik bilgileri igeren bir anket hazirlanmistir.
Annelerin yasi, boyu, kilosu, gebelik sayisi, laktasyon haftasi, bahsi gegen besinleri ne
siklikta tlikettikleri ve en son kag¢ saat once tiikettikleri hazirlanan anket ile belirlenmistir.
Caligmada, anneler bilgilendirilip onaylar1 alindiktan sonra rutin analizler i¢in verdikleri

venodz kandan artan numune ve anne siitii kullanilmistir.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri;

e 18 yas ve iizeri olan anneler

e Laktasyonun 1-12 aylar arasinda olan anneler

e Herhangi bilinen saglik problemi olmayan anneler

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

anneler

Arastirmadan dislanma Kriterleri;
e Laktasyonun 1. ayindan O6nce veya 12. ayindan sonra olan anneler
e Bilinen saglik problemi olan anneler

o Belirtilen besinleri tiiketmeyen anneler
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3.1.2. Plazma ve Siit Numunelerinin Eldesi

Alman 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 santriftij edilerek siipernatant kisimdan alinan numune kapakli
ependorf tliplere konularak ¢alismaya kadar -80 derecede saklanmistir. Siit 6rnekleri 2000
g’de 10 dakika santrifiij edilerek iistte kalan lipid icerigi yiiksek kisim ependorf tiipe
aktarilmistir. Lipid kismun 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
kismi ayr1 bir ependorf tiipe aktarilmistir. Siit lipid ve lipid alti kisimlar1 da ¢alismaya
kadar -80 derecede saklanmistir. Alinan numunelerden RT-PCR yontemi ile domates
(Solanum Ilycopersicum-sly), elma (Malus domestica-mdm), piring (Oryza sativa-osa),
soya (Glycine max-gma) ve bugday (Triticum aestivum-tae) kaynakli miRNA (osa-
miR168a-3p/168a-5p/156a, gma-miR156b/1520d, tae-miR167a/167b/159a/159b, sly-
miR156a/169b/169¢c, 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 no:325-150, Lot no:
32515L09024)

-> 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 kismi1 olmak iizere toplam

33 numunde miRNA analizi gergeklestirilmistir.
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Calisma ozeti:

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 gergeklestirilmistir.
Stem-loop primerleri kullanilarak ¢cDNA sentezi yapilmistir(Bu miRNA’lara
Ozglin stem-loop primerleri dizayn edilmistir. Bu primerler ; miRNA’dan —
cDNA sentezi yaparken miRNA dizisi ile spesifik baglandig1 i¢in en giivenilir
yontem olarak kabul edilmektedir. Elde edilen miRNA’lardan her bir miRNA’ya
0zgii primerler kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA lardan
SYBR Green temelli Real Time PCR kurulmustur.

Ornekler 2 tekrarli olarak calisiimistir.

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

miRNA izolasyonu yapilmistir.

Protokol

1.

200uL serum+ 500uL RiboEx pipetaj yaparak eklendi( RiboEx igerdigi fenol ve
guanidin tuzu ile hiicreyi hizla pargalar ve niikleazlar1 inaktive eder).

5 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

1,5ml lik tlip iizerine 100ul kloroform eklendi. Kloroform RiboEx ve serum
Ornegine karigsmasi icin alt {ist yapilarak 2 dk oda 1sisinda bekletildi.(Kloroform
ile elde ettigimiz lizat sulu ve organik faza kolayca ayrilir).

12,000g de dk 4°C de santrifiij yapilarak sulu faz baska bir eppendorfa aktarildi
(DNA ve protein ara fazda ve organik fazda kalirken, total RNA sulu fazda

bulunur).

. Alinan sulu faz kadar iizerine %50 ethanol eklenir. Pipetaj yapilir. Vorteks

yapilmaz bu agsamada.

Elde edilen mix type B (kirmizi kapakli olan) kolona aktarilir. 700uL olacak
sekilde aktarilir (Burada biiyiik RNA membrana baglanirken , kiigiik RNA Ilar
kolondan asag1 dogru iner).

11,000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

Altta kalan tiipiin iizerine kalan sivinin hacmi kadar %100 ethanol eklenir. Pipetaj

yapilir. Vorteks yapilmaz.
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9. Bu karisim (yaklasik 650uL) type W kolona aktarilir(Bu kolon kii¢iik RNA larin
baglanmasini saglar).

10. 11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edilir.

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

12. Collection tiip yenisi ile degistirilir ve tizerine 500uL RBW Buffer eklenir (Bu
basamakta deterjan igeriginde bulunan yikama basamagi gergeklestirilir. Boylece
membrana baglanmis olan kii¢iik RNA disindaki artiklar uzaklastirilir).

13. 11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edilir.

14. Collection tiip yenisi ile degistirilir ve iizerine 500uL. RNW Buffer eklenir.

15. 11,000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edilir.

16. Collection tiip yenisi ile degistirilir ve tizerine 500uL RN'W Buffer eklenir.

17. 11,000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edilir.

18. Collection tiip yenisi ile degistirilir ve {izerine hicbirsey eklenmeden 11,000rpm
de 2 dk santrifiij edilir (Herhangi bir yikama buffer kalmasina karsi boyle bir
Onlem alinir).

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

20. 11,000rpm de 2 dk santrifiij edilir.

21. Elde edilen 6rnek -20°C ye aktarilir.

3.2.2 Primer Dizaym
Kontrol olarak U6 gen bolgesine ait diziler kullanilmustir.

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
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osa-miR156a-F

gma-miR156b-RT
gma-miR156b-F

gma-miR1520D-RT
gma-miR1520D-F

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

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

tac-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¢c-RT
sly-miR169c-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

AGCCTGACTGACAGAAGAGA

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 I ul
10mMdNTP 1 ul
miRNA 4 ul
Total 14 pl

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

2. Hemen buz iizerine alinmstir.

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

Bilesenler

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

3. Hazirlanan mix 6 pl olarak her bir 6rnek {lizerine dagitilmistir.

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

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

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 1X
2X SYBR GREEN MASTER MIX 10uL
(Cat No:801-520, Lot
no:QP116G25001)

F(10pm) IuL
R(10pm) l1uL
ROX 1,5uL
cDNA SulL
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.

Plate Dizaym

Tablo 3.7. Orneklerin plate iizerindeki yerlesimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11

3.3 RT-PCR Verilerinin Rélatif Ol¢iim Teknigi ile Degerlendirilmesi (2-4ACT

Yontemi)
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RT-PCR sonras1 veriler iki sekilde degerlendirilebilmektedir. Ilki mutlak dl¢iim diye
tanimlanan ve PCR sinyalini bir referans materyale ait standart egriyle karsilastirarak
transkripte olan genetik materyalin kopya sayismi veren ydntemdir. Ikincisi ise rolatif
Ol¢iimdiir. Rolatif degerlendirmede hedef genetik materyalde meydana gelen degisimi
ortaya koymak icin ayni reaksiyon igerisinde kontrol grubu kullanilir. Karsilastirilmali

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

Bu c¢alismada rélatif 6l¢iim teknigini kullanilmistir. miRNA's1 caligilan besinleri
tilketmeyen kisilerde miRNA saptanamayacagi i¢in kontrol grubunun esik degerleri (cycle
treshold-CT) O olarak kabul edilmis ve hesaplamalar buna gore yapilmistir. Ayrica her bir
hastaya ait plazma, siit lipid ve lipid alt1 fraksiyonlar1 kendi iglerinde karsilastirilarak
miRNA igerikleri kiyaslanmistir. Tiim bu degerlendirmelerde 1.5 kat ve {izeri olan artislar

anlamli olarak kabul edilmistir.

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

genetik materyallerden biridir ( Schaefer 2010, Sanders 2012).

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde 24T degerleri Kruskal Wallis testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Bu degerler ortanca, alt ¢ceyrek ve iist ceyrek olarak verilmistir. Ortanca

degerleri 1.5 kat ve tizerinde olan sonuclar1 anlamli kabul edilmistir.

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

verilmigtir.

3.5 Calistlan miRNA'larin insanlarda Eslestigi 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 kapsadigi analiz edilmistir.

Ardindan 5'UTR (UTR: translasyona ugramayan bolge) veya 3'UTR kisimlart besinsel
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miRNA'lar ile komplementerlik gosteren mRNA'lar segilerek, yer aldig1 yolaklar KEGG
(www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve DAVID (https://david.ncifcrf.gov) yolak veri

tabanlarinda analiz edilmistir.

4.DENEYSEL ARASTIRMA SONUCLARI

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), boylar
163,6cm (4.1 SD) oldugu ve laktasyonunun ortalama 7,5 aymnda (= 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 6ncesinde dogum yaptig1 belirlenmistir.

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

verilmigtir.

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

1 saat 6nce 3 saat dnce 6 saat once 12 saat dnce | 24 saat once

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

12
Piring 1,6 4,12 2,3,7,8,9
Bugday 4 2,3,5,6,7,|1 11

8,9,12
Soya 5,6 3,11 8,12
Tablo 4.2. Hastalarin besinleri tilketme siklik ve miktarlari
Hasta no: Domates Elma Piring Bugday Soya




ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK

BAGLANTILARI) ve METABOLiZMA UZERINE ETKILERi | 30

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
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Tablo 4.4: Sly-miR169c'nin plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6rneklerinde 2-2ACT ortanca, alt geyrek ve iist
ceyrek 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-miRN169c'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 2"22¢T degerleri 1.5

katin iizerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, varyans analizi ile bu ii¢ gruba ait

farklilik anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.1. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerindeki sly-miR169¢ 2-44CT degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.2. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid sly-miR169c 2-2ACT degerlerinin karsilastirilmasi
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Tablo 4.6. Sly-miR156a'nin plazma, siit lipid alti ve siit lipid 6reklerinde 2-22CT ortanca, alt geyrek ve iist

ceyrek degerleri

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Sly-miR156a | Plazma (n=11) 100.0 14.1 2214
(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-miR 156a'nin plazma ve siit lipid alt: 5rneklerinde 22T degerleri 1.5 katin {izerinde
olmas1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 224¢T degerleri 1.5 katin
altinda bulunmustur. Sly miR156a'nin siit lipid kisminda bulunmadigi kabul edilmistir. CT
degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri bulunmamastir.

Varyans analizi ile yapilan karsilagtirmada gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur

(p<0.001).
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Sekil 4.3. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR156a 24T degerlerinin dagilimi
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ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK BAGLANTILARI)
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Sekil 4.4. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid sly-miR156a 2-22CT degerlerinin karsilastiriimasi
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Tablo 4.8. Sly-miR169b'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde

ceyrek degerleri

2—AACT

ortanca, alt ceyrek ve iist

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 oOrneklerinde 222¢T degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi

nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 22T degerleri 1.5

katin altinda bulunmustur. Sly miR169bmin 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 4.5. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki sly-miR169b 2-24€T degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.6. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid sly-miR169b 2-22CT degerlerinin karsilastirilmast
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Tablo 4.12. Mdm-miR7121d'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 24T ortanca, alt ¢eyrek ve iist

ceyrek degerleri
Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Mdm-miR7121d [ plazma (n=11) 18.2 12.6 33.0
(Elma) Siit lipid altt (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 alt1 6rneklerinde 224°T degerleri 1.5 katin
lizerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22T degerleri 1.5
katin altinda bulunmustur. Mdm-miR7121d'nin siit lipid kisminda bulunmadigi 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 4.7. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerindeki mdm-miR7121d 2-44€T degerlerinin dagilimi
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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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Tablo 4.14. Mdm-miR171i'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 2-22CT ortanca, alt ¢eyrek 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 alt1 ve siit lipid &rneklerinde 2"22CT degerleri 1.5
katin lizerinde olmasi1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, varyans analizi ile bu ii¢ gruba ait

farklilik anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.9. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki mdm-miR171i 2-24€T degerlerinin dagilim1
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Sekil 4.10. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid mdm-miR171i 2-22CT degerlerinin
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49 | ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK
BAGLANTILARI) ve METABOLiZMA UZERINE ETKiLERi

Tablo 4.16. Osa-miR168a-3p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 2-24€T ortanca, alt geyrek ve iist

ceyrek degerleri
Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Osa-miR168a-3p | Plazma (n=11) 2.9 2.4 3.6
(Piring) Siit lipid altt (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 &rneklerinde 224¢T degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi
nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid alti ve siit lipid kisminda 24T degerleri 1.5
katin altinda bulunmustur. Osa-miR168a-3p'nin siitte bulunmadigr 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 6rneklerindeki osa-miR168a-3p 2-22¢T degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.12. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid osa-miR168a-3p 24T degerlerinin

kargilagtirilmast
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ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK BAGLANTILARI)
ve METABOLiZMA UZERINE ETKILERi | 52

Tablo 4.18. Osa-miR168a-5p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid drneklerinde 2-24€T ortanca, alt geyrek ve {ist

ceyrek degerleri
Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Osa-miR168a-5p | Plazma (n=11) 278.3 238.8 319.1
(Piring) Siit lipid altt (n=11) | 21.8 17.6 34.1
n=33 Siit Lipid (n=11) 4.7 1.5 13.2
p<0.001

Osa-miR168a-5p 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerinde 2"2A¢T degerleri
1.5 katin {izerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, varyans analizi ile bu ii¢

gruba ait farklilik anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.13. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki osa-miR168a-5p 2°24CT degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.14. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid osa-miR168a-5p 24T degerlerinin

kargilagtirilmast
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55 | ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK
BAGLANTILARI) ve METABOLiZMA UZERINE ETKiLERi

Tablo 4.20. Osa-miR156a 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerinde 2"24CT ortanca, alt ¢eyrek ve {ist
ceyrek degerleri

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 o6rneklerinde 242°T degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi
nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 22T degerleri 1.5
katin altinda bulunmustur. Osa-miR156a 'min 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 2"22CT degerlerinin dagilimi
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ve METABOLiZMA UZERINE ETKILERi | 56
OsamiR156a (Piring)
125
100 -
g 75
o
;
500
25
0'07\// T T T T T T — T T — T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Kisi
| ® Plazma B Siitlipid altt B Lipid |

Sekil 4.16. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid osa-miR168a-5p 24T degerlerinin
kargilagtirilmast
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ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK BAGLANTILARI)
ve METABOLiZMA UZERINE ETKILERi | 58

2 -AACT

Tablo 4.22. Tae-miR167a'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde ortanca, alt

ceyrek ve iist ¢eyrek degerleri

Ortanca Alt ceyrek Ust Ceyrek
Tae-miR167a Plazma (n=11) 27.8 25.1 29.7
(Bugday) Siit lipid altt (n=11) | 2.8 2.1 3.3
n=33 Siit Lipid (n=11) 0.6 0.3 23

p<0.001

Tae-miR167a'nin plazma ve siit lipid alti orneklerinde 22T degerleri 1.5 katin
lizerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22T degerleri 1.5
katin altinda bulunmustur. Tae-miR167a'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 4.17. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerindeki tac-miR167a 2-24¢T degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.18. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid tae-miR167a 2-*2CT degerlerinin karsilastirilmasi
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Tablo 4.26. Tae-miR159b'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde

ceyrek degerleri

Z—AACT

ortanca, alt ceyrek ve iist

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-miR159b'nin plazma orneklerinde 222€T degerleri 1.5 katin iizerinde olmasi

nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid alt1 ve siit lipid kisminda 22T 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 2-24€T degerlerinin dagilimi
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ekil 4.20. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid taec-miR159b 2-24CT degerlerinin karsilagtirilmasi
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Tablo 4.28. Gma-miR1520d 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerinde 2-22CT ortanca, alt ¢eyrek ve {ist
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 alt1 &rneklerinde 24T degerleri 1.5 katin
lizerinde olmasi nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 22T degerleri 1.5
katin altinda bulunmustur. Gma-miR1520d 'min siit lipid kisminda bulunmadigr 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 alt: ve siit lipid 6rneklerindeki gma-miR1520d 2-44CT degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.22. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alti ve siit lipid gma-miR1520d 2-2ACT degerlerinin
kargilagtirilmast
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Tablo 4.30. Gma-miR156b 'nin plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid 6rneklerinde 2-2A¢T
ortanca, alt ¢eyrek ve tiist ¢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 alti rneklerinde 2"22¢T degerleri 1.5 katin

lizerinde olmas1 nedeniyle anlamli kabul edilmis olup, siit lipid kisminda 2227 degerleri

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

edilmistir. CT degerleri housekeeping ile karsilastirildiginda anlamli bir ekspresyon degeri

bulunmamaistir. Varyans analizi ile yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki fark anlaml

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.23. Plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid érneklerindeki gma-miR156b 2-24€T degerlerinin dagilimi
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ekil 4.24. Her bir vakaya ait plazma, siit lipid alt1 ve siit lipid gma-miR156b 22T degerlerinin
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4. GUNCEL BIiLGILERIN YORUMLANMASI

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

alinmasi ve kullanilmasi olarak tanimlanmaktadir.

Bireyin besin ihtiyaci yas, cinsiyet, gebelik, emzirme, fiziksel aktivite ve saglik
durumu gibi degiskenlere bagli olarak kisiden kisiye gore farklilik gostermektedir. Alinan
besin dgelerinin 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 tiikketimi de yine fazlaligin kaynagina gore obezite, diyabet,
serebrovaskiiler hastalik, ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, meme ve kolon kanseri gibi

klinik tablolarla iligkilidir.

Tiikettigimiz gidalarin insan {zerindeki biyokimyasal etkileri halen aragtirma
konusudur. Son yillarda iizerinde durulan bir diger giincel tartigma konusu da; besinlerle
alman genetik materyalin gastrointestinal sistemden (GIS) emilip emilmedigi ve

organizmada biyokimyasal yolaklarda etkili olup olmadigidir.

Bu hipotez iizerine literatiirde yapilan caligmalarda tam bir goriis birligi

bulunmamakta olup birbiri ile ¢eligkili sonuglar igeren ¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Zhang ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada piring kaynakli miR168a'y1 insan
serumundan tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica bu miRNA'nin insan ve farede diisiik
dansiteli lipoprotein reseptor adaptor proteini (LDLRAP1) seviyelerinde diisiise neden
oldugunu savunmuslardir. Bu calismada bitkisel miRNA'nin GIS'den emilerek dolasim
sistemi  ile dokulara ulastigim1 acikca ortaya konulmustur. S6z konusu calisma
niikleotidlerin fonksiyonel yapisinin bozulmadan GIS'ten gecebildigini ve diger dokulara

ulasabildigini gosteren ilk ¢alisma olarak literatiirde yer bulmustuur.

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

calismalar bulunmaktadir. (Bartel 2004, He 2004,Huang 2010, Qin 2010, Tay 2008).

Bu noktada plazmada tespit edilen bitkisel miRNA'larin fonksiyonu ve 6nemi daha
cok ortaya c¢ikmaktadir. Cilinkii memelilerde endojen miRNA'lar mRNA yikimi ya da
translansyonunun bloke edilmesi tizerinden bir¢ok yolagi etkilemektedir.  Bitkisel
miRNA'larin da benzer yolaklar {izerinden memeli mRNA'sim1 etkileyip etkilemedigi
arastirilmast gereken bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumda cevaplanmasi

gereken en 6nemli 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 goésteren 6nemli bir

calismadir.

Ancak Dickinson ve ark.(2013) yaptiklar1 kontrollii fare deneyinde piring igeren 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) bulgularmin aksine Baier ve ark (2014) caligmalarinda
hayvansal kaynakli miRNA'larin plazmada biyolojik fonksiyon gosterdigini ortaya

koymustur.

Baier ve ark (2014) yaptig1 calismada brokoli tiiketiminden sonra brokoli kaynakli
miR-167a ve miR-824 ekspresyonunda herhangi bir artis plazmada gozlenmezken inek
siitii 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 arttig1
gosterilmistir. Inek siitii miRNA'sinin insan bagirsagindan emildigini gdsteren ilk ¢aligma
budur. Ayrica yine bir memeli tiirline ait miRNA'nin diger memeli tiirleri lizerinde gen
ekspresyonunu etkiledigine dair kanitlar da bu c¢aligma ile bildirilmistir. Baier ve ark.
(2014) besinsel miRNA'larin gida ile alinmadigi zaman eksikliginin goriildiiglinii ve bu
eksikligin endojen olarak sentezlenerek telafi edilemedigini savunmaktadirlar. Dolayist ile
bu sonuclar besinsel kaynakli miRNA'larin insan viicudunda metabolik yolaklarda rol

aldigin1 diistindiirmektedir. Plazmada eksojen kaynakli miRNA konsantrasyonunun siit
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tilketiminden yaklasik 3-4 saat sonra pik yapmis olmasi sebebi ile siit miRNA'larinin

primer olarak iist bagirsaktan emildigini ileri siirmiislerdir.

Bu arastirmada bitkisel kaynaklt miRNA'lar plazma ve anne siitii lipid ve lipidalti
fraksiyonlarinda aragtirllmigtir. Calisma sonucunda plazmada (mdm-miR171i, mdm-
miR7121d, sly-miR169b, sly-miR169c,sly-miR156a,0sa-miR168a-3p, osa-miR-168a-5p,
osa-miR156a, taec-mirl67a, tac-miR159b, gma-miR1520d, gma-miR156b), siit lipid alt1
kisimda (mdm-miR171i, mdm-miR7121d, sly-miR169c, sly-miR156a, osa-miR168a-5p,
tae-miR167a, gma-miR1520d, gma-miR156b) ve siit lipid kisminda (mdm-miR171i, sly-
miR169¢,0sa-miR168a-5p) besinsel miRNA varlig1 tespit edilmistir.

miRNA'larin ince bagirsaktan emilim siireclerinde ve karacigerde biyolojik
aktivitelerinde kayip olup olmadigi ayri 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. Calisma sonucu elde ettigimiz bu bulgular Baier ve ark
(2014) ve Zhang ve ark (2012) calismalar1 ile uyumludur. Calismamizda, bazi1 besinsel
miRNA'larin besinin tiiketimden 24 saat sonra dahi plazma ve siit 6rneklerinde anlamli
Olciide yiiksek seyrettigi tespit edilmistir. Bu bulgu besinsel miRNA'larin viicutta hemen
metabolize edilmedigini ve uzun siire dolasimda kalabilecegini gostermektedir. Bu
kapsamda dolagimda yikilmadan uzun siire bulunan bu miRNA'larin hedef organlara
rahatlikla ulasarak orada hedef genler lizerinde fonksiyon gosterebilecegi diisliniilmektedir.
Nitekim plazma ve anne siitline 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 bolgesine baglanarak ve miRNA'larin hedef mRNA ile
parsiyel komplementerlik olmasi halinde ise mRNA deadenilasyonu iizerinden translasyon
inhibisyonuna neden oldugu da rapor edilmistir. Bdylece besinsel miRNA'lar insan
mRNA'larmin 3'UTR bolgesi ile parsiyel baglanarak translasyon inhibisyonuna neden

olabilecegi diislincesini akla getirmektedir.

Eulalio ve ark (2009) yaptiklar1 calisma 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



ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA’lar (MOLEKULER KODLAR, GDO’LU GIDALAR VE GENETIK
BAGLANTILARI) ve METABOLIZMA UZERINE ETKILERi | 74
ile tam olmayan, yani parsiyel baz eslesmesinin, mRNA deadenilasyonu iizerinden

translasyon inhibisyonuna neden oldugunu raporlamislardir.

Bu calismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgularimiz, besinsel miRNA'larin insan

metabolik yolaklarina etki edebilecegi diisiincesini desteklemistir.

Bu hipotezimiz dogrultusunda, ¢alismamizda plazma ve siit 6rneklerinde tespit
ettigimiz miRNA'larla yiiksek oranda komplementerlik goésteren mRNA'larin yer aldig
yolaklar veri tabanlarinda analiz edilmistir. Analizde KEGG
(www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve DAVID (https://david.nciferf.gov) yolak veri
tabanlar1 kullamlmistir. Sonrasinda DAVID veritabani iizerinden GAD (Genetic
Association Database) ve OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veritabanlarinda

bu miRNA'larin iligkili olabilecegi hastaliklar analiz edilmistir.

Analiz sonucunda; bugday kaynakli tae-miR167a'nin PRLR (prolaktin reseptdr)
mRNA'sinin 3'UTR bolgesi ile yiiksek oranda komplementerlik gosterdigi tespit edilmis
olup, bu mRNA'n translasyonunu inhibe ederek, PRLR'nin rol aldigi; noroaktif ligand-
reseptor etkilesimi, sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, jak-STAT sinyallesme yolagi,
prolaktin sinyallesme yolagi ve PI3K-Akt sinyallesme yolag: iizerine etki edebilecegi
ihtimali degerlendirilmektedir. Ayrica PRLR'nin memenin multipl fibroadenomu ve
hiperprolaktinemi gelisimi ile iliskili oldugu goriilmiis olup, tae-miR167amin da PRLR

tizerinden bu hastaliklarla iliskili olma ihtimali ortaya ¢ikmaktadir.

Analiz sonucunda tae-miR159bmin de RGAG4 (retrotransposon gag domain
containing 4) mRNA'sinin 3'UTR bolgesi ile yliksek oranda komplementerlik gosterdigi

gorilmistiir.

Piring kaynakli osa-miR168a3p'nin, 3'UTR bolgeleri ile yiiksek oranda
komplementerlik gosterdigi SEPT2 (septin2) ve PREX2 ( fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat
bagimli Rac degisim faktorii 2) mRNA'larinin 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.


https://en.wikipedia.org/wiki/Online_Mendelian_Inheritance_in_Man
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Piring kaynakli osa-miR156a'nin MREG (melanoregulin) mRNA'sinin 3'UTR
bolgesi ile yiiksek oranda baz eslesmesi gosterdigi tespit edilmistir. Veri tabanindan
yapilan analizde ise MREG'in albuminiiri ve KOAH gibi klinik durumlarla baglantil
oldugu goriilmistiir. Osa-miR156a'min da MREG mRNA'sinin translasyonunu
etkileyebilecegi ve bu hastaliklarin  patogenezinde rol alabilecegi ihtimali

degerlendirilmektedir.

Soya miRNA's1 olan gma-miR156bmin MSANTD2 (Myb/SANT DNA binding
domain containing 2) mRNA'smin 3'UTR bolgesi ile yiiksek oranda komplementerlik
gosterdigi tespit edilmis olup veri tabaninda bu mRNA'nin ¢dlyak hastaligr ile iligkili
oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla gma-miR156b'nin de ¢olyak hastaligi ile baglantisinin
olabilecegi ihtimali ortaya ¢ikmaktadir. Gma-miR156b ayn1 zamanda ZNF446 (zinc finger
protein 446) ve DPY19L1 (dpy-19 like 1 (C. elegans)) mRNA'larinin 3'UTR bolgesi ile de

biiylik oranda komplementerlik gostermektedir.

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

yapilmasi gerektigi degerlendirilmektedir.

Endojen miRNA'larin anne siitii i¢inde bebege aktarildigi ve bu miRNA'larin da
cogunlukla meme bezlerinden kaynak aldig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Alsaweed
2016). Ayrica literatiirde memelilerde eksojen miRNA'larin da siite gec¢is yaptigina dair

bulgular yer almaktadir.

Lukasik ve ark (2014) yaptiklar1 calismada bitkisel miRNA'lar1 insan ve domuz
siitinde tespit etmislerdir. Bu arastirmada daha oOnce siit eksozom miRNA'larini
tanimlamak i¢in yapilmis ve yaymlanmis olan caligmalardan elde edilen veriler
kullanilmisgtir. Domuz ve insana ait toplam 12 adet siit 6rneginden elde edilmis olan gen
verilerin incelenmistir. Mevcut genlerden endojen olanlari, diisiik kaliteli okumalar1 ve
insan mikrobiyomlarina ait olma olasilig1 yiiksek dizeler dislanmistir. Ardindan geri kalan
genleri veri tabanindan bitkisel miRNA'larla kiyaslayarak miRNA tanimlamalar
yapilmigtir. Caligma sonucunda insan ve domuz siitlerinin ¢ogunda bitkisel miRNA
tanimlanmistir. Insan siitii érneklerinin yiiksek seviyelerde ath-miR166a, pab-miR951,
ptc-miR472a ve bdi-miR168 icerdigi, domuz meme siitii eksozomlarinin da yiiksek

miktarda zmamiR168a, zma-miR156a ve ath-miR166a igerdigi tespit edilmistir



ANNE SUTUNDEKi YABANCI mikroRNA ’Iarv(MOLEKULER KODLAR, GDO’LU"GIDALAR VE GENETIK
BAGLANTILARI) ve METABOLIZMA UZERINE ETKILERi | 76

Bu calismada ise Lukasik ve ark (2014) c¢alismasindan farkli olarak, geriye yonelik
inceleme yapmayip, ginliik diyette sikca tiiketilen besinlere ait bilinen miRNA'larin
varligi, bu besinleri tiikettigi belirlenmis olan insanlarda aragtirilmistir. Buna ek olarak,
slitlin yani1 sira es zamanli alinmis olan plazma da incelenmistir. Bu sekilde kontaminasyon
stiphesi de ortadan kaldirilmistir. Nitekim calisma sonucunda, ayni kisiden alinan plazma
ve siit orneklerinde miRNA'larin birbiri ile uyumlu sekilde ekpresyon gosterdigini tespit

edilmistir.

Calisma sonucunda, varligim arastirdigimiz toplam 16 adet besinsel miRNA'dan 4
tanesinin (mdm-miR858, mdm-miR399a, tae-miR167b ve tae-miR159a) hicbir 6rnekte
anlamli ekspresyonu gozlenmemistir. Bu sonucun cesitli nedenleden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin besinsel miRNA'larin emilim mekanizmas1 ve RNase ya da
bagirsak asiditesi gibi durumlara direnci net olarak bilinmemektedir. Tespit edilememis
olan miRNA'lar bagirsakta denatiire olmus olabilir ya da emilimi hi¢ gergeklesmemis
bosaltim sistemi ile atilmis olabilir. Ya da miRNA'nin emilimi gerceklesmis ancak viicutta
yikima ugramis olabilir. Sonugta her bir miRNA'nin plazmada RNase'lara kars1 direnci ya
da KC tarafindan metabolize edilip edilmedigi bilinmemekte olup her miRNA'nin yari
Omriiniin farkli olmasi yadirganacak bir durum degildir. Ancak bu nedenlerin de tam

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

Yine caligma 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 gozlenmemistir. 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

gegebilmesi icin belli bir plazma seviyesinin olmasi gerektirdigini diistindiirmiistiir.

Siit ornekleri kendi icinde kiyaslandiginda, literatiire zit olarak siit lipid
fraksiyonunda lipid alt1 fraksiyona gore 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 dagilim1 belirtilmektedir. Bitkisel miRNA'larin siite gegis ve siit i¢erisinde
tasinma mekanizmasi bilinmemektedir. Bu bulgumuzun da ileri ¢caligmalarla desteklenmesi

gerektigi degerlendirilmektedir.
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miRNA'larin 6nem arzettigi konulardan biri de genetigi degistirilmis organizmalardir
(GDO). GDO organizmanin biyotik ya da g¢evresel stres etmenlerine karsi toleransinin
artmasi ve netice olarak iirlin miktarmin arttirtlmast i¢in giiniimiiz tarimciliginda sikca
kullanilmaktadir. Bu alanda soya basta olmak {izere bugday, piring, misir gibi giiniimiizde
sik tiiketilen ve bu calismada da bir kisminin yer aldigi gidalarda GDO kullanlmaktadir.
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 iizerine ne sekilde etki
edecegi su an i¢in bilinmemektedir. Ancak konunun aydinlatilabilmesi i¢in kapsamli

caligsmalar yapilmasi gerektigi degerlendirilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ornek ¢alismada onbir anneden es zamanli olarak almmmis plazma ve anne siitii

orneklerinde 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, tac-mirl67a, tae-miR159b, gma-miR1520d, gma-miR156b), siit lipid alt1 kismi1
(mdm-miR171i, mdm-miR7121d, sly-miR169c, sly-miR156a, osa-miR168a-5p, tae-
miR167a, gma-miR1520d, gma-miR156b) ve siit lipid kismma (mdm-miR1711, sly-
miR169c,0sa-miR168a-5p) gecisi tespit edildi.

mdm-miR858, mdm-miR399a, tae-miR167b ve tae-miR159a i¢in ise, Orneklerde
anlamli ekspresyon gézlenmemistir. Bu sonucun miRNA emilim mekanizmasi farkliligi,
RNase'a ve GIS asiditesine karsi direng farkliligi gibi emilim Oncesi ya da KC
metabolizasyonu ve plazma RNase'larina karsi direng farkliligi gibi emilim sonrasi heniiz

aydinlatilmamis nedenlerden kaynaklanabilecegi degerlendirildi.

sly-miR169b, osa-miR168a-3p, osa-miR156a ve tae-miR159b icin plazmada anlamhi
ekspresyon tespit edilirken, siit drneklerinde tespit edilmemistir. Ancak bu miRNA'larin
plazma ekspresyon seviyeleri, slit oOrneklerinde ekspresyonu gozlenen miRNA'larin
plazma ekspresyon seviyelerinden daha diisiik seyretmistir. Bu sonug¢ da bize, miRNA'larin

siite gecebilmesi i¢in belli bir plazma seviyesinin olmasi 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 {izerinden
biyokimyasal yolaklara etki edebilecegi ve hatta hastalik tablolari ile baglantili olabilecegi

diistinildii.

Biitiin bu bulgular 1s1831nda, besinsel miRNA'larin insan metabolizmasi iizerindeki
etkilerinin tam olarak aydmlatilmas: gerektigi ve bunun i¢in miRNA'larin emilim
mekanizmasi, metabolizmasi1 ve etki mekanizmalari lizerine kapsamli caligsmalar yapilmasi

gerektigi kanaatindeyiz.

GDO’lu gidalar ile ilgili endiselerimiz vardir.Bu kapsamli c¢alismalar GDO’lu
gidalarin insan sagligi lizerine etkisini ve gelecek nesillerin korumasina onemli katki

sagliyacaktir.
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ABSTRACT

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

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 taec-miR159b,
but no significant expression was observed in milk samples. No significant expression was
observed in any of the samples for mdm-miR858, mdm-miR399a, tae-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
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