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ONSOZ

MikroRNA’lar (miRNA) protein kodlamayan fakat hiicre igerisinde biyolojik
aktivitelerin gerceklesmesinden, hiicresel yanita kadar pek ¢ok onemli fonksiyonel
gorevi olan kiiciik 18-25 niikleotit (nt) uzunlugunda RNA molekiilleridir.
miRNA’lar, kii¢iik boyutlari, kendi iizerlerinde sa¢ tokasi seklinde katlanmalarindan
dolay1r sahip olduklar1 sap-ilmik (hairpin) yapisi, bu yapmin dizi igerigi ve
termodinamik Ozelliklerinden &tiirii c¢evresel faktorlerden minumum derecede
etkilendikleri i¢in olduk¢a dayamiklidirlar. miRNA’larin hiicre i¢inde oldukca
dayanikli molekiiller olmasina ilaveten tiirler arasinda yiiksek homoloji gostermeleri

sebebiyle miRNA’lar iyi birer biyo-belirte¢dir.

MiRNA’larin gen diizenlenmesindeki aktif rollerinin olmasi fizyolojik ve
patolojik siireclerin incelenmesinde miRNA’lart bilim diinyas1 i¢in kilit noktasi
haline getirmistir. Satkan Arap yaris atlar yaris pistlerinde sergiledikleri performans
seviyeleri icin gerekli olan enerjiyi karbonhidrat oksidasyonundan ve yagdan
saglarlar. Bu nedenle safkan Arap yarig atlarinda yarig performansi i¢in yag

asitlerinin oksidatif kapasitesi olduk¢a dnemlidir.

Bu calismada Sanliurfa Hipodromunda ayni yarista kosan (1200 m. kum pist )
3 yash safkan Arap yaris atlarindan (n=13) yaris 6ncesi (at dinlenme halinde iken )
ve hemen yaris sonrasi alinan tiikiiriik Orneklerinde (n=26) lipid metabolizmasi
tizerinde etkinligi bilinen 8 adet miRNA’nin (eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-
33a, eca-miR-33b, eca-miR-125a, eca-miR-143, eca-miR-335, eca-miR-378a) ifade

seviyeleri incelenmistir.



Calismalarimin baslangicindan son asamasina kadar fikirlerini ve ilgisini
esirgemeden calismalarima yon veren danismanim, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyesi Saymn Dog. Dr. Ozge OZMEN’e bana olan giiveni ve
bilimsel desteklerinden dolay1r sonsuz tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Bu siirecte
desteklerini her daim yammda hissettigim esim Hiisamettin EKICI’ye ve kizim
Aybike Bahar EKICI’ye fedakarliklar1 ve bana duyduklari giiven i¢in minnetle

tesekkiir ederim.

Projenin 6rnek alimi1 asamasinda bize kapilarini agan Tiirkiye Jokey Kulubu,
Sanli Urfa Hipodrumuna ve yardimlarini esirgemeyen Mehmet Esref TASKIN ve
Oguz OZELCANAT’a emeklerinden dolayr ¢ok tesekkiir ederim. Projenin
yiirtitiilmesine mali destek saglayan Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirligii’ne

(Proje No: TAGEM/HAYSUD/A/19/A4/P1/999) tesekkiir ederim.

Bu siirecte bana laboratuvarlarini agarak calismama destek olan Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Baskan1 Dog. Dr. Bengi
CINAR KUL’a, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali
Baskani Prof. Dr. Faruk BOZKAYA ile Dr. Ogr. U. Akin YIGIN’e ve yardimlarin
esirgemeyen Aras. Gor. M. Yenal AKKURT ile Ozge Sebnem CILDIR’a

emeklerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Canlilarda, biitiin yasamsal olaylarin gerceklesmesi ve kontrolii genler
tarafindan saglanmaktadir. Gilinlimiizde memeli genomunda hiicresel gen ifade
seviyelerinin diizenlenmesinin yaklagik olarak %60’ indan fazlasinin mikroRNA’larin
(miRNA’lari) kontrolii altinda oldugu bilinmektedir (Melo ve Melo, 2014).
miRNA’larin gen ifade seviyelerinin diizenlenmesinde aktif olarak rollerinin olmasi,
fizyolojik veya patolojik siireclerin incelenmesinde miRNA’lar1 bilim diinyasinda
odak noktas1 haline getirmektedir (Gebert ve Macrae, 2019). Giin gectikge miRNAlar
ile ilgili yapilan ¢aligma sayis1 artmaktadir (Buza ve ark., 2014; Fiorucci ve ark.,
2012). miRNA’lar iizerine yapilan ¢alismalarin sayisinin artmasi ile birlikte farkl
genomik organizasyona sahip organizmalarda belirlenen miRNA’larin sayisi da
artmaktadir. Bu ¢alismalardan elde edilen verilere gore, 2019 yilinda miRBase veri
tabaninda (www.mirbase.org); 271 farkl tiire ait 38.589 miRNA lokusu ve 48.860

olgun miRNA tanimlanmaktadir (Kozomara ve ark., 2019).

miRNA’lar, kiiciik boyutlar1 (18-25 nt), kendi {izerlerinde sa¢ tokasi seklinde
katlanmalarindan dolay1 sahip olduklar1 sag¢-tokasi (hairpin) yapisi, bu yapimin dizi
icerigi ve Argonuate-2 (Ago-2) proteinlerinin termodinamik ozellikleri sayesinde
cevresel faktorlerden minumum derecede etkilenmektedirler (Bala ve ark., 2012;

Kosaka ve ark., 2010; Kowal ve ark., 2019; Su ve ark., 2012).

miRNA’lar, dayanikli molekiiller olmalar1 yaninda tiirler arasinda yiiksek
homoloji gostermeleri sebebiyle de iyi birer biyo-belirte¢dirler (Duttagupta ve ark.,
2011; Michlewski ve Caceres, 2019; Zen ve Zhang 2012). Biyo- belirtecler normal
ya da patolojik siirecin incelenmesine yardimci olan biyokimyasal, hiicresel,
molekiiler ve genetik degiskenlerdir. miRNA, RNA ve benzeri molekiiler yapilar
veya protein molekiilleri biyo-belirteglere en iyi 6rneklerdir. Bu molekiiller doku,
hiicre, kan ya da tiikiiriikk gibi viicut sivilarindan olgiilebilmektedir (Bartel, 2009;
Pappa ve ark., 2019; Rapado-Gonzalez ve ark., 2019; Weber ve ark., 2010).



Giliniimiizde, teknolojinin ¢ok hizli bir sekilde ilerlemesi sayesinde Yeni Nesil
Dizileme Metodu (YND) ile yapilan biiyiik 6lgekli genom dizileme analizlerinden
elde edilen veriler sasirtic1 sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alismalar sayesinde ¢ok
hiicreli karmagik yapiya sahip gelismis organizmalarda daha fazla gen olabilecegi
beklentisinin aksine mikroskobik tek hiicreli basit yapili organizmalarda daha fazla
protein kodlayan genin mevcut oldugu anlasilmistir (Taft ve ark., 2007). Yani genom
icin oldukca Onemli olan gen ifade seviyelerinin diizenlemesinde sadece protein
kodlayan genlerin sorumlu olmadig1 belirlenmis ve genomun protein kodlamayan
karmagik mekanizmasi hizla arastirilmaya baslanmistir. Bunun neticesinde; memeli
genomunun yaklasik olarak %?2’lik kisminin protein kodlayan mesajci RNA’lardan
(mRNA), diger % 98’ lik kisminin ise protein kodlamayan uzun ve kisa RNA’ lardan
olustugu tespit edilmistir (Birney ve ark., 2007; Kung ve ark., 2012).

1.1. RNA’larin siniflandirilmasi ve miRNA’lar

Proteine cevirisi yapilmayan RNA’lara kodlanmayan RNA (non-coding RNA:
ncRNA) adi verilmektedir (Akkaya ve Dinger, 2013; Carninci ve ark., 2005).
ncRNA’lar hiicresel savunmadan hiicre igerisindeki biyolojik aktivitelerin
gerceklesmesine, hiicresel yanittan hiicrenin gelisimsel siire¢lerinin tamamlanmasina
kadar hiicre i¢inde pek ¢ok onemli fonksiyona sahiptirler (Kapranov ve ark., 2007).
Ayrica evrimsel agidan korunmus dizelere sahip olan bu ncRNA’larin diger gorevleri
arasinda kromozomlarin yeniden modellenmesi ile transkripsiyonel ve post

transkripsiyonel gen susturumu da bulunmaktadir (Kaikkonen ve ark., 2011).

Genom i¢inde yaptiklari gorevler esas alinarak canlilarin biitiin dokularinda
bulunan ncRNA’lar, yasam i¢in gerekli ncRNA’lar ve diizenleyici ncRNA’lar olmak
tizere iki ana sinifa ayrilmaktadirlar (Akkaya ve ark., 2013). Bununla birlikte; gen
ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu olan diizenleyici ncRNA’lar kendi aralarinda
niikleotit (nt) sayilarina (uzunluklarina) gore uzun ncRNA, orta ncRNA ve kisa

ncRNA olmak iizere ii¢ alt sinifa ayrilmaktadirlar (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. RNA’larin siniflandirilmast.

X kromozomunun inaktivasyonunu gerceklestiren Xist ve Tsix RNA,
embriyonik pluripotent hiicrelerinin {ireme hiicrelerine farklilasmasinda ve
transkripsiyonunda gorevli Long intergenic non-coding RNA (LincRNA) ve
mRNA’nin post transkripsiyonel diizenleyicisi olan circular RNA (circRNA)’lar
uzun diizenleyici ncRNA’lardir. Uzun diizenleyici ncRNA’larin nt sayis1 200’ den

buytiktiir (Akkaya ve ark., 2013; Giizelgiil ve Aksoy, 2015; Kulcheski ve ark., 2016).

Post-transkripsiyonel modifikasyondaN ve DNA replikasyonundan sorumlu
olan orta uzunluga sahip diizenleyici ncRNA’larin uzunluklart ise 40-200 baz ¢ifti
arasinda degismektedir. Bu ncRNA’lara kiiciik niiklear RNA (snRNA), kiiciik
niikleolar RNA (snoRNA), riboniikleaz P (RNaz P), rehber RNA (gRNA), ve

telomeraz RNA’lar 6rnek olarak verilebilir (Malone ve Hannon, 2009).



ncRNA’larin 15-40 baz ¢ifti arasinda degisen uzunlukta olanlarina kisa
diizenleyici ncRNA’lar denir. mRNA’nin transkripsiyonel diizenleyicisi olan small
interfering RNA  (siRNA), miRNA, esey hiicrelerinde transpozon ve
retroelementlerin  baskilanmasindan sorumlu olan PIWI-etkilesimli RNA’lar
(piRNA)’lar ve transkripsiyon baslatict RNA (tiRNA) kisa kodlanmayan RNA’lar
arasindadir (Erson ve Petty, 2008).

miRNA’larin ve siRNA’larin birbirlerinden fonksiyonel ve biyokimyasal
olarak ayirt edilemezler fakat orjinlerine gore ayirt edilebilirler (Pauli ve ark., 2011).
miRNA’lar ¢ift zincirli RNA (dsRNA)’larin sag¢ tokasi sekilli 6ncii molekiillerden
meydana gelirken, siRNA’lar uzun dsRNA’lardan olugmaktadirlar (Giizelgil ve
Aksoy, 2015).

1.2. miRNA’larin tarihcesi

Lee ve ark. (1993) tarafindan yuvarlak solucan olan Caenorhabditis elegans
(C. elegans) iizerinde yaptiklar1 hiicresel gelisimi inceleyen ¢alismada, lin-4 olarak
adlandirdiklar1 genin higbir proteini kodlamamasina ragmen 22 nt uzunlugunda
kiigiik bir RNA’y1 transkribe etmesiyle ilk miRNA, tanimlanmistir. miRNA’ lar 11k
kesfedilen kii¢iik RNA’lardir (Jha ve ark., 2011; Lee ve ark.,1993; Reinhart ve ark.,
2000). C. elegans iizerinde yapilan daha sonraki g¢alismalarda lin-4 adi verilen
miRNA’nin aslinda lin-14 geninin negatif diizenleyicisi oldugu anlasilmistir

(Ruvkun ve Guisto, 1989; Almeida ve ark., 2011; Wei ve ark., 2011).

[k olarak lin-4> {in lin-14’{i baskiladigm bildirildiginde, lin-4’{in kodladig
yeni bir proteinin diizenleyici bir gorevi oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak, Ambros ve
ark. (1989), lin-4 genini igeren bolgeyi klonladiklarinda, klonlanan bdlgenin
normalden daha kii¢iik oldugunu ve bu bolgenin kodlama dizisi igermedigini ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte lin-4 gen iiriiniiniin, kisa sa¢ tokas1 dncii molekiilden
olusan, 22’nt lik, kodlama yapmayan kiiciik bir RNA oldugunu kesfetmislerdir
(Ambros, 1989).



Heterokronik genler olarak tanimlanan lin-4 ve lin-14 genleri, gelisimsel
siirecte zamanlamay1 kontrol eden genlerdir. Ruvkun ve ark. (1989), bu heterokronik
genler lizerinde yaptiklar1 c¢aligmalarda lin-14 geninin 3’ucundaki translasyona
ugramayan (UTR) bolgesinde korunmus diziler bulmuslardir. Ayrica bu ¢aligmalarda
lin-4 geni ile lin-14 geninin korunmus dizileri arasinda tamamlayicilik oldugunu ve
lin-4 geninin lin-14 geninin transkripsiyon kontroliinden sorumlu oldugunu

gostermislerdir (Ruvkun ve ark., 1989).

Moss ve ark. (1997), tarafindan yapilan ¢aligmada ise lin-4 geninin sadece lin-
14 genini kontrol ettigi degil ayni zamanda lin-28 genini de kontrol ettigi
bulunmustur. C. elegans iizerinde yine Reinhart ve ark. (2000), yaptiklar1 diger bir
calismada larva doneminden eriskin doneme gegisten sorumlu let-7 adi verilen (21

nt) ikinci kiigiik RNA bulunmustur.

Let-7 geni lizerinde yapilan daha sonraki c¢alismalarda let-7 genindeki
aktivasyon kaybinda erigkin donemden larva donemine gecisin oldugu tespit edilmis
ve let-7 geninin gelisimsel zamanlamay1 diizenleyen baska bir gen olan lin-41 genini

kontrol ettigi belirlenmistir (Reinhart ve ark., 2000).

Ruvkun ve ark. (2001), yaptiklart caligmalar ile, let-7 geninin deniz
kestanesinden insana kadar bircok hayvan tiliriinde korundugunu gostermislerdir
(Pasquinelli ve ark., 2000; Zadeogullar1 ve Geng, 2011). Bilim diinyas i¢in devrim
niteliginde olan let-7 geninin kesfi ile kisa kodlamayan RNA smifinda bulunan ve
gen ifadesinin diizenlenmesinde gorevli olan bu kiigiik fonsiyonel RNA’lara miRNA

ad1 verilmistir (Almeida ve ark., 2011).

miRNA ailesinin ilk kesfedilen iiyeleri ilk zamanlar gecici RNA’lar olarak
adlandirilmigtir ve bulunan bu genetik molekiil icin miRNA terimi ilk kez 2001
yilinda kullanilmaya baglanmistir (Lagos-Quintana ve ark., 2003; Lau ve ark., 2001;

Lee ve Ambros, 2001). Daha onceden 2 adet tanimlanan miRNA’larin 50°den fazla
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¢esidi oldugu 2000’1 yillarda tanimlanmistir. (Zadeogullar1 ve Geng, 2011).

Bilim diinyasinin oldukga ilgisini ¢eken miRNA’lar iizerinde yapilan ¢alisma
sayist hizli bir sekilde artmis ve giin gegtikgce yeni miRNA’lar bulunmustur. Bununla
beraber miRNA’larin biogenezisi arastirilmaya basglanmistir. Bu c¢alismalarda
Hammond ve ark. (2001), kiictik ¢ift iplikli RNA’y1 kesen bir enzim bulmuslardir ve
bu enzime DICER ismini vermislerdir. Ayrica Ruvkun ve ark. (2001), RNA
interferans alaninda yaptiklar1 ¢aligmalarda, DICER enziminin miRNA’nin
islenmesi, aktivasyonunda etkin bir rol oynadigini bildirmislerdir ve bu ekipte 2006
yilinda Nobel odiiliinii alacak olan Antony Fire ve Creg Mello’da yer almaktadir

(Bernstein ve ark., 2001; Fire ve ark., 1998; Grishok ve ark., 2001).

2000 yilinda ise RISC kompleksi i¢inde yer alan argonat proteinlerinin RNA
interferans i¢in gerekli oldugu belirlenmistir (Hammond ve ark., 2000). siRNA
molekiillerinin hedef RNA’y1 niikleaz aktivitesi iceren RNA tesvikli susturma
kompleksi (RISC) araciligr ile yikimladigi bulunmustur (Ketting ve ark., 2001).

Ilerleyen yillarda miRNA biyogenezine katilan enzimler ve bu enzimlerle
iligkili proteinler tantmlanmistir (Denli ve ark., 2004; Lee ve ark., 2004). RISC’in en
onemli bileseni Argonaute protein ailesinin bir iiyesidir. Iki korunmus domain yapisi
ihtiva eden Argonaute proteinleri yiiksek derecede korunmus olan Arabidopsis Agol
veya Drosophila Piwi proteinleriyle olan homoloji derecelerine gore iki alt sinifa

ayrilmaktadirlar (Lund ve ark., 2004).

mRNA kesimi i¢in temel katalitik bélge olan RISC’in temel bileseni Argonaute
proteini PAZ domaini rehber zincirin 3' ucuna baglanmada gorevlidir. PIWI domain
ise yapisal olarak RNase H’1n aktif bolgesine benzeyen hedef mRNA’nin kesiminde
rol almaktadir (Filipowicz ve ark., 2005; Hutvagner ve ark., 2008).

miRNA’larin temel islevleri D. melonogaster ve insanda let-7 kesfedilene

kadar belirlenememistir. Let-7 miRNA’sinin zamana bagli ifade modeli insanlarda



evrimsel olarak korunmustur (Griffiths-Jones, 2004).

Cesitli miRNA’larin farkli dokularda ve belli zaman araliklarindaki gen
ifadeleri karsilastirilarak miRNA gen ifade modelleri ile belirlenebilir. Ornegin
farede ve insanda yapilan miRNA profilleme ¢aligmalari, her iki canlida da %50’ye
yakin miRNA’nin doku spesifik gen ifadesinin oldugu bulunmustur. Doku spesifik
miRNA gen ifadesi arttirlldign takdirde Onciil hiicrelere 6zgiin mRNA’larin
baskilandig1 ve hiicrenin farklilasma kararliliginin arttig1 gézlemlenmistir (Karp ve

ark., 2011).

Daha sonraki yillarda sineklerde, bitkilerde ve memelilerde cesitli gelisimsel ve
fizyolojik siirecleri diizenleyen ve farkli ekspresyon kaliplarina sahip olan bir¢ok

miRNA genleri belirlenmistir (Bodur ve ark., 2010; Filipowicz ve ark., 2008).

1.3. miRNA’larin biogenezisi

miRNA’lar, siklikla mRNA’nin 3' UTR’ye baglanarak, nadiren de 5' UTR,
ORF (open reading frame) ya da promotdr bolgelerine baglanarak translasyonu
baskilarlar veya mRNA degradasyonunu arttirirlar (Curtis ve ark., 2012). Bu
mekanizmada miRNA’larin 2-8 nt uzunlugundaki “cekirdek dizisi” (seed sequence)
olarak ifade edilen ana dizileri, hedef mRNA’ya tam uyumluluk saglayarak
baglandiklar i¢in olduk¢a dnemlidirler (Ha ve ark., 2014; Krol ve ark., 2010; Treiber
ve ark., 2012).

DNA’dan siklikla RNA polimeraz II ya da nadiren RNA polimeraz III
enzimleri tarafindan yaklagik olarak 1000 nt uzunlugunda olgun miRNA’nin dnciil
transkripti birincil-miRNA (pri-miRNA) meydana gelir (Borchert ve Davidson,
2006; Kim ve ark., 2009; Lee ve ark., 2004). Karakteristik bir mRNA gibi pri-
miRNA’larin da kendilerine ait 5' ucunda 7 metilguanozin baslig1 ve 3' ucunda poli

A kuyrugu vardir. Tek zincirden olusan bu pri-miRNA’lar kendi {izerinde kivrilarak



sag tokas1 yapisini meydana getirirler (Okamura ve ark., 2013).

RNAaz III endoniikleaz olan Drosha enzimi, pri-miRNA’y1 kirparak 70-100 nt
uzunlugunda 6ncii miRNA’y1 (pre-miRNA) olustururlar. Pre-miRNA’lar (Exportin
5) proteini ile cekirdekten sitoplazmaya tasinirlar ve sitoplazmada RNAaz III
ailesinin bir iiyesi olan DICER enzimi, pre-miRNA’nin sa¢ tokasi yapisini keser.
Kesilen RNA’lar 3' uclarinda 2 nt’lik ¢ikint1 kalacak bigimde 18-25 nt uzunlugunda
olgun miRNA’lara doniistirler (Giizelgiil ve ark., 2009; Pencheva ve ark., 2013; Wei
ve ark., 2019). Bu gergeklesen islemler tipik bir miRNA yollagidir (Sekil 1.2.).

Cift iplikli miRNA’larin bir ipligi Ago-2 baglh RISC enzim kompleksine
baglanarak hedef mRNA’nin 3' UTR, 5' UTR, ORF boélgelerine ya da promotor
bolgelerine baglanarak translasyonu ya mRNA’y1 baskilayarak ya da mRNA’y1
parcalayarak engeller (Glizelgiil ve ark., 2015; Hansen ve ark., 2011; He ve Hannon,

2004; Hussain 2012; Jacques ve ark., 2019).
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Sekil 1.2. Tipik miRNA yolagi (Hussain, 2012).



miRNA olusumunda tipik yolaklar disinda atipik yolaklar da tanimlanmistir.
Atipik yolaklar, Drosha-bagimsiz yolaklar ve DICER bagimsiz yolaklar olmak iizere

ikiye ayrilirlar.

En cok bilinen yolak mirtron yolagidir. Mirtron yolagi miRNA yolaginin
alternatifidir ve ilk olarak D. melanogaster ve C. elegans’ta gbzlenmistir (Ladewig
ve ark., 2012). Tipik pri-miRNA’lar ile kiyaslandiginda mirtron yolaginin
onciillerinin daha kisa oldugu bilinmektedir (Fan ve ark., 2013; Havens ve ark.,

2012; Westholm ve Lai, 2011).

Bu miRNA’lar mRNA kodlayan genlerin intronlarinda yer almaktadir.
Intronlar Drosha enzimi tarafindan kesilmeden “splicing” mekanizmasi ile kisa sag
tokas1 yapisint olusturur. DBRI1 (insanda) enzimi olusan bu yapmin uglan ile
kesilerek Exportin 5 ile sitoplazmaya tasinir ve DICER enzimi ile kesilerek olgun

miRNA’lar olusturulur (Vedanayagam ve ark., 2019).

Klasik mirtron yolaginin disinda 3' veya 5' bolgelerinde uzantilar1 olan mirtron
yolaklar1 da mevcuttur. miR-1017 en iyi bilinen 3' uzantili bir mirtron tipidir ve D.
melanogaster’da bulunur. 3' uzantili mirtronlarin olusumunda ilk asama intronlarin
kirpilma yaparak sac tokasi seklini olusturmasidir. Ldbr enzimi ile bu sa¢ tokasi
yapist kesimine ugrayarak 3' ucunda 100 nt’lik bir uzantis1 olan 3', uzantili
mirtronlart olustururlar. 3'—5' ekzoniikleazlar ile bu 3' uzantili mirtronlarin 3'
ucundaki uzantilar uzaklastirilir. Exportin 5 ile sitoplazmaya taginan bu mirtronlar,
DICER enziminin kesimiyle olgun miRNA’lar1 olustururlar (Perron ve ark., 2008;

Westholm ve Lai, 2011).

Memelilerde ve kuslarda c¢ok sayida 5' uzantili mirtron tipi oldugu
belirlenmistir. Memelilerde 5' uzantili mirtron tipi olan miR-1982 tanimlanmistir ve
Drosha enzimi tarafindan kesime ugramayan bu mirtron tipinin 5' ucunda 11 nt’lik
overhang cikintist mevcuttur. Exportin 5 ile sitoplazmaya tasinmadan once heniiz

tanimlanamayan bir ekzoniikleaz ile bu mirtron tipinin 5' ucundaki uzantinin



kesildigi belirlenmistir (Giizelgiil ve ark., 2015).

Drosha bagimsiz atipik yolaklara miR-320 ve miR-484 ornek olarak verilebilir.
Bu yolaklarda RNA’lar kirpilma yapilmaksizin kendiliginden kisa pre-miRNA
benzeri sa¢ tokasi yapist olustururlar ve direk olarak DICER enzimi tarafindan
kesime ugrarlar (Curtis ve ark., 2012). Ayrica tRNA benzeri yapilar, pre-tRNA ve
endo-siRNA yapilar1 da Drosha enzimine gerek duymadan olgun miRNA’y1
olusturmaktadirlar (Curtis ve ark., 2012).

pre-miR-451 ve pre-tRNA’ larda DICER-bagimsiz miRNA yolaklarin
kullanmaktadir. DICER-bagimsiz atipik miRNA yolaklarinin arasindan en c¢ok
gilinlimiizde bilinen simtron yolagidir. Simtron yolaginda; miRNA onciilleri DGCRS’
1 (DiGeorge syndrome critical region gene 8: ¢ift zincirli RNA-baglayici;
doublestranded RNA-binding domain; dsRBD) ya da kirpilma mekanizmasini
kullanmayarak Drosha tarafindan direk olarak kesilip pre-miRNA’y1 olustururlar
(Hentze ve Preiss, 2013). Exportin 5, Dicer ve Ago 2 olmadan bu yolaklarda pre-
miRNA’lardan olgun miRNA’lar sentezlenmektedir (Curtis ve ark., 2012).

miRNA’nin baz tipleri tarafindan circRNA’larin islevlerinin bloke edildigi son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir. Hansen ve ark. (2013) ile Memczak
ve ark. (2013), circRNA tipi olan CIRS-7 (CDR1az), miR-7’nin “sponge”u olarak
gorev aldigin1 ve boylece miRNA’larin hedef mRNA yerine circRNA’ya baglanarak
miRNA’larin translasyonu inhibe etmesini engellediginden séz etmektedirler

(Broderick ve ark., 2014; Cheng ve Lin, 2013; Hentze ve ark., 2013; Ledford, 2013).

1.4. miRNA'larin genomik organizasyonu

miRNA'lar Y kromozomu hari¢ tiim kromozomlarda bulunmaktadirlar. Genom
tizerinde yerlesimlerine gore intergenik, intronik ve eksonik olmak {izere ii¢ grupta

incelenirler (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. miRNA'larin genomik organizasyonu. (miR a), Intergenik miRNA; (miR b-miR c-miR d),

Intergenik miRNA kiimesi; (miR e), intronik miRNA; (miR f, miR g) intronik miRNA kiimesi; (miR
h) mirtron; (miR I, miR j). 3’ve 5’ intronik miRNA ‘lar; (miRk) Eksonik miRNA) (Hussain, 2012).

1.4.1. intergenik miRNA'lar

Bilinen miRNA fonksiyonel transkripsiyon initelerinin disinda yer alirlar.

Kendilerine ait promotor ve diger diizenleyici faktorlerine sahiptirler. Monosistronik

olabildigi gibi polisistronik de olabilmektedir (Lagos-Quintana ve ark., 2003).
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1.4.2. intronik miRNA'lar

Intronik miRNA’lar protein kodlayan ya da kodlamayan genlerin intron
kisimlarinda bulunurlar. Bu miRNA'lar kendi promotor bolgelerine sahip olabilir ya
da ev sahipligi yapan gen ile birlikte transkribe edilip pre-mRNA'dan elde
edilebilirler (Lagos-Quintana ve ark., 2003). Baz1 6zel durumlarda protein kodlayan
genin intronunun tamami tam olarak bu intronik miRNA’lar i¢in pre-miRNA gorevi
gormektedirler. Bu gibi intronlar mirtron olarak isimlendirilir (Okamura ve ark.,

2007).

1.4.3. Eksonik miRNA'lar

Eksonik miRNA’lar genom i¢inde ¢ok nadir goriilmektedirler. Kendilerine ait
promotor bolgeleri mevcut degildir. Bulunduklar1 ilgili genin promotoru ile

transkribe edildikleri diisiiniilmektedir (Rodriguez ve ark., 2004).

1.5. Ekstraseliiler miRNA'lar

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ekstraseliler miRNA’larin hiicreler arasi
iletisimde O6nemli gorevlerinin oldugu tespit edilmistir (Kosaka ve ark., 2010).
Bununla beraber, miRNAlarin hiicreler arasi genetik bilginin aktarimindaki rolii

arastirilmaktadir (Bala ve ark., 2012).

Genom iizerinde miRNA’larin hiicre disina ¢ikisi ve hiicre disi dolasimda
bulunan RNaz yikimindan etkilenmeden stabil kalabilmesi ile iligkili ¢esitli
mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizmalar, miRNA’larin ekzosom ve
mikrovezikiiller gibi ekstraseliiler vezikiiller araciligiyla membranla g¢evrili olarak
hiicreden sekrete edilebilmesi, AGO2 gibi RNA baglayic1 proteinlerle, yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) gibi lipopoteinlerle

12



kompleks olusturarak hiicreden aktif olarak salinabilmesi ya da apoptotik/nekrotik
hiicrelerden pasif olarak salinabilme 6zellikleridir (Valadi ve ark., 2007; Vickers ve
ark., 2012). Bu nedenle miRNA'lar dolasim sisteminin yani sira tiikriik, serebrospinal
stvi, idrar, gozyasi, seminal sivi ve anne siitli gibi diger biyolojik sivilarda da

bulunurlar (Courts ve ark., 2011;Weber ve ark., 2010; Zaiou, 2019).

1.6. At genomunda belirlenen miRNA’lar

Equus caballus (evcil at) insan uygarliginin ¢ok énemli bir pargasi olup tasima
ve eglence i¢in kullanilmaktadir ve ekonomik agidan 6nemlidir (Wade ve ark., 2009;
Vila ve ark., 2001). Ayrica insan ile at arasinda tibbi agidan alerji ve osteoartrit gibi
kalitsal olan doksandan fazla hastalik ortaktir (Chowdhary ve ark., 2008; Nicholas ve
ark., 2003).

Egzersiz fizyolojisi ve biyomekanik ¢aligsmak i¢in en iyi model organizma attir.
Ayrica eglence diinyasi i¢in iilkemizde dahil bir ¢ok toplumda at, ekonomik olarak
oldukca Onemli bir konumda olmasina ragmen, atlar {lizerinde miRNA’lar ve
miRNA’larin klinik kondiisyonlar iizerine etkisi hakkindaki ¢aligmalar olduk¢a azdir

(Lacourt ve ark., 2012; Yang ve ark., 2010).

Zhou ve ark. (2009), tarafindan 354 olgun at miRNA’s1 in silico analitik
yontem kullanilarak tanimlanmistir. Bu ¢aligma atlar iizerinde yapilan ilk miRNA
caligsmasidir. Bu ¢alismanin sonucunda fertilite ve iremenin diizenlenmesinde sperm
fonksiyonlarinda, miRNA'larin roliiniin oldugu diisliniilmiis ve 82 adet yeni miRNA

at sperminde tespit edilmistir.

Direkt klonlama teknolojisi kullanilarak Barrrey ve ark. (2010), tarafindan
miyopatik ve saglikli atlarda kas dokusunda miRNA'larin ifade profilinin
belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma ise at miRNA’s1 hakkinda yapilan ikinci onemli

calismadir. Bu ¢alismada Barrey ve ark. (2010), kalitsal kas hastaligina sahip olan
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atlarin kan Orneklerinde kas igin spesifik olan miRNA'larin varligimi tespit
etmiglerdir. Bu ¢alismada elde edilen veriler neticesinde atlarda kas patoloji tanisi
icin yeni miRNA'larin bulunmasina olanak saglanmistir. Ayrica daha ileri ¢aligmalar
ile kandaki dokuya 6zel miRNA'larin profillenmesinin yapilabilcegi bu sekilde organ
hasarlar1 ve ¢esitli hastaliklarin tanimlanmasinda miRNA’larin 6nemli biyolojik

belirte¢ olarak kullanilabilecegi ispatlanmustir.

miRNA’larin fonksiyonlarinin tam olarak anlagilmasi i¢in miRNA’larin normal
dokulardaki karekterizasyonunun belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Kim ve ark.
(2014), tarafindan YND teknolojisi kullanilarak, 8 safkan attan aldiklar1 iskelet
kasindan, karacigerden ve kolondan elde ettikleri 6rnekler ile yaptiklar1 calismada;
292 adet bilinen miRNA ve bunlardan hari¢ 329 adet yeni miRNA tanimlamislardir.
Bu c¢alismada; yiiksek verimlilikte miRNA’larin kisa okuma sekanslarinin
21.838.589 ile 11.973.300 arast degisen sayilarda okuma sonucu ile elde edilen
yaklasik % 100 yiiksek kalitede cDNA’larin kiiclik RNA kiitiiphanesi elde edilmistir.
Ayrica 18 nt ve 30 nt arasinda degisen ve en ¢ok 22 nt uzunlugunda kiiciik RNA’lar

tespit edilmistir.

Yapilan bu calisma sonrasi atlarda kas, kolon ve karaciger dokularinda tespit
edilen miRNA’larin uzunluklar1 ve dagilimlar1 belirlenmistir. At dokularinda
belirlenen biitiin miRNA’larin yaklagik % 83’niin sekanslar1 20-24 nt araliginda
yogunlagmaktadir. Tespit edilen bu miRNA’larda en sik gézlenen uzunlugun tim

dokularda 23 nt oldugu belirlenmistir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Atlarda miRNA’larin uzunluk dagilimi (Kim ve ark., 2014).
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Kim ve ark. (2014), yaptiklar1 bu ¢alisma neticesinde; miRNA’larin ana
dokularda ekspresyon modelleri dahil, at miRNA &zellikleri, sirasi, bilesimi ve
kromozomal dagilimlar1 belirlenmistir. Bu nedenledir ki Kim ve ark. (2014),
yaptiklar1 bu ¢alisma, atlarda patolojik ve fizyolojik durumlarda miRNA'larin rolii

lizerine aragtirmalara 151k tutacak odnemli bir bilgi kaynagidir.

1.6.1. miRNA’larin Atlarda dokulara gore profili

Atlar barsaklarda bogumlanma, tikanma ve volvulus dahil olmak tizere birgok
sendromla sonuglanan Oliimciil bir hastalik kompleksi olan koligin gelismesine
yatkin hayvanlardir. Laparotomi operasyonu geciren atlarin yaklasik %34 iinde karin
boslugunda genis alan olmasi nedeniyle serbest hareketlilikten dolay1 biiyiik kolonun
yer degistirmesi ya da volvulus goriilmiistiir (Mair ve ark., 2005). Ne yazik ki,
atlarda kolik biiyiik bir sorun olmasina ragmen kolik nedenleri hakkinda kesin
bilgiler mevcut degildir. Ayrica atlar, atlarin anatomisi ve insan kullanimi
sonucunda, cesitli kas hastaliklar1 miyopatiler dahil kronik yorgunluk sendromu ve
beslenme miyopatileri gibi hastaliklar nedeniyle siirekli hasta olurlar (Freestone ve

ark., 1991).

Organ spesifik miRNA'larin belirlenmesi hastaliklar agisindan oldukga
onemlidir. Atlarda, baglica organlarda (iskelet kasi, karaciger ve kalin bagirsak)
belirlenen miRNA’larin karakterizasyonu 6nemli at hastaliklar1 ile dogrudan iliskili

oldugu diistiniilmektedir (Kim ve ark., 2014).

Kim ve ark. (2014), tarafindan yapilan ¢alismada at dokularinda, daha énceden
belirlenen miRNA’lar ve o miRNA’lara ait onclii miRNA’lar i¢in miRBase veri
tabani ile hizalama yapilmistir. Bu calisma sonucunda at dokularinda belirlenen
miRNA'lar analiz edilmis ve alt kiimeler seklinde kas dokusunda 36 adet, kolon
orneklerinde 99 adet ve karacigerde 31 adet miRNA tespit edilmistir. Ayrica atlarda

yeni aday miRNA'larin belirlenmesi icin Mireap yazilimi
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(http://sourceforge.net/projects/mireap/) kullanilmistir ve ikincil yapilarda ve DICER
kesilme mevkilerinin ve bu miRNA’larin minumum serbest enerjileri tespit
edilmistir. Yapilan bu analitik analiz veri sonugalarina goére atlarda 329 adet
bilinmeyen miRNA sekansi yeni aday miRNA olarak tanimlanmistir. Bu belirlenen
miRNA’larin uzunlugu 20-24 nt araliinda tespit edilmistir. Ayrica bu belirlenen
miRNA’lar arasinda en sik rastlanan uzunluk 21 ile 22 nt. olarak belirlenmistir.
Bununla beraber atlarda miRNA’larin dokuya 6zel (kas 6rneklerinde 31 adet, kolon
orneklerinde 123 adet ve karaciger orneklerinde 45 adet) bir bigimde eksprese
edilmis oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara goére hem bilinen hem de yeni
miRNA’larin kolonda diger dokulara gore daha fazla oranda oldugu tespit edilmistir.
Diger memelilerinin aksine atlarda kalin bagirsagin karmasik olan anatomik yapisi
ve fizyolojik fonksiyonu stirekli olarak sindirim akigin1 kolaylastirmaktadir (Galuppo
ve ark., 1995). Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, kolon 6zgii miRNA'larin
kolonun diizenleyici sisteminde olduk¢a Onemli gorevlerinin oldugunu ortaya

koymustur (Jin ve ark., 2009).

1.6.2. miRNA’larin atlarda kromozomal dagilimlar:

Atlarda 29. ve 31. kromozomlar hari¢ diger kromozomlar arasinda bilinen 292
adet miRNA haritalanmistir. Bu haritalama asamasinda, yaklasik olarak bu
miRNA’larin 160 tanesinin 3 kb yakinlikta kiimeler halinde lokalize oldugu tespit
edilmistir. Birbirine 3 kb yakinlikta iki miRNA mevcut ise ayni kiime i¢inde olarak
kabul edilmektedir (Liang ve ark., 2007). At genomunda bilinen 51 adet miRNA
kiimesi vardir ve bu miRNA kiimeleri bireysel kromozomlarin iizerinde degisik
bolgelerde lokalize olmustur. Ornegin, 6., 12., 14., 16., 18. ve 20. kromozomlarda 2
adet miRNA geni bulunurken 24. kromozomda 4 miRNA kiimesinde 40 miRNA
geni oldugu bildirilmektedir (Kim ve ark., 2014) (Sekil 1.5).

16



+
o na 100 M 200 M

Kromozom loekasyonu (Mega niikleotid)

Sekil 1.5. Atlarda 29. ve 31. kromozomlar hari¢ 292 bilinen miRNA’nin diger kromozomlardaki
dagilimi (Siyah dikey ¢izgiler miRNA genini, renk derinligini bu bélgede miRNA gen sayisini temsil
eder) (Kim ve ark., 2014).

1.6.3. miRNA'larin Atlarda Niikleotid Dagilim

miRNA’larin ¢ekirdek sekanst miRNA’nin hedef mRNA’ya baglanmasinda
olduk¢a 6nemli oldugu icin miRNA'larin 5' u¢ dizilerinin karakterizasyonu énemlidir
(Al ve ark., 2010; Engels ve Hutvagner, 2006). Okaryotlarda miRNA'larin niikleotid
sekans analizinin 5' pozisyonunun agik bir sekilde U ve A igin egilimli oldugu
bilinmektedir (Frank ve ark., 2010). At genomunda Kim ve ark. (2014)’nin yaptiklari
calisma sonucunda dokuya 6zel miRNA'larin 5' ucunda en sik U niikleotidin
oldugunu ve onun ardindan da A niikleotidin geldigi belirlenmistir. Bu bulgular diger
organizmalar ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar ile tutarlidir (Al ve ark.,
2012). Ayrica Kim ve ark. (2014), yapmis olduklar1 ¢aligmada, tiim doku
miRNA’larinda igilincli ve altinct pozisyonlarda C+G yiizdeleri yiiksek oldugu
belirlenmistir. miRNA ¢ekirdegindeki 6. pozisyondaki C+G igerigi oldukga
onemlidir ¢linkii bu bélgenin miRNA i¢in fonksiyon diizenleyici ve uyarici etkisi
vardir. Kolonun farkli fonksiyonlarindan kaynakli oldugu diisiiniirerek, kolondaki
miRNA'larin diger organ dokularina gore biitiin ¢ekirdek niikleotidlerinde C+G nin

oraninin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Al ve ark., 2012).
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Kas, kolon ve karaciger dokularinda (% 40, % 35 ve % 43 frekans sirasiyla)
organ-spesifik miRNA'larin 5’ ucunun sonundaki ilk niikleotidi agirlikli olarak “U”
niikleotididir. Aym sekilde, at genomunda sayis1 az olmasma ragmen 18-19
niikleotid uzunluktaki miRNA’larin “G” ve “A” niikleotidi sadece kolonda 18 ve 19
niikleotid uzunlugundaki miRNA’larin 5’ ucunun sonunda goriilmektedir. At
genomunda tim dokulardaki miRNA sekanslarina ait baz kompozisyonu her
pozisyonda tiim olgun miRNA’larda ag¢ik bir sekilde “U” i¢in spesifik bolgelerde (1,
9, 21, 23, 26 ve 28. kromozomlarda) en sik rastlanan niikleotid oldugunu ve “C’nin
spesifik bolgelerde (3, 7, 12, 13, 15, 17, 18, 19, 21, 24 ve 25. kromozomlarda)
rastlanan en az niikleotid oldugunu gostermistir. A+U dagilimi, ortalama % 72 olarak
hesaplanmistir, C+G genelde tiim dokularda mevcuttur. Ancak tim dokularda 3’den
6’ya kadar olan niikleotid pozisyonunda C+G , A+U’ dan daha fazladir. Dahasi
kolon miRNA’sinda 2 den 8’e kadar olan miRNA c¢ekirdegine sahip olan niikleotid
pozisyonlarinda C+G’nin A+U’ya gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Creighton
ve ark., 2009).

1.6.4. Polisistronik miRNA’larin atlarda kromozomal lokalizasyonlar:

Zhou ve ark. (2009), at genomunda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda 2. kromozom
tizerindeki miR-302a, miR -302b, miR -302c, miR -302d ve miR -367 ve X
kromozomu tiizerindeki miR-1912 ve miR -1264’1, polisistronik miRNA'lar olarak
bildirmistir. Kim ve ark., (2014), yaptiklar1 ¢aligma sonucunda bulunan polisistronik
miRNA'lar Zhou ve ark. (2009), tarafindan bildirilen miRNA'lar ile ortlismektedir
(Sekil 1.6). Bu caligmalardan elde edilen veriler, at genomundaki miRNA'larin
kiimelenme o6zelliginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha fazla calisma yapilmasinin

gerekliligini gostermektedir.
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Sekil 1.6. Atta polisistronik miRNA'larin kromozomal lokasyonlar1 (Bireysel siyah yatay cizgiler
polisistronik miRNA transkripti, y1ldiz ise birden fazla miRNA genlerini temsil etmektedir) (Kim ve
ark., 2014).

Bu aragtirmanin ilk basamagi, safkan yaris atlarinda tiikiiriikten miRNA
izolasyonunun yapilmasidir. Tiikiriik, icindeki sivi kisim lokal damar agindan elde
edildiginden, sistemik dolasimda bulunan bir¢ok molekiil tiikiiriik i¢inde mevcuttur.
Bu nedenle tiikiirigiin igerisindeki sivi kisimda cesitli mineraller, elektrolitler,
hormonlar, enzimler, immunglobulinler, sitokinler, DNA, RNA da dahil diger
komponentler bulunmaktadir ve bu komponentlerin tamami1 homojen degildir (Diaz-

Arnold ve Marek, 2002; Mese ve Matsuo, 2007).

Tiiklirik gibi  hiicre dist1  sivilardaki miRNA’larin  varhiginin  nedeni
ekzosomlardir. Ekzosomlar, mRNA'lar1 ve miRNA'lar1 paketlemek ve tagimak igin
30-100 nm uzunlugunda hiicreyle sizdirilmis vezikiillerdir (Valadi ve ark., 2007). Bu
hiicresel vezikiillerdeki miRNA’larin tutulmas: ve bu vezikillerin, miRNA’lar
riboniikleazlar tarafindan pargalanmaya karsi korumalari nedeniyle tiikiiriikkte ¢ok
sayida miRNA mevcuttur (Palanisamy ve ark.,2010; Sirker ve ark., 2017; Stahl ve
Rapaso, 2019). Tiikiirtik iizerinde yapilan miRNA caligmalar1 incelendiginde insan
tilkiiriiglinde 458’den fazla miRNA tespit edilmistir (Arunachalam ve ark., 2019;
Matse ve ark., 2015).
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Lipidler, memelilerde bir¢ok metabolik olay icin en 6nemli yap1 taslarindan
birisidir ve viicutta bircok 6nemli rolleri mevcuttur (Pagan ve ark., 2002). Hiicre
membraninin yapisinda bulunurlar, hiicresel iletimde sinyalleri tasir ve iskelet kasi
metabolizmasinda en 6nemli enerji stoklaridir (Hinchcliff ve ark., 2004). Beseri
hekimlikte atletler tizerinde tiikiiriikte yapilan egzersiz oncesi ve sonrasi ¢alismalarda
miRNA’larin kolesterol ve lipid metabolizmasinda 6nemli rolleri oldugu ortaya
konulmus ve bunlarin bir kisminin lipid metabolizmasini direk olarak aktif bir

sekilde etkiledigi tespit edilmistir (Fernandez ve ark., 2011; Sacco ve ark., 2012).

Safkan Arap yaris atlar1 egzersiz i¢in yiiksek kapasiteli hayvanlardir ve yiiksek
performans seviyeleri i¢in gerekli olan enerjinin ¢ogunu yag oksidasyonundan
saglarlar. Bu nedenle safkan Arap yaris atlarinda yaris performansi i¢in yag

asitlerinin oksidatif kapasitesi oldukc¢a onemlidir.

Bu arastirmada safkan yarig atlart i¢in 6nemli olan lipid metabolizmasin
etkiledigi bilinen 8 adet miRNA’nin (eca- miR-27a, eca- miR-27b, eca-miR-33a,
eca-miR 33b, eca-miR-125, eca-miR-143, eca-miR-335, eca-miR-378) yaris Oncesi

ve yarig sonrasi tiikiiriikte ifade seviyelerinin analiz edilmesi amag¢lanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin Alinmasi

Calismanin etik raporu, “Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisi
Miidiirliigii Yerel Etik Kurulu” 2017/04 numarali karari ile alinmistir (Ek 1). Calisma
10 adet satkan Arap yaris atinda planlanmistir. Ancak 6rnek alinan yarista 13 adet
safkan Arap yaris atinin kogmasi sebebiyle 6érneklem 13 adet satkan Arap yaris ati
olarak genigletilmistir. Mevcut ¢alismada Sanliurfa Hipodromun’da ayni yarista
kosan (1200 m kum pist) 3 yash safkan Arap atlarindan (n=13) yaris Oncesi (at
dinlenme halinde iken) ve hemen yaris sonrasi tiikiiriik 6rnekleri; agiz boslugunun
dilalt1 ve parotis bolgelerinden miimkiin oldugunca dislere degmemeye Ozen
gostererek Hicks ve ark. (2019), tarafindan belirtigi sekilde 5-10 saniyelik siirecte

pamuk swab yardimi ile alinmigtir (Sekil 2.1).

Tirkiye Jokey Kuliibiin’den alinan izin yazisina istinaden safkan yaris Arap
atlarinin isimleri ifsa edilmeden sayisal rakamlar ile kodlanmistir (Ek 2). Atlardan
alian Ornekler yarig 6ncesini temsilen 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12 ve 13 olacak
sekilde, yarig sonrasi alinan tiikiiriik 6rneklerini temsilen ise ( 1-2, 2-2, 3-2, 4-2, 5-2,
6-2, 7-2, 8-2, 9-2, 10-2, 11-2, 12-2, 13-2 olacak sekilde kodlama yapilmistir
(Cizelge 2.1).

Tiikiiriik 6rnekleri alinmadan 2 saat 6nce agiz boslugundaki tiikiiriigiin icindeki
miRNA konsantrasyonunun bozulmamasi i¢in atlarda yeme igme durdurulmustur.
Atlardan alinan tiikiirik 6rnekleri (n=26) hemen buz lizerine yerlestirilip Harran
Universitesi  Veteriner ~ Fakiiltesi Genetik Anabilim Dal'min  molekiiler
laboratuvarlarima ulastirilmigtir.  Alman  O6rneklerde miRNA’larin  yapisinin
bozulmamasi i¢in miRNA eldesi hemen &rnek alimindan sonra Harran Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir
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Cizelge 2.1. Safkan Arap yaris atlarina ait veriler.

Atin Cinsiyet Yarnis1 Bitirme Jokey agirhg: Yaris Bitirme Siiresi

kodu Derecesi (kg) (sn)
1 Erkek 7 57.00 1.35.23
2 Erkek 1 53.00 1.27.66
3 Erkek 4 57.00 1.30.02
4 Erkek 8 57.00 1.35.29
5 Erkek 5 54.00 1.30.78
6 Disi 6 55.00 1.35.07
7 Disi 3 53.00 1.29.50
8 Disi 12 52.00 1.44.23
9 Disi 11 55.00 1.42.82
10 Disi 9 55.00 1.35.70
11 Disi 13 55.00 1.44.38
12 Disi 2 55.00 1.28.03
13 Disi 10 55.00 1.37.94

2.2. miRNA izolasyonu protokolii

Tiim Orneklerin izolasyonu miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Almanya,
Kat. No: 217184) ile miRNA izolasyonu kit protokoliine gére Harran Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda ¢alisilmistir. miRNA
izolasyonu oOrneklem alimindan hemen sonra gergeklestirildigi icin Orneklerin

dondurulmasina gerek duyulmamustir. Ilgili kit protokoliine gore;

o miRNeasy Serum/Plasma Kit Protokoliine goére izolasyonu yapilacak her
ornegin tizerine 1000 pl QIAzol Lysis Reagent ve 1,25 ul carrier RNA (Qiagen)
eklenerek, ornekler hafif bir sekilde vortekslendikten sonra oda sicakliginda 5

dakika (dk) stireyle el ile alt {ist edilerek bekletilmistir.

o Bekleme siiresi sonunda ornekler yeni 2 ml’lik steril tiiplere aktarilmistir.
Ardindan her 6rnege 200 pl kloroform eklenmis ve 15 saniye (s) boyunca iyice
vortekslenmistir. Faz ayrimin diizgiin olmasi icin vorteksleme isleme 06zen

gosterilmistir.

e  Ornekler oda sicakliginda 3 dk beklendikten sonra +4°C ve 12 000 g kuvvetinde
(G Force: g) 15 dk santrifiij uygulanmistir. Ustte ortaya ¢ikan ve miRNA’y1 da igeren
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saydam kisimdan 600 pl alinarak yeni 2 ml’lik steril tiiplere aktarilmistir. Bu
asamada ortadaki beyaz fazin alinmast DNA ve alttaki kirmizi fazin alinmasi organik
madde kontaminasyonuna sebep olabileceginden sadece iist fazin alinmasina dikkat

edilmistir.

e (Oda sicakliginda yeni steril 2 ml’lik tiiplerin her birinin igerisine 900 ul %100’
likk saf Etanol eklenerek, el ile hafif bir sekilde alt {ist edilmistir.

e Olusan bu karigimdan 700 pl alimarak RNeasy MinElute Spin kolonlara
yiiklenmistir. Daha sonra oda 1sisinda 8 000 g kuvvetinde 15 sn boyunca santrifiij
uygulanmistir. Kolon altindaki tlipler siiziilen kisimla birlikte atilip yenileriyle

degistirilmistir. Ornegin tamamu bitinceye kadar bu basamak tekrar edilmistir.

e Daha sonra RNeasy MinElute Spin kolon iizerine 700 pul RWT tamponu

eklenmis ve 15 sn 8 000 g kuvvet ile santrifiij uygulanmistir.

e Daha sonra 500 pul RPE tamponu RNeasy MinElute Spin kolona eklenmis ve
yine ayn1 sekilde 15 sn 8 000 g kuvvet ile santrifiij uygulanmustir.

e Daha sonra %80’ lik etanolden 500 pl alinarak RNeasy MinElute Spin kolona
yiliklenmistir. RNeasy MinElute Spin kolona 2 dk boyunca 8000 g kuvvet ile santrifiij
uygulanmistir. RNeasy MinElute Spin kolonun altinda bulunan toplama tiipti atilarak
RNeasy MinElute Spin kolon yeni steril bir toplama tiipline yerlestirilmistir. Bu
islem elde edilen miRNA oOrneklerinde trizol kalintis1 kalmamasi igin 2 kez

tekrarlanmugtir.

e RNeasy MinElute Spin kolon tekrar yeni steril bir toplama tiipiine yerlestirilip
tiiplerin kapaklar1 donme yoOniiniin tersi yonde agilarak maksimum hizda 5 dk
boyunca RNeasy MinElute Spin kolonun membram1 kuruyana dek santrifiij

edilmistir. Uygulanan bu asama ile yikama isleminde kullanilan Etanol
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uzaklastirimistir.

e Son olarak kolon altinda kalan tiipler tekrar degistirildikten sonra her kolona 12
ul RNase-free su direk olarak spin merkezine gelecek sekilde eklenmis ve 5dk
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bekletilen tiiplere en yiiksek hizda 1 dk
stirede santrifiij uygulanmasi ile miRNA stoklar1 hazir hale getirilmistir. Elde edilen

ornekler -80 °C de saklanmustir.

2.3. Total RNA kalite ve kantite analizi

izole edilen yaris dncesi ve yaris sonrasi tiikiiriik drneklerin, total RNA kalite
ve kantitesi NanoDrop spektrofotometre p360 (Implen) (mikrohacim
spektrofotometre) kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Cizelge 2.2.) Olgiimlerde her bir 6rnek
icin 2 ul RNA kullanilmistir. Elde edilen verilere ait 260 nm ve 280 nm’deki optik
dansite (OD) degerleri birbirleriyle oranlandirilmistir. A260/A280 nm dalga boyu
oraninin 2.0 ve stii olmasi durumunda RNA saf olarak degerlendirilmistir. Protein,
fenol veya diger kirleticiler 280 nm’de absorbe edildikleri i¢in bu kimyasallarin

varligt A260/A280 oraninda diismeye neden olmaktadir.

Cizelge 2.2. Yaris O6ncesi ve yaris sonrast tiikiiriik 6rneklerinin kalite ve kantitesi.

Yaris Oncesi Yaris Sonrasi
Ornek | Konsantrasyon | Birim | 260/280 | Ornek | Konsantrasyon Birim 260/280

1-1 40 ng/ul 2.4 1-2 69 ng/ul 2,08
2-1 35 ng/ul 2,6 2-2 433 ng/pl 2,6
3-1 25 ng/ul 2,4 3-2 14,4 ng/ul 2.24
4-1 29 ng/ul 2,5 4-2 22 ng/ul 2,3
5-1 37 ng/ul 2,6 5-2 38 ng/pl 2.4
6-1 22 ng/ul 2,4 6-2 47 ng/ul 2.5
7-1 18 ng/ul 2,5 7-2 35 ng/ul 2,5
8-1 23 ng/ul 2,56 8-2 41,3 ng/ul 2,15
9-1 12 ng/ul 2,3 9-2 42,1 ng/ul 2,12
10-1 8 ng/pl 2,5 10-2 29 ng/ul 2,32
11-1 37 ng/ul 2,3 11-2 52 ng/pl 2,12
12-1 55 ng/pl 2,3 12-2 59 ng/ul 2.6
13-1 45 ng/pl 2,3 13-2 41 ng/ul 2,3
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2.4. cDNA eldesi

[zole edilen miRNA’6rnekleri -80 °C’den cikarildiktan sonra 4 °C’de bir
miktar (10-15 dk.) bekletirerek ¢ozdirilmiistir. Daha sonra bu miRNA
orneklerinden miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, ABD, Kat. N0:339340) kullanilarak
reverse/ters transkripsiyon (RT) islemi gergeklestirilmis ve miRNA’ya gore daha
stabil olan cDNA elde edilmistir (Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. RT i¢in reaksiyon igerigi.

5x miRCURY RT Reaction Buffer 2 ul
RNase-free water 4,5 ul
10x miRCURY RT Enzyme Mix 1 ul
UniSp6 RNA spike-in 0,5 ul
RNA 2l
Toplam hacim 10 pl

Hazirlanan karisimlar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik
Anabilim Dalinda bulunan, C1000 1s1 dongii cihazina (BioRad) konulmus ve
protokole uygun olarak sirastyla 42°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk, 4°C’de « bekletilerek
cDNA eldesi gerceklestirilmistir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. RT sicaklik protokolii

RT Basamag 60 dk 42 °C
Reaksiyonun Inaktive Edilmesi 5dk 95 °C
Orneklerin Saklanmasi 0 4°C

2.4.1. Primerler

Arastirmada miRNA primerleri olarak miRCURY LNA TM miRNA PCR
Assay (Qiagen) kullanilmistir. Bu Assayler; Serum/plazma, tiikiiriik o6rnekleri gibi
diisiik derecede miRNA igeren drnekler i¢in hazirlanmis essiz hassasiyete sahip, 1 pg
toplam RNA’dan bile miRNA nicelemesini saglayan 6zel olarak iiretilen spesifik
primerlerdir. Bu primer setleri yakin iligkili miRNA’lar1 ve olgun miRNA’lar

onciilerinden ayirt edebilecek yiliksek Ozgiilliik derecesine sahiptirler. miRNA’lar
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tiirler arasinda olduk¢ca korunmustur ve homoloji gosterir, bu homolojiden

yararlanarak mevcut ¢alismada Homo sapiens’e (hsa) ve Mus musculus’a (mmu) ait

primerler de kullamilmistir. Calismada kullanilan primerler Cizelge 2.5°de sekans

homolojisi ise Ek 5’de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Calismada kullanilan primerler.

miRNA Katalog No, Niikleotid Dizisi Mirbase
Erisim
Numarasi
hsa-miR-27a-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay, miRBase
1- | eca-miR-27a (Qiagen, Kat No: YP00206038) Tracker:
MIMAT0000084: 5SUUCACAGUGGCUAAGUUCCGC MI0012739
hsa-miR-27b-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
2- | eca-miR-27b (Qiagen, Kat No: YP00205915) Tracker:
MIMAT0000419: S'UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC MI0012865
hsa-miR-33a-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
3- | eca-miR-33a (Qiagen, Kat No: YP00205690) Tracker:
MIMAT0000091: 55GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA MI0012935
hsa-miR-33b-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
4- | eca-miR-33b (Qiagen, Kat No: YP00205860) Tracker:
MIMAT0003301: SGUGCAUUGCUGUUGCAUUGC MI0012782
hsa-miR-125b-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
5- | eca-miR-125b (Qiagen, Kat No: YP00205713) Tracker:
MIMAT0000423: 5'UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA MI0012733
hsa-miR-143-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
6- | eca-miR-143 (Qiagen, Kat. No: YP00205992) Tracker:
MIMAT0000435:55UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC MI0012807
hsa-miR-335-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
7- | eca-miR-335 (Qiagen, Kat. No: YP02119293) Tracker:
MIMAT0000765:5UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU MI0012696
mmu-miR-378a-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay miRBase
8- | eca-miR-378a (Qiagen, Kat. No: YP00204179) Tracker:
MIMATO0003151: 5’ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG MI0012812

9- | UniSp6

miRCURY LNA miRNA PCR Assay
(Qiagen Kat. No: YP00203954)
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2.5. miRNA Ekspresyon Analizi

Safkan Arap yaris atlarindan yaris Oncesi ve yaris sonrasi alman tiikiiriik
orneklerinden elde edilmis olan cDNA’larin qPCR analizleri Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dalinda bulunan CFX 96 Real-Time PCR
(Biorad, ABD) cihazi ile miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, ABD Kat.
No: 339347) kullanilarak gergeklestirilmistir. SYBR Green ile isaretlenmis cDNA
dizisine, analiz edilecek eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-
miR-125b, eca-miR-335, eca-miR-378a ile normalizasyonda kullanilan UniSp6
genine ait miRNA primerlerinin baglanmasi sonucunda olusan floresan 1sima
miktarinin saptanmasi ile kantitatif veriler (Ct degerleri) elde edilmistir. Her bir

miRNA'ya ait elde edilen Ct degerleri Ek.3.’de tablo halinde sunulmustur.

Ct degerleri hedef oOrneklerdeki miRNA miktarinin tam tersine gore
degerlendirilmektedir ve Ct degerleri, PCR reaksiyonundaki kopya sayisiyla
iliskilendirilmektedir. Yiksek miktarlarda hedeflenmis miRNA varlig1 diisik Ct
degerlerinin bir gostergesidir. Yine ayni sekilde yiliksek Ct degerleri de diisiik
miktarda hedeflenmis miRNA’ y1 ifade etmektedir.

Reaksiyon kosullar1 her 6rnek i¢in; 5 pL 2X miRCURY SYBR Green Master

Mix, 1 pL primer mix, 1 pL niikleaz igermeyen su ve 3 pL. cDNA (1/30 diliisyonlu)
kullanilarak total hacim 10 pl’ye optimize edilmis ve ¢alisilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. MiRNA ekspresyon analizi i¢in PCR icerigi.

2X miRCURY SYBR Green Master Mix Sul

Primer mix 1l

cDNA 3 ul (1/30 diliisyonlu)
RNase-free water 1 ul

Toplam hacim 10 pl
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PCR sartlari; 95°C’de 10 dakika 1 dongii, (95°C’de 10 saniye/60°C’de 10
saniye) 40 dongii seklinde kurulmustur ve 55°C-90°C aras1 0,1°C hassasiyette erime
egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Normalizasyon i¢in UniSp6 geni

kullanilmistir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. miRNA ekspresyon analizi i¢in reaksiyon sartlari.

Enzim Aktivasyonu 10 dk 95 °C
Denatiirasyon 10 sn 95°C
Baglanma 60 sn 60 °C

Elde edilen erime egrisi analizleri sonucunda drneklerde non-spesifik baglanma
olugmadigi yalnizca tek bir baglanma oldugu gozlemlenmistir. Her 6rnek ve her gen

i¢in iki teknik replika uygulanmistir (Sekil 2.2).

Analizlerin sonunda gen ifade seviyesi tespit edilebilen her miRNA i¢in birer
Ct (cycle thereshold/esik siklus=olusan her logaritmik egride, miRNA ekspresyon
miktarinin esik degeri gegtigi ilk siklus sayis1) degeri elde edilmistir. Tiim 6rneklerde
her gen icin ayr1 ayr1 ACt (ACt= ilgili genin Ct degeri - normalizator genin (UniSp6)
Ct degeri) hesaplanmistir. Yaris 6ncesi ve yaris sonrasi grubuna ait sonuglar (2744

degerleri oranlanarak kat degisimi seklinde verilmistir.
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Sekil 2.2. Yaris Oncesi ve yaris sonrasi safkan Arap yaris atlarindan alinan tiikiiriik 6rneklerinde eca-
miR-27a,eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335, eca-
miR-378a ile normalizasyonda kullanilan UniSp6 genine ait optimizasyon ¢aligmalarinda elde edilen
amplifikasyon, erime egrisi ve yiikseltgenme goriintiileri
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2.6. istatistiksel Analizler

Yarig Oncesi ve yarig sonrasi safkan yaris Arap atlarindan alian tiikiiriik
orneklerinde eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b,
eca-miR-335 ve eca-miR-378a ile normalizasyonda kullanilan UniSp6 i¢in 6nemlilik
testlerine gecilmeden oOnce elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu

Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov normalite testleri ile incelenmistir.

Normalizasyon i¢in kullanilan UniSp6’min data veri analizlerinin normal
dagilim yaptig1 belirlenmistir. Ayrica normal dagilima uygun bulunan eca-miR-27a
ve eca-miR-143 degiskenlerine iligkin yaris Oncesi ve yarig sonrasi veriler arasi
istatistiksel degerlendirme Paired-Samples- T Test ile normal dagilima uygunluk
gostermeyen eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-335
ve eca-miR-378a degiskenlerine ait yaris Oncesi ve yaris sonrasi elde edilen verilere

iligkin istatistiksel degerlendirme ise Wilcoxon Signed Ranks Testi ile incelenmistir.

Istatiksel degerlendirmeler igin (P<0,05) kriterinden yararlanilmistir. Istatistik

hesaplamalarda (SPSS 14.01 (Lisans No: 9869264) paket programi kullanilmistir.

eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-
miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-378anin ifade seviyeleri farkliliklar1 244Ct

esitligi kullanilarak kat degisimi (fold changes) olarak verilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Genetik Analiz Bulgular

Satkan Arap yaris atlarinda tiikiirlikte eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-
33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-378a ile
normalizasyonda kullanilan UniSp6 nin yaris Oncesi ve yarig sonrasit ifade
seviyelerinin gdsterilmesi amaciyla qPCR yontemi kullanilmigtir. Bu miRNA’lara ait

amplifikasyon, erime egrisi ve yiikseltgenme goriintiileri asagida sunulmustur (Sekil

3.1-Sekil 3.9).
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Sekil 3.1. eca-miR-27a’ya ait yarig Oncesi ve yarig sonrasi amplifikasyon, erime

yiikseltgenme goriintiileri.
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Sekil 3.3. eca-miR-33a’ya ait yarig Oncesi ve yarig sonrasi amplifikasyon, erime egrisi

yiikseltgenme goriintiileri.
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Sekil 3.4. eca-miR-33b° ye ait
yiikseltgenme goriintiileri.
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Sekil 3.5. eca-miR-125b" e ait
yiikseltgenme goriintiileri.
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Sekil 3.6. eca-miR-143’¢ ait yaris Oncesi ve yarig sonrast amplifikasyon, erime egrisi ve yiikseltgenme

gorintileri.
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Sekil 3.7. eca-miR-335 e ait yaris Oncesi ve yarig sonrasi amplifikasyon, erime egrisi ve ylikseltgenme
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Sekil 3.8. eca-miR-378a’ya ait yaris Oncesi ve yaris

yiikseltgenme goriintiileri.
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Sekil 3.9. Unisp6’ya ait yarig Oncesi ve yarig sonrast amplifikasyon, erime egrisi ve ylikseltgenme
gorintileri.

3.2. Istatistiksel Bulgular

Yarig Oncesi ve yaris sonrast eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-

miR-33b, eca-miR-125b,eca-miR-143, eca-miR-335 ve  eca-miR-378a’nin

normalizasyonu UniSp6 ile yapilmistir.

UniSp6’nin normal dagilim gosterdigi belirlendikten sonra istatistiksel olarak
yarig oncesi ve sonrast eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-

miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-378a’nin ifade seviyelerindeki
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relatif gen ifadesi farkliliklar1 Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan tasarlanan

metod uyarmca 224t formiilii ile miRNA’lara ait kat degisimleri hesaplanmustir.

(tCt = Ct miRNA - Ct UniSp6 ve AACt = ACt yaris sonras1 - ACt yaris dncesi)
yarig oncesi ve sonrast eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-
miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-378a’nin ifade seviyelerindeki
relatif gen ifadesi farkliliklarinin gen ifadesi yoniinden anlamli farklar olusup

olusmadig1 SPSS 14.01 paket programu ile tespit edilmistir (Lisans No: 9869264).

Cizelge 3.1. Yaris Oncesi ve yaris sonrasi safkan Arap atlarinda tiikiiriikte elde edilen eca-miR-27a,
eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-
378a’nm ifadelerinin karsilastiriimasi (p <0.05).

miRNA Kat Degisimi (Fold Change) p degeri
eca-miR-27a 0,15 0,031
eca-miR-27b 0,29 0,013
eca-miR-33a 5.97 0,001
eca-miR-33b -0,1 0,196
eca-miR-125b -0,01 0,249
eca-miR-143 0,02 0,228
eca-miR-335 -0,29 0,196
eca-miR-378a -0,1 0,002

eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-
miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-378a’dan sadece 4 tanesinde (eca-miR-27a, eca-
miR-27b, eca-miR-33a ve eca-miR-378a ) yaris 6ncesi ve sonrasi ifade seviyelerine
ait kat degisim analizlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim olmasina ragmen

sadece eca-miR-33a’ya ait kat degisiminin 2 den biiyiik oldugu gézlemlenmistir.

eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-143 ve eca-miR-335’de ise yarig dncesi
ve yaris sonrasi ifade seviyelerine ait kat degisim analizlerinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisim gozlenmemistir (P<0.05).

(Caligmada kat degisim analizlerinde gen ifadelerin kat degisimi i¢in Warden ve
ark. (2013), refans alinarak kriter (logFC)> 2 veya <- 2 ve P degeri <0.05 olarak

belirlenmistir.
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22AC analiz sonucuna gore yaris dncesi ve yaris sonrasi tiikiiriik ornekleri
karsilastirildiginda eca-miR-33a’ ya ait ifade seviyelerinin yarig sonrasi degerinin
yartg Oncesine gore yaklagik olarak 6 kat arttigi (Sekil 3.10) tespit edilmistir
(P=0,001).
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Sekil 3.10. Yarig oncesi ve yaris sonrasi safkan Arap yaris atlarinda tiikiiriikte belirlenen eca-miR-27a,
eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-
378a’ ya ait relatif ifade seviyelerindeki kat degisimleri (P <0.05).

35



4. TARTISMA

Atlar ilk olarak insanoglu tarafindan yaklasik 6.000 yil Once Avrasya
bozkirlarinda evcillestirilmislerdir (Levine, 1999). Bu siire¢ icerisinde atlar son 400
yildir, atletik performans fenotipleri goz oniinde bulundurularak c¢ok siki bir sekilde
seleksiyona tabi tutulmuslardir (Bugno-Poniewierska ve ark., 2019). Bu siki
seleksiyonlar neticesinde glinlimiiz yaris atlar1 hem yiiksek anaerobik hem de aerobik
metabolik yetenekleri barindiran bir dizi yiliksek fizyolojik ozellige (gelismis
kardiyovaskiiler sistem, maksimum oksijen alimi, biiyiik bir akciger hacmi, yiiksek
hemoglobin konsantrasyonu, viicut agirligina oranla biiyiik bir kas kiitlesi, yiiksek
iskelet kas1 mitokondriyal yogunlugu vb) sahip olmuslardir (Constantinopol ve ark.,
1989; Gurgul ve ark., 2019; Hodgson ve ark., 2013; Jones ve Lindstedt, 1989; Jones
ve ark., 1993).

Giintimiize kadar yapilan ¢alismalar 15181 altinda; yaris atlarinda, fiziksel ve
fizyolojik adaptasyonlar ¢ok iyi bir sekilde tanimlanmis olsa da, ne yazik ki atletik
bir fenotipe katkida bulunan genler heniiz tam anlamiyla tanimlanmamustir (Brooks
ve ark., 2010; Hill ve ark., 2010a; Ropka-Molik ve ark., 2017; Stefaniuk-Szmukier
ve ark., 2019). Bununla beraber, yaris atlarinda fenotipik Ozelliklerin yaris
performansi i¢in giiclii bir seleksiyon kriteri olmasina ragmen yaris atlarinda
performanstaki degisimin % 35’inin genotipik Ozelliklerden kaynaklandigi, yapilan
calismalar sonucunda tespit edilmistir (Gaffney ve Cunningham 1988; Hill ve ark.,

2010b; Mota ve ark., 2005; Petersen ve ark., 2013).

Atlarin iskelet kaslari, glikojen olarak depolanan yiiksek miktarda ener;ji
icermektedir. Kaslardaki bu glikojeni egzersiz sirasinda atlar kolaylikla
kullanabilirler ve bu ylizden atlar i¢in glikojenin en 6nemli enerji kaynagi oldugu
distiniilmektedir. Fakat yag asitleri karbonhidratlar kadar hizli bir sekilde enerji
saglayamamalar1 ve oksijenden faydalanmada daha az etkin olmalarina ragmen gram

agirlik basina karbonhidratlardan ¢ok daha fazla enerji saglarlar. Bu nedenle yag
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asitlerinin oksidatif kapasitesi attaki egzersiz performansi i¢in oldukc¢a 6nemlidir ve
yapilan bircok calismada yaris atlar1 igin, aerobik ve anaerobik egzersizlerde lipit
metabolizmasinin son derece 6nemli oldugu ortaya konulmustur (Hodgson ve ark.,

2014; Piccione ve ark., 2014a; Piccione ve ark., 2014b ).

Arap atlarinin sahip olduklar1 kas dokusu yapisinda oksidatif tip I lif oram
diger yaris at1 irklarina kiyasla daha yiiksek miktarda bulunmaktadir. Oksidatif tip I
lif tipi kas, diisiik glikojen icerigi ve yiiksek trigliserit depolama kabiliyeti ile
karakterizedir. Bu nedenle bir Arap ati, kasinda bulunan oksidatif tip I lifleri
sayesinde diger yaris at1 irklarina kiyasla daha yiiksek oranli enerji igin daha fazla
yag kullanabilme kabiliyetine sahiptir (Diaz ve ark., 2008; Prince ve ark., 2002;
Ropka-Molik ve ark., 2017; Ropka-Molik ve ark., 2019b). Yaris atlar1 sahip
olduklar1 bu farkli kas yapilarindan kaynakli farkli performans 6zellikleri nedeniyle

farkli pistlerde yarisirlar (Ropka-Molik ve ark., 2019a).

Prince ve ark. (2002), Arap atlar1 ve diger irk yaris atlarinda (Thoroughbred)
egzersiz sirasinda bazi kan parametrelerini inceledikleri ¢alismada, diger itk yaris
atlarina kiyasla Arap atlariin kanlarinda daha yiiksek miktarda serbest yag asitinin
oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda, Arap yaris atlarinin safkan diger
ik atlara kiyasla daha fazla yag asidini enerji kaynagi olarak kullandigi
anlagilmaktadir. Ayrica, her iki irkta da egzersiz sirasinda, daha fazla miktarda yag
ve daha az miktarda glikozda oksitleme meydana gelirken, Arap atlarinda bu

degisikliklerin daha belirgin oldugu tespit edilmistir.

Bu calismalardan elde edilen veriler, safkan Arap yaris atlarinda yaris
performansi icin lipit metabolizmasinin olduk¢a 6nemli oldugu hipotezini destekler
niteliktedir. Fakat ne yazik ki literatiir taramalarina bakildiginda safkan Arap yaris
atlarinda lipid metabolizmasi ile ilgili yapilan ¢alisma sayisinin ¢ok az oldugu

goriilmektedir.
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Atlarda yapilan calismalarda, fiziksel aktivitenin olusumunun, sikliginin ve
yogunlugunun lipid profili iizerine etkileri incelendiginde cinsiyetin egzersiz dncesi
ve egzersiz sonrast kanda lipid metabolizmasini etkileyen kan degerleri {izerinde
etkin olmadig1 rapor edilmistir (Arfuso ve ark., 2016; Carredn ve ark., 2013; Nazifi
ve ark., 2005; Perez ve ark., 1997). Benzer bir ¢calismada Gim ve ark. (2014), 3 adet
emekli yaris atinda yaptiklar1 ¢alismada, kanda egzersiz 6ncesi ve egzersiz sonrasi
Glikoz metabolizmasina etki eden LDHA, GYSI, eca-miR-33a ve eca-miR-17 nin
ifade seviyeleri belirlenmistir. Calisma sonucuna gore egzersiz Oncesi ve egzersiz
sonrast Glikoz metabolizmasina etki eden LDHA, GYS1, eca-miR-33a ve eca-miR-
17°nin ifade seviyeleri {izerinde cinsiyetin etkili olmadigini gézlemlenmistir. Yine
uzun kosu kosan (Endurunce) Arap atlarinda (13 disi ve 28 kastrastyon edilmis)
Mach ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢aligmada dayamiklilik egzersizlerinde egzersiz
oncesi ve sonrast miRNA ifade seviyeleri incelenmis cinsiyetin etkili olmadigi

gorilmiistiir.

Mevcut calismada da yaris Oncesi ve yaris sonrasi tiikiirlik 6rnegi alinan 13
adet satkan Arap yaris atina ait eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-
33b, eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335 ve eca-miR-378a’ ya ait verilerin
tiim atlarda birbirine yakin oldugu gozlenmistir. Daha Once atlarda yapilan bu
calismalar referans alinarak yapilan istatistiksel analizlerde cinsiyet ayrimi goz ardi

edilmistir.

Insanlarda yapilan bir ¢ok bilimsel ¢alismada miR-33a’nin lipid metabolizmasi
tizerinde diizenliyici bir etkisinin oldugu tespit edilmistir (Davalos ve ark., 2011;
Davalos ve ark., 2013; Erhartova ve ark., 2019; Fasolo ve ark., 2019; Flowers ve
ark., 2013; Massart ve ark., 2016; Rayner ve ark., 2012). Ayrica Mennigen ve ark.
(2012), yaptiklar1 ¢alismada miR-33 nin insiilin mekanizmasinda aktif olarak rol
oynadigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmalara ek olarak miR-33a’nin ¢esitli hiicrelerde bir
tiimor baskilayicist oldugu bilinmektedir (Najafi-Shoushtari ve ark., 2010; Thomas
ve ark., 2012).
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Fareler ve hiicre kiiltiirli lizerinde yapilan c¢alismalarda miR-33a ve miR-33b
‘nin lipid metabolizmasindan sorumlu SREBP geni ile ABCAI proteini iizerinde
etkili oldugu belirlenmistir (Horie ve ark., 2014; Marquart ve ark., 2013). Ayrica
insanlarda 22. kromozom iizerinde bulunan SREBP2 geninin kolesterol, fosfolipit ve
yag asidi sentezinde etkin oldugu yapilan ¢aligmalarda belirlenmis ve miR-33a’nin
SREBP? geninin intronik bolgesinden koken alan bir mirtron oldugu tespit edilmistir

(Gerin ve ark., 2010; Najafi-Shoushtari ve ark., 2010).

Evrimsel agidan korunmus SREBP2 geni at genomunda, 28. Kromozom
tizerinde bulunmaktadir ve bu genin intronunda intronik miRNA olan eca-miR-33a
yer almaktadir. SREBP2 geninin, yag asidi ve kolesterol sentezini indiikledigi ve
hiicresel lipit seviyelerini korumak icin eca-miR-33a ile isbirligi yaparak eca-miR-
33a’y1 inhibe ettigi tespit edilmistir (Ono ve ark., 2014; Ono, 2016; Rayner ve
Hennessy, 2013). Ayrica eca-miR-33a kolestrol metabolizmasinda direk olarak etkin
olan ve yag asidi sentezinde gorevli olan ABCA1 geni, CPTIA geni , HADHB geni ve
CROT genide dahil olmak {lizere bir¢ok lipid metabolizmasini etkileyen genler
tizerinde aktif olarak etkili oldugu belirlenmistir (Gerin ve ark., 2010; Jeon ve

Osborne, 2012; Konstantinidou ve ark., 2016; Wijesekara ve ark., 2012).

Arastirma sonucunda, safkan Arap yaris atlarinda yarig 6ncesi ve yarig sonrasi
tilkiiriikten lipid metabolizmasina etkinligi bilinen eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-
miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-335, eca-miR-378a’nin ifade
seviyelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan qPCR analizlerinde yaris dncesi ve yaris
sonrasi en belirgin farklarin tespit edildigi miRNA eca-miR-33a olarak bulunmustur.
Safkan Arap yaris atlarinda yarig Oncesi ve yaris sonrast hemen alman tiikiiriik
orneklerinde eca-mir-33a’nin ifade seviyeleri karsilagtirildiginda yaris sonrasi eca-
mir-33a nin ifade seviyesinin yaklasik olarak 6 kat arttig1 tespit edilmistir (P=0,001).
Konstantinidou ve ark. (2016), 19 sporcu iizerinde yaptiklar1 calismada akut egzersiz
(egirme) modelini kullanarak lipid metabolizmasina dahil olan tiikiiriik
miRNA'larinin ifade seviyeleri arastirilmistir. Bu calismada egzersiz Oncesi ve
hemen egzersiz sonrasi alinan tiikiiriik Orneklerinde Asa-miR-33a’ nin ifadesinin

egzersiz sonrasi yaklasik olarak 8 kat arttigi saptanmustir. Bu calismada tiikiiriik
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ornekleri hemen egzersiz sonrast alinmistir. Bu ¢alisma da elde edilen bulgular ile

bizim ¢aligmamiza ait bulgular benzerlik gostermektedir.

Benzer bir sekilde Gim ve ark. (2014), 3 adet (yaris hayat1 bitmis) yaris atinda
egzersiz Oncesi ve egzersiz sonrast Glikoz metabolizmasina etki eden LDHA,
GYSlgenlerinin ifade seviyelerini ve bu genlere etki eden eca-miR-33a ve eca-miR-
17nin ifade seviyelerini incelemislerdir. Calismada atlar egzersiz olarak 30 dk
boyunca tiris yiiriitiilmiislerdir. Atlardan egzersiz 6ncesi ve hemen egzersiz sonrast
kan ornekleri alinmistir. Bu ¢alismada eca-miR-33a ve eca-miR- 17’ nin 3" UTR
dizilerine baglanma yoluyla LDHA ve GYSI ekspresyonunu inhibe ettigi rapor
edilmistir. Ayrica, calisma sonucu olarak eca-miR-33a’nin egzersiz Oncesi ve
egzersiz sonrasi ifade seviyesinde onemli farklarin oldugu belirlenmistir. Egzersiz
sonras1 eca-miR-33a’nin ifade seviyesinin at kaninda yaklasik olarak 10 kat artmis
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alisma da mevcut calisma bulgularini destekleyen diger

bir ¢alismadir.

Ilging bir sekilde Kim ve ark. (2018), dort adet Alman Warmblood 1rk1 yaris
atlarinda (7 ila 15 yaslar arasinda degisen) yapmis olduklar1 calismada uyguladiklar
1 saat egzersiz programi Oncesi ve sonrasinda Alman Warmblood irki atlardan
aldiklar1 kan 6rneklerinde eca-miR-33a nin ifade seviyesinde bir azalmanin oldugunu
ileri stirtilmiistiir. Gim ve ark. (2014), yaptiklar1 calismada kan Ornekleri hemen
egzersiz sonrasi alinmistir. Bizim ¢alismamizda yine ayni sekilde tiikiiriik 6rnekleri
hemen yarig sonrasi alimmistir. Kim ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada ise 6rnek
alimi egzersizden 1 saat sonra gergeklestirilmistir. eca-miR-33a’nin ifade
seviyelerindeki  farkliligin ~ 6rneklerin  alinma zamanindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Ayrica uygulanan egzersiz programlarindaki farklilik, egzersizin
stiresi ve atlardaki irk farkliliginin da eca-miR-33a nin ifade seviyesini etkiledigi
Kim ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢galismada bildirilmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada
elde edilen bilgiler bu calismayla paralellik géstermektedir.

Rayner ve ark. (2011), Afrika yesil maymunu iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada;
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miR-33a ve miR-33b’nin susturulmasi ile yag asidi oksidasyonunda yer alan genlerde
indiiklenme ve yag asidi sentezinde yer alan genlerde baskilanma meydana geldigi
tespit edilmistir. Bu ¢aligma verileri esas alinarak, yaris sonrasi eca-miR-33a genine
ait gen ifade seviyesindeki artisin yarig sonrasi yag asidi oksidasyonunun
azalmasindan ve karacigerde yag asitlerinin sentezinin artmasindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir.

Insan genomunda hsa-miR-33a ve hsa-miR-33b SREBP geninin intronlarinda
bulunur ve hsa-miR-33a ve hsa-miR-33b aym c¢ekirdek yapisina sahiptirler. Ancak
ayni cekirdek dizisine sahip olmalarina ragmen olgun formlarinin niikleotit
dizilimindeki iki niikleotit farklidir (Andreou ve ark., 2015). miR-33a insan,
kemirgenler, primatlar dahil bircok tiirde bulunmasina ragmen miR-33b,
kemirgenlerde sentezlenmemektir (Najafi-Shoushtari ve ark., 2010; Rayner ve ark.,

2011).

At genomunda eca-mir-33a SREBP2 geninin intron bolgesinde, eca-mir-33b
ise SEBPRI geninin intron bolgesinde yer almaktadir. Caligmamizda safkan Arap
atlarinda tiikiiriikte eca-mir33a’nin yaris oncesi ve yaris sonrast ifade seviyesi kat
degisimi analizlerindeki farkin belirgin bir sekilde olmasina ragmen (yaklasik olarak
6 kat) eca-mir-33b’nin yaris Oncesi ve yaris sonrasi ifade seviyesi kat degisimi

analizinde 6nemli bir artis ya da azalma tespit edilmemistir (P=0,196).

Adipogenik farklilasmanin diizenlenmesinde miRNA'larin etkin oldugu Lin ve
ark. (2009), tarafindan fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada arastirilmis ve miR-27
ailesinin ifadesinin adipogenez sirasinda azaldigi ve tam tersi miR-27'nin ifadesinde

asir1 bir artig oldugunda adipositif etkinin spesifik olarak inhibe oldugu anlasilmistir.

Yang ve ark. (2015), tarafindan farelerde yapilan calismada miR-27min
ifadesinin artmasi, yag metabolizmasi i¢in énemli olan PPARc geninin salinimini
bloke etmistir ve adipogenezin iki ana diizenleyicisi olan C/EBPa geninin salinimini

arttirmistir. Ayrica sigir, fare ve domuzlarda yapilan ¢alismalarda miR-27a'nin iskelet
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miyogenezinin kritik bir Onleyicisi olan Miyostatin geninin (MSTN) 3'UTR'sine
baglanarak genin salinimini baskiladigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2012; Huang ve

ark., 2012; Karbiener ve ark., 2009; Liu ve ark., 2013; Yang ve ark., 2014)

miRNAlarin egzersiz dinamigi iizerine etkileri Tonevitsky ve ark. (2013),
tarafindan incelenmistir. Calismada, sekiz yiiksek egitimli sporcunun tam kan
orneklerinde 30 dakikalik orta dereceli egzersizin (kosu) sonucunda hsa-miR-27a-
Sp’nin ifade seviyesinin egzersiz sonunda 1,5 kat artmis oldugunu tespit edilmistir.
Caligma verilerinde, Asa-miR-27a’nin ifade seviyesinin zamanla artig1 raporlanmustir.
Ayrica hsa-miR-27a’nin  egzersiz sirasinda zaman i¢inde yiikselme grafigi
verilmistir. Bu c¢alisma verileri bizim c¢alismamizi destekler niteliktedir. Mevcut
calismada safkan Arap yaris atlarinda yaris dncesi ve sonrast hemen alinan tiikiiriik
orneklerinde eca-mir-27a’nin gen ifade seviyeleri karsilastirildiginda yarig sonrasi
eca-mir-27a’nin ifade seviyesinin kat degisim farki 0,15 olarak bulunmustur
(P=0,031). eca-miR-27a’ya ait 0.15 kat degisim farkinin yaris siiresinin kisa (1-2 dk)
olmasindan ve tiikiiriik Orneginin hemen yaristan sonra alinmasindan kaynakl

olacag diisiiniilmektedir.

Bununla beraber, Mach ve ark. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, 41 adet
Arap yarig ati lizerinde dayamiklilik egzersizlerinde egzersiz Oncesi ve egzersiz
sonrast bazt miRNA larin gen ifade seviyeleri analiz edilmistir. Calisma sonucunda,
egzersiz sonrasi bazi miRNA’larin gen ifade seviyelerinde 6nemli farklar oldugu
tespit edilmistir. Bu miRNA’lardan biri de eca-miR-27a’dir (p< 0.10). Ayrica,
Konstantinidou ve ark. (2016), 19 sporcunun iizerinde yaptiklar1 calismada, 50
dakikalik akut egzersiz sonucunda (egilme) egzersiz dncesi ve sonrasi alinan tiikiiriik
orneklerinde hsa-miR-27a ‘nin ifade seviyeleri arasinda istatiksel olarak dnemli bir
farkin olmadigini bildirmislerdir. Ayrica c¢alisma verilerinde hsa-miR-27a’ya ait
egzersiz Oncesi ve sonrasi kat degisim farkinin da 1’den kiigiik oldugunu
belirtmislerdir. Calismamizdan elde edilen veriler bu calismalar ile uyumlu

bulunmustur.
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miRNA'larin, kas dokusunda mitokondriyal biyogenez gibi bir¢ok biyolojik
islemin diizenlenmesinde yer aldigi daha once yapilan ¢aligmalar sonucunda tespit
edilmistir. miRNA-27b’ de bu miRNA’lardan biridir (Jiang ve ark,. 2014; Tak ve
ark., 2014). Kang ve ark. (2014), yaptiklar1 calismada miRNA-27b'nin, insan adipoz
tirevli kok hiicrelerinde prohibitini hedefleyerek adiposit farklilagmasini ve
mitokondri fonksiyonunu bozabilecegini rapor etmislerdir. Ilave olarak, Shen ve ark.
(2016), fareler ilizerinde yapmis olduklar1 in vivo ¢alismada, rsa-miRNA-27b'nin
mitokondri biyogenezinde miyositlerde 6énemli bir rol oynadigini tespit etmislerdir.
Fareler iizerinde yapilan bu ¢alismada aerobik egzersiz sonucu kalpte rsa-miR-27a ve
rsa-miR-27b’nin ifade seviyelerinde artis oldugu saptanmistir. Bununla beraber,
Barber ve ark. (2019), yetiskin insanlarda (n: 20) yaptiklar1 calismada, diizenli
egzersiz sonucu kandaki hsa-miR-27b’nin 1,5 kat anlamli olarak arttig1 tespit

edilmistir. Bu ¢alisma verileri mevcut ¢calisma sonuglarini desteklemektedir.

Mevcut ¢alismada safkan Arap yaris atlarinda yarig 6ncesi ve sonrasi hemen
alman tiikiiriikk 6rneklerinde eca-mir-27b 'nin ifade seviyeleri karsilastirildiginda yaris
sonrast eca-mir-27b’nin gen ifade seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
farklt oldugu tespit edilmistir (P=0,013< P 0,05). Fakat eca-mir-27b’ye ait yaris
Oncesi ve yaris sonrasi kat degisim farki 0,29 (< 2) olarak tespit edilmistir. Ayrica,
Konstantinidou ve ark. (2017), sporcular iizerinde yaptiklar1 ¢alismada (n: 19), 50
dakikalik akut egzersiz sonucunda (egilme) egzersiz dncesi ve egzersiz sonrasi alinan
tikiirik orneklerinde Asa- miR-27b’nin egzersiz Oncesi ve sonrast gen ifade
seviyeleri arasinda istatiksel olarak onemli bir farkin olmadigi tespit edilmistir.
Ayrica ¢alisma verilerinde Asa-miR-27b genine ait egzersiz Oncesi ve sonrasi kat
degisim farkinin 1 den kiigiikk oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada calismamizi

destekler bir calismadir.

Lipid metabolizmas1 i¢in onemli bir diger miRNA, monositlerde yag
birikiminde etkin olan eca-miR-125b’dir. Cheng ve ark. (2016), tarafindan yapilan
calismada domuzlar {izerinde miR-125b’nin adipogenetik mekanizmada etkili
olmasindan dolay1 arteoskleroz ve kolestrol homeastazinda etkili oldugu

bildirilmistir. Enerji metabolizmasinda etkin olan miR-125b {izerinde Gonzalo-Calvo
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ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada, 10 km’lik kosu Oncesi ve sonasi 9 amator
kosucuya ait kan orneklerinde Asa-miR-125b’nin ifade seviyesinde 10 km’lik kosu
sonrast herhangi bir atisin yada azalmanin olmadigi tespit edilmistir. Fakat aym
calismanin maraton kosusu (20km), Oncesi ve sonrasi alinan kan orneklerinde Asa-
miR-125b’e ait kosu sonrast ifade seviyelerinde ©onemli bir artisin oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar ¢alismamiz ile kismen uyusmaktadir. Yapmis oldugumuz
calismada, saftkan Arap atlarinda tiikiiriikte eca-miri25b genine ait yarig dncesi ve
yarig sonrasi gen ifade seviyesi kat degisimi analizinde 6nemli bir artis ya da azalma

tespit edilmemistir (P=0.249).

Esau ve ark. (2004), fareler iizerinde yaptiklar1 calismada ve An ve ark. (2016),
yaptiklar1 domuz kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirii caligmalarinda
miR-143’1in adipogenik farklilasmay1 artirdig tespit edilmistir. Ayrica miR-143, yag
asitleri ve kolestrol iizerindeki diizenleyici etkisinden dolay1 kalp hastaliklari i¢in
onemli bir biyobelirtectir (Boettger ve ark., 2009; Kili¢ ve ark., 2015). ilave olarak
Zuo ve ark. (2015), domuzlarda yaptiklar1 ¢alismada domuz iskelet kasi uydu
hiicresinde ssc-miR-143-3p’nin ifadesinin artmasi yada azalmasinda MYH?7 genini
hedef alarak kas lifinde farklisma yaptig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
domuzlarda ssc-miR-143-3p’nin domuz kas lifi igerigi, miyofit kimligi ve kas

performansi tizerinde etkili oldugu saptanmustir.

Kas performansi iizerinde etkin olan mir-143 lizerinde Nielsen ve ark. (2014),
32 saglikli atlet iizerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, akut dayaniklilik egzersiz
Oncesi ve egsersiz sonrasi atletlerden alinan kan 6rneklerinde miRNA ifade seviyeleri
karsilastirildiginda Asa-miR-143’nin ifade seviyesinde artis oldugu belirlenmistir. Bu
calismada atlerlerden kan Ornekleri egzersizden 1 saat sonra alinmistir. Ayrica,
Gonzalo-Calvo ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada maraton kosusu dncesi ve sonrasi
(20 km) 9 amator kosucuya ait kan orneklerinde kosu sonrasi hsa-miR-143 ifade
seviyesinde dnemli bir artisin oldugu belirlenmistir (P< 0.050). Fakat Gonzalo-Calvo
ve ark. (2015), yaptiklar1 bu ¢alismanin bir pargasi olan 9 amatdr kosucuya ait 10
km’lik kosu dncesi ve sonrasi alinan kan 6rneklerinde hsa-miR-143 ifade seviyesinde

bir degisimin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica Konstantinidou ve ark. (2016), 19
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sporcunun iizerinde yaptiklar1 calismada, egzersiz dncesi ve egzersiz sonrasi hemen
aliman tikiirik Orneklerinde Asa-miR-143lin ifade seviyeleri arasinda istatiksel
olarak énemli bir farkin olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alisma verileri bizim ¢aligsma
verilerimizi desteklemektedir. Caligmamizda safkan Arap atlarinda tiikiiriikte eca-
mir-143-3p’e ait yarig Oncesi ve yaris sonrasi ifade seviyesi kat degisimi analizinde

Oonemli bir artis ya da azalma tespit edilmemistir (p=0,228).

Adipogenik farklilagmada etkili olan bir diger miRNA da miR-335 dir. Obez
farelerde yapilan ¢alismada obezite ile miRNA’larin iligkisi incelenmis ve miR-
335’in karacigerde yag birikiminde kritik role sahip oldugu ortaya konulmustur.
Karaciger ve beyaz adipoz dokudaki (WAT) miR-335 ifadeleri obez farelerde
artmustir. Artan miR-335 ifadeleri viicut, karaciger ve WAT agirlig1 artis1 ve hepatik
trigliserit ve kolestrol ile iliskilendirilmistir. Ayrica, miR-335 seviyeleri, 3T3-L1
adipositlerinde PPARy, aP2 ve FAS gibi adiposit farklilagsma belirteclerinin
ekspresyon seviyeleri ile yakindan iliskili oldugu anlasilmistir. Bu bulgular, obez
farelerin karacigerinde ve WAT''nda miR-335" in artan ifadelerinin obezitenin
patofizyolojisine katkida bulunabileceginin ilk kanitidir (Fernandez-Hernando ve

ark., 2011; Nakanishi ve ark., 2009).

hsa-miR-335"in 50 dakikalik akut egzersiz sonucunda Konstantinidou ve ark.
(2016), sporcular iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, egzersiz Oncesi ve egzersiz sonrasi
hemen alinan tiikiiriik 6rneklerinde ifade seviyeleri arasinda istatiksel olarak dnemli
bir farkin olmadigini bildirmiglerdir. Bu ¢alisma verileri bizim ¢aligma verilerimizi
desteklemektedir. Calismamizda safkan Arap atlarinda tiikiiriikte eca-mir-335’e ait
yaris Oncesi ve yaris sonrasi ifade seviyesi kat degisimi analizinde 6nemli bir artis ya

da azalma tespit edilmemistir (p=0.196).

miR-378 peroksizom proliferatorii ile aktive reseptor gama koaktivatorii-1 alfa
(PGla) da dahil lipid metabolizmasini diizenleyen bir ¢ok proteine etki eden dnemli
bir intronik miRNA’dir ve PPARGCI1B geninin ilk intronunda yer almaktadir (Carrer

ve ark., 2012; Eichner ve ark., 2010). miR-378a nin enerji homeostazisine katkida
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bulundugu ve lipogenez ve adiposit farklilagsmasini diizenledigi yapilan bir¢ok in
vivo ve in vitro caligmalarda tespit edilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda fareler
tizerinde rsa-miR-378a nin adiposit farklilagma sirasinda indiiklendigi belirlenmistir.
Ayrica Adipogenez sirasinda miR-378’in asir1  ekspresyonunun triagilgliserol
birikimini arttirdigi saptanmugtir (Carrer ve ark., 2012; Gerin ve ark., 2010; Kulyte ve
ark., 2013; Zhang ve ark., 2016; Zhou ve ark., 2017). Ayrica, yapilan ¢alismalarda
gelismekte olan ve erigkin si¢can, murin ve domuzlarin miR-378a ifadesinin iskelet
kasi farklilagmasi sirasinda arttigi tespit edilmistir (Gagan ve ark., 2011; Hou ve ark.,

2012; Liu ve ark., 2015; Makarova ve ark., 2014; Mericskay, 2014).

hsa-miR-378a’ nin akut egzersiz sonucunda Konstantinidou ve ark. (2016),
yaptiklar1 ¢alismada egzersiz Oncesi ve egzersiz sonrasi hemen alinan tiikiiriik
orneklerinde belirlenen ifade seviyeleri arasinda istatiksel olarak onemli bir farkin
oldugu ve hsa-miR-378a ifade seviyesinin egzersiz sonrast % 21 oraninda azaldigi
belirlenmistir. Mevcut ¢calismada Konstantinidou ve ark. (2016), bulgular1 ile uyumlu
olarak saftkan Arap atlarinda tiikiiriikte eca-mir-378a’ ya ait yarig dncesi ve sonrasi
ifade seviyesi kat degisimi analizinde istatiksel olarak ©nemli bir fark tespit
edilmistir (P=0,002). Ayrica eca-miR-378a’ya ait yarig dncesi ve yarig sonrasi gen
ifadelerindeki kat degisimi -0,1 olarak belirlenmistir. Calisma bulgularimiz eca-miR-

378a’nin adiposit farklilagma iizerinde etkin oldugunu diistindiirmektedir.

Ilgingtir ki, Hicks ve ark. (2018), tarafindan yapilan 25 kosucudan kosu ncesi
ve kosu sonrast aldiklar1 tiikiirik orneklerinde hsa-miR-378a ifade seviyeleri
arasinda herhangi bir fark belirlenmemistir. Kosu sonras tiikiiriik 6rnekleri 10-20 dk
arast alinmistir. Ayrica, bu calismada hsa-miR-378a ile 6zdes bir SEED REGION
dizisini (UCCUGAC) paylasan hsa-miR-378f nin ifade seviyesinde kosu sonrasi bir
artis saptanmustir. Bu farkliliklarin kullanilan materyalden, materyalin alinma

zamanindan, uygulanan egzersiz programindan kaynakli oldugu diistintilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Safkan Arap yaris atlar1 yaris yetenegi, saglamlik, toparlanma ve dayaniklilik
ile ilgili birgok genetik 6zellige sahiptirler. Bu 6zellikler yapilan bir¢ok c¢alismada
SNP (tek niikleotid polimorfizmi) veya marker gen kullanilarak ayirt
edilebilmektedir. Giinlimiizde, miRNA’larin gen diizenlenmesindeki aktif rollerinin
olmasi1 fizyolojik ve patolojik siireclerin incelenmesinde miRNA’lar1 kilit noktasi
haline getirmigtir. Ne yazik ki miRNA’lar iyi birer biyo-belirteg olarak

tanimlanmalarina ragmen atlar tizerinde miRNAlar ile ilgili ¢aligma sayis1 ¢ok azdir.

Arap yarig atlari, sahip olduklar1 karekteristik kas yapisi nedeniyle lipid
metabolizmasini diger yaris irki atlara gore daha etkin kullanabilmektedirler. Bundan
dolayidir ki Arap yaris atlar icin lipid metabolizmasina etkin genler ve bu genlerin
ifade seviyelerinde etkili miRNA’lar olduk¢a 6nemli olmasina ragmen bu konu ile
ilgili yaymlanmis az sayida caligma mevcuttur. Ek olarak literatiir taramasina
bakildiginda atlarda tiikliriikten miRNA eldesinin yapildig1 bir c¢alisma tespit
edilememistir. Calisma bulgularimiz, Arap atlarinda lipid metabolizmasinin daha

fazla arastirilmasi i¢in bir temel olugturmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada ilk kez atlarda tiikiiriikten miRNA izolasyonu ve eldesi
saglanmistir. Yaris atlarinin ¢ok degerli hayvanlar olmasi nedeniyle 6rnek alimi
sirasinda sikintilar yasanmaktadir ve atlar {izerindeki stresin minimum olmasi
istenmektedir. Tukiiriik alinimi noninvazif bir yontem olmasi nedeniyle atlarda
endise ve rahatsizlik olusturmamaktadir. Tiikiiriik materyali alinma, muhafaza etme,
toplama, gonderme ve hacimli ornekleme acgisindan kan ve idrara gore oldukca
ekonomiktir. Ayrica kanin pihtilagmas1 gibi durumlar tiikiiriikte olmadigindan
tikiirtigiin alinmasi ve taginmasi daha kolaydir ve bu 6zelliklerin yanisira, tlikiiriik
testlerinde saglik calisanlari i¢in hastaligin bulagma riski olmadigindan diger viicut

materyallerine gore daha giivenilirdir.
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Tikiirtigiin fizyolojik kriterler ve hastalik yoniinden materyal olarak teshis i¢in
kullanilmasi, temininin kan ya da idrara gore kolay ve ucuz olmasi is giiciinii
azaltacaktir ve alimindan sonra enfeksiyon gelisme riskini diisiirecektir. Bu nedenle
calismanin, ilerde atlarda yapilmasi planlanan miRNA izolasyonu ve gen ifadelerinin
belirlenecegi ¢alismalar i¢in 6nemli bir 6n veri olusturacagi ve bu tarz ¢alismalarin

sayisini arttiracag diistiniilmektedir.

Calisma sonucunda safkan Arap atlarinda yarig 6ncesi ve yarig sonrast alinan
tikiiriik Orneklerinde, daha Onceden insanlarda lipid metabolizmasinda etkinligi
bilinen 8 adet miRNA’nin (eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b,
eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335, eca-miR-378a) ifade seviyeleri
incelenmistir. Bu miRNA’lardan sadece 4 tanesinde (eca-miR-27a,eca-miR-27b, eca-
miR-33a ve eca-miR-378a ) yaris Oncesi ve sonrasi ifade seviyelerine ait kat degisim
analizlerinde istatistiksel olarak anlamli bir de§isim olmasina ragmen sadece eca-
miR-33a genine ait kat degisiminin (yaklasitk 6 kat) 2’den biiyiikk oldugu
gozlemlenmistir. Yarig atlar1 icin yag asitlerinin oksidatif kapasitesinin yaris
performanst ile dogru orantili oldugu bilinmektedir. Mevcut ¢aligma sonunda elde
etmis oldugumuz veriler eca-miR-33a’nin yag asidi oksidasyonunu ile olan iligkisini

destekler niteliktedir.

Diger yandan calisma sonuglari, eca-miR-27a, eca-miR-27b ve eca-miR-
378a’ya ait yarig sonrasi ifade seviyerlerindeki kat degisiminin 2’den kiigiik olmasi
bu miRNA’larin eca-miR-33a kadar etkili olmadigim1 diisiindiirmektedir. Ayrica
tilkiirik alim zamanininda miRNA’larin ifade kat degisiminde etkili olabilecegi

distiniilmektedir.

Caligmada, eca-miR-122 ve eca-miR-370’inde yaris Oncesi ve yarig sonrasi
gPCR ile ifade seviyelerinin belirlenmesinin de amaglanmasina ragmen bu genlere
ait primerler calismamistir (Ek 5). Bu primerlerin ¢aligmama sebebinin eca-miR-122

ve eca-miR-370’¢e ait baz dizilimindeki 6zellikle seed region bdlgesinden ki niikleotit
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farkliligindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Bu nedenle ileriki ¢calismalarda sekans
analizi yapilarak eca-miR-122 ve eca-miR-370’e ait niikleotit dizi yapisinin ortaya

cikarilmasinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; bir sonraki asamada lipid metabolizmas: {izerinde etkili olan ve
ozellikle eca-miR-33a ’nin hedef genleri tizerinde daha kapsamli benzer ¢alismalarin
yapilmast ve atlarin yaris performansi ile iligkilendirilerek yolak analizlerinin
yapilmasiyla atlarda kosu performansinda lipid mekanizmasinin etkisinin daha net

sekilde belirlenecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Safkan Arap Yars Atlarinda Tiikiiriikte Yaris Oncesi ve Sonrasi Lipid
Metabolizmasim Etkileyen mikroRNA’larin Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi

Aragtirma, safkan Arap atlarinda yaris Oncesi ve yaris sonrasi alinan tiikiiriik
orneklerinde, daha Onceden insanlarda lipid metabolizmasinda etkinligi bilinen 8 adet
miRNA’nin (eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-
miR-143, eca-miR-335, eca-miR-378a) ifade seviyelerinin incelenmesi amaciyla yapilmstir.

Caligmada Sanliurfa hipodromunda ayni yarista kosan (1200 m. kum ) 3 yash safkan
Arap yarig atlar1 (n=13) kullanilmistir ve yaris oncesi (at dinlenme halinde iken) ve hemen
yarig sonrast Ornek alimi gergeklestirilmistir. Alinan tiikiiriik 6rneklerinde (n=26) qPCR
analizleri gergeklestirilerek eca-miR-27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-
miR-125a, eca-miR-143, eca-miR-335, eca-miR-378a ve normalizasyonda kullanilan Unisp6
geni ifade seviyeleri yoniinden yaris 6ncesi ve yarig sonrasi yoniinden incelemeye alinmustir.

eca-miR-33a’ya ait yarig Oncesi ve yaris sonrasi ifade seviyesi incelendiginde eca-
miR-33a’nin yarig Oncesi ve yarig sonrasi ifade seviyesinin yaklasik olarak 6 kat artmis
oldugu goriilmiis ve diger tiim miRNA’lardan daha belirgin bir farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. eca-miR-27a, eca-miR-27b ve eca-miR-378’¢e ait yarig dncesi ve yarls sonrasi gen
ifade seviyelerinde yaris Oncesi ve yaris sonrasi anlamli bir fark olmasma ragmen bu
miRNA’lara ait kat degisim farkinin 2’den kiigiik oldugu gozlenmistir. eca-miR-125a, eca-
miR-143, eca-miR-335 e ait yarig 6ncesi ve yaris sonrasi ifade seviyelerinde ise herhangi bir
fark olmadig1 goriilmiistir.

Bu arastirma ile eca-miR-33a ve bu miRNA’nin hedef genlerinin lipid metabolizmasi
icin dolayisiyla safkan Arap yaris atlarinda yarig performansinin belirlenmesinde 6nemli bir

belirteg olabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte ¢aligma ile at genomundan ilk kez
tiikkiirtikten miRNA eldesi gergeklestirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Arap ati, eca-miR-33a, miRNA, qPCR.
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SUMMARY

Determination of Gene Expression of MicroRNAs Affecting Lipid Metabolism in Saliva
Before and After Race in Purebred Arabian Racing Horses

The aim of this study was to investigate the 8 miRNAs (eca-miR-27a, eca-miR-27b,
eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125b, eca-miR-143, eca-miR-335, eca-miR-378a)
previously known to be effective in lipid metabolism in pre-race and post-race saliva
samples of purebred Arabian horses gene expression levels.

In the study, 3 years old purebred Arabian race horses (n= 13) running in the same
race (1200 m. Sand) in Sanlurfa Racecourse were used and the sample was made before the
race (while the horse was at rest) and immediately after the race. qPCR analyzes were
performed at the saliva samples (n = 26) at the molecular level and carried out with eca-miR-
27a, eca-miR-27b, eca-miR-33a, eca-miR-33b, eca-miR-125a, eca-miR-143, eca -miR-3335,
eca-miR-378a and Unispi6 genes used in normalization were examined in terms of gene
expression levels before and after the race.

When the pre-race and post-race gene expression levels of the eca-miR-33a gene were
examined, it was found that the pre-race and post-race gene expression levels of the eca-
miR-33a gene increased approximately 6-fold and showed a more significant difference than
all other genes. Although there was a significant difference in pre-race and post-race gene
expression levels of eca-miR-27a, eca-miR-27b and eca-miR-378 genes, the fold change of
these genes was less than 2. There was no difference in pre-race and post-race gene
expression levels of eca-miR-125a, eca-miR-143, eca-miR-335 genes.

It was concluded that the eca-miR-33a gene and the target genes of this miRNA could
be an important marker for lipid metabolism and thus for determining race performance in

purebred Arabian race horse. However, for the first time, miRNA was obtained from saliva
from the horse genome.

Keywords: Arabian horse, eca-miR-33a, miRNA, qPCR.
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Ek.3.Yar1s ve oncesi ve sonrasi tiikiiriikte safkan Arap yaris atlarina ait Ct

degerleri.
At
larin Unispi6 eca-mir-27a eca-mir-27b eca-mir-33a eca-mir-33b
kodu

Ctl Ct2 Ctl Ct2 Ctl Ct2 Ctl Ct2 Ctl Ct2
1 19,39 19,41 26,1 26,13 25,84 25,77 28,49 28,56 32,46 | 31,81
2 19,11 19,13 25,76 25,58 25,09 25,64 27,32 27,36 31,07 | 31,14
3 19,54 19,33 25,74 27,74 26,08 25,88 27,02 26,81 32,62 | 32,39
4 19,45 19,41 25,66 25,38 25,89 25,9 26,76 26,67 32,36 | 32,19
5 19,47 19,42 25,5 26,41 25,8 25,74 29,35 30,74 32,24 | 32,29
6 19,47 19,69 25,35 25,39 25,8 25,65 26,62 26,64 32,35 | 32,51
7 19,49 1948 | 2526 |2528 | 2563 | 2561 | 2638 | 2627 |322 |3214
8 19,37 19,45 25,84 25,54 25,51 25,48 26,46 26,45 32,4 32,33
9 19,4 19,56 25,56 25,38 25,88 26,61 26,55 26,36 32,24 | 32,61
10 19,44 19,55 25,6 25,43 25,71 25,79 26,29 26,32 32,46 | 32,64
11 19,61 19,64 25,72 25,8 25,68 25,74 26,39 26,59 32,72 | 32,45
12 19,72 19,63 25,64 25,68 26,26 26,05 26,56 26,66 31,76 | 31,80
13 19,66 19,63 25,61 25,8 24,04 23,28 26,34 26,41 32,57 | 32,51
1-2 19,25 19,12 | 26,14 | 26,07 | 25,7 2573 | 2587 | 2586 |323 | 3216
2-2 19,32 19,31 25,67 25,83 25,15 25,15 25,32 24,85 31,39 | 31,35
3-2 19,4 19,36 25,49 25,38 25,77 25,74 24,11 24,08 32,19 | 32,32
4-2 19,5 19,42 25,54 25,43 25,6 25,55 24,02 24,02 32,27 | 32,25
5-2 19,54 19,75 26,41 25,51 26,79 25,73 24,02 24,11 32,62 | 32,6
6-2 19,43 19,49 25,06 25,14 25,39 25,37 24,01 23,76 32,13 | 32,42
7-2 19,49 19,36 25,28 25 25,35 25,48 25,25 25,32 32,36 | 32,4
82 19,9 1949 | 25,7 2529 | 2533 | 2538 | 2393 |24 32,41 | 32,58
9-2 18,64 19,56 25,23 25,21 24,47 25,45 24,07 23,97 32,54 | 32,99
10-2 19,61 19,62 25,6 25,43 25,55 25,59 23,78 23,96 32,39 | 32,6
11-2 19,76 19,81 25,79 25,46 25,69 25,67 24,12 24,28 32,27 | 33,95
12-2 19,56 19,52 25,34 25,32 26,26 26,15 23,95 23,92 32,33 | 32,51
13-2 19,56 19,62 25,51 25,77 23,20 23,30 23,8 23,87 32,38 | 32,51
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Ek.3. Devam

At
larin eca-mir-125b eca-mir-143 eca-mir-335 eca-mir-378a
kodu

Ctl Ct2 Ctl Ct2 Ctl Ct2 Ctl Ct2
1 27,18 27,12 34,73 35,01 35,77 34,54 28,67 28,76
2 25,59 25,62 37,15 33,95 33,38 34,77 28,01 27,99
3 27,76 26,56 34,87 34,8 33,06 32,38 26,39 26,19
4 27,52 27,56 35,66 34,84 31,56 32,39 26,14 26,16
5 27,99 27,64 35,13 35,27 32,56 32,26 26,24 26,32
6 27,32 27,56 35,08 35,34 32,41 32,54 26,18 26,12
7 27,21 27,34 35,14 34,99 31,77 32,21 25,82 25,94
8 27,14 27,27 34,85 35,0 31,67 32,21 25,78 25,94
9 27,41 27,26 35,09 34,65 32,31 32,21 26,17 26,01
10 31,07 27,44 34,98 33,45 32,79 32,53 26,06 26,05
11 27,86 28,19 35 35,55 32,61 32,42 25,96 26,05
12 27,22 27,37 34,99 34,99 32,41 32,17 25,85 26,07
13 28,29 28,1 35,53 34,55 32,17 32,41 25,94 25,82
1-2 27,08 27,12 34,5 35,16 34,61 36,08 28,8 28,77
2-2 25,74 25,84 34,73 35,25 35,01 34,77 28,08 28,12
3-2 27,3 27,39 34,7 34,98 33,39 33,3 26,32 26,35
4-2 27,4 27,49 35,66 36,3 32,32 32,57 26,27 26,28
5-2 28,29 28,02 35,26 35,45 32,26 32,7 26,87 26,46
6-2 27,18 27,2 35,2 33,95 32,36 32,34 26,03 26,07
7-2 27,73 27,06 34,08 34,82 33,18 32,41 26,01 25,97
8-2 27,12 28,03 35,40 35,48 32,15 34,22 26,46 25,91
9-2 27,26 27,34 35,05 34,65 32,05 32,25 26,08 26,04
10-2 26,89 28,29 34,63 35,16 32,3 32,29 26,21 26,17
11-2 28,33 28,29 34,45 36,47 32,45 32,37 26,5 26,22
12-2 27,06 27,21 34,79 34,79 32 32,02 26 26,08
13-2 28,12 28,87 34,76 34,35 32,4 32,08 25,92 25,86
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Ek.4. eca-miR-122 ve eca-miR-370’e ait primerlerin qPCR goriintiileri

eca-mir-122’e ait amplifikasyon, erime egrisi ve yilikseltgenme goriintiileri
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Ek.5. Primerlere ait baz dizilimlerindeki Insan, at ve fare tiirleri arasinda

goriilen sekans homolojisi

eca-miR-27a: 1-21
score: 105
evalue: 0.002

eca-miR-27a

hsa-miR-27a-3p

eca-miR-27b: 1-21
score: 105
evalue: 0.002

eca-miR-27b

hsa-miR-27b-3p

eca-miR-33a: 1-21
score: 105
evalue: 0.002

eca-miR-33a

hsa-miR-33a-5p

eca-miR-33b: 1-20
score: 100
evalue: 0.006

eca-miR-33b

hsa-miR-33b-5p

eca-miR-122: 1-22
score: 110
evalue: 9e-04

eca-miR-122

hsa-miR-122-5p

UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC 21

FEEEErrrrrrrrrrrrrrnd
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC 21

UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC 21

FEETEETEErr e
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC 21

GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA 21

FETTEETEErr e
GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA 21

GUGCAUUGCUGUUGCAUUGC 20

FETTEEETErr et
GUGCAUUGCUGUUGCAUUGC 20

UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG 22

FEEEEEErErrr et
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG 22
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EKk.5. Devam

eca-miR-125b-5p: 1-22
score: 110
evalue: 9e-04
eca-miR-125b-5p 1

hsa-miR-125b 1

eca-miR-143: 1-21

score: 105

evalue: 0.002
eca-miR-143 1
hsa-miR-143 1

eca-miR-335: 1-23
score: 115
evalue: 3e-04
eca-miR-335 1
hsa-miR-335 1
eca-miR-370: 1-22
score: 110
evalue: 9e-04

eca-miR-370 1

hsa-miR-370 1

eca-miR-378a: 1-21

score: 105

evalue: 0.002
eca-miR-378a 1
mmu-miR-378a-3p 1

UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 22

FEEEErrrrrrrrrrrrrrr
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 22

UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 21

FEELEEEEErrr et
UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 21

UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU 23

FETTEEET R rrrr el
UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU 23

GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU 22

FEErrrrrrrrrrrrrrrrr
GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU 22

ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG 21

FEEEEEEEErrr et
ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG 21

75



OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler

Adi :Seda

Soyadi :EKICI

Dogum yeri ve tarihi :ANKARA, 1981

Uyrugu 'T.C.

Medeni durumu :EVLI

[letisim adresi ve telefonu : Vet. Kont. Merk. Arast. Enstitiisii Midirligi
Ahmet Sefik Kolayli C. No : 21/21 A -
ESERTEPE/ANK.
0537 894 66 36

II- Egitimi (tarih sirasina gore yeniden-eskiye dogru)
flkokul : 1992 yilinda Telsizler {lkégretim okulu
Ortaokul-Lise : 1996 yilinda Atifbey Ortadgretim okulu
Lisans: 2004-Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Yiiksek Lisans :2011-Ankara Universitesi Saghk Hizmetleri Ens.
Farmakoloji ve Toksikoloji ABD.

Doktora : 2019 Ankara Universitesi Saglik Hizmetleri Ens.
Genetik ABD

Yabanci dili :Ingilizce

ITI- Unvanlan (tarih sirasina gore eskiden-yeniye dogru)
Veteriner Hekim

IV- Mesleki Deneyimi

2006- Tarim ve Koyisleri Bakanligi
2007 Bolu/ Goyniik ilce Tarim Miid.
2007- Tarim ve Kdyisleri Bakanligt
2009 Bolu i1 Miid.

2009- Veteriner Kontrol Merkez

2015 Arastirma Enstitlisi Midirligi

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

VI- Bilimsel lgi Alanlar

Yaymnlari: (ulusal ya da EKICI Seda, OZMEN Ozge (2016). MikroRNA

uluslararasi makale, bildiri, lar ve Atlarda MikroRNA lar ile ilgili Yapilan

poster, Calismalar. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji

kitap ya da kitap boliimii vb.) Dergisi, 27(1), 48-52. (Ulusal) (Hakemli)
(MAKALE Derleme Makale) (Yaym No:
2844968)

EKICI Seda, OZMEN Ozge (2019). Safkan Yaris
Arap Atlarinda Yaris Oncesi ve Yaris Sonrast
Tiiktirtikte eca-mir-27a ve eca-mir-27b’nin Gen
Ekspresyon  Seviyelerinin = Belirlenmesi. 1.
International Livestock Science Kongresi

76



VII- Bilimsel Etkinlikleri
Aldig1 burslar

Odiiller
Projeleri

Verdigi konferans ya da
seminerler

Katildig1 paneller (panelist
olarak)

VIII- Diger Bilgiler
Egitim programi haricinde aldig1
kurslar ve
Katildig1 egitim seminerleri

Organizasyonunda katkida
bulundugu bilimsel toplantilar

Diger tiyelikleri

77



