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Ozet

Amac: MikroRNA'lar yaklagik olarak 18-24 niikleotit
uzunlugunda, tek iplikli, kii¢iik, kodlanmayan
RNA'larmn bir sinifidir. MikroRNA'lar hedef mesajci
RNA'nin yikimini yada translasyonunun
baskilanmasmi gergeklestirerek posttranskripsiyonal
diizeyde gen ekspresyonunu diizenler. miRNA'lar
kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve inflamatuvar
hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel bozukluklar,
muskiiler bozukluklar ve kanserde rol alirlar. Bu
calismada saglikli bireylerde dolasimda eksprese olan
miRNA profilinin belirlenmesi amaglandi.

Yontem: miRNA ekspresyonu yaslart 16 ile 80
arasinda degisen, 98 kadin ve 194 erkekten olusan 292
saglikli bireyde degerlendirildi. EDTA igeren tiiplere
alman periferik kan 6rnekleri, 4000 rpm'de 15 dakika
santrifllj edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazmadan izole
edilen miRNA'lardan Reverse Transcription Kitiyle
cDNA'lar elde edildi ve 96.96 Dynamic Array IFCs
kullanilarak Yiiksek Kapasiteli Real-Time PCR(qRT-
PCR) cihazi (Fluidigm, Biomark, USA) ile 740 farkh
miRNA analiz edildi.

Bulgular: Calismamizda 740 miRNA'dan 182'si
eksprese olurken, 558'inde ekspresyon goriilmedi.
Sonug¢: Saglikli bireylerde miRNA profilinin
belirlenmesi ile basta kanser olmak iizere birgok
hastalikta immiinoterapik veya farmokolojik tedavi
amacli kullanimi gergeklesebilir.
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Abstract

Aim: MicroRNAs are a class of about 18-24
nucleotid, non-coding single-stranded small RNA
molecules that regulate gene expression at the
posttranscriptional level by either degrading or
blocking translation of messenger RNA targets. They
have roles in cardiovascular, neurodegenerative and
inflammatory diseases, infections, developmental
disorders, muscular disorders and cancer. The levels
and types of miRNA expression in normal tissues are
significantly different from in tumor tissues. The aim
of this study was to investigate the profiling of
circulating miRNAs expression in volunteer healthy
subjects.

Method: The miRNAs expression was evaluated in
292 healthy volunteers (98 women and 194 men)
whose ages're ranging from 16 to 80. EDTA-
anticoagulated peripheral blood samples were
centrifuged at 4000 rpm for 15 minutes to separate
plasma. cDNA's were obtained from the isolated
plasma miRNAs by employing Reverse Transcription
Kits and subsequently, 740 different miRNAs were
analyzed with High Throughput Real-Time PCR
(qRT-PCR) device (Fluidigm, Biomark, USA) by
using 96.96 Dynamic Array IFCs.

Results: In our study, 182 of 740 miRNAs were
expressed while an expression was not observed in
558 miRNAs.

Conclusion: The determination of miRNA profiles in
healthy volunteers may lead to their
immunotherapeutic or pharmacotherapeutic use in
treatment of many diseases such as cancer in
particular.
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Giris

MikroRNA'lar (miRNA) yaklagik olarak 18-24
niikleotit uzunlugunda, tek iplikli, kiiciik, kodlanmayan
RNA'larin bir sinifidir (1,2). miRNAlar mRNA'nin
3'UTR bolgesinde hedef transkripti ile baz eslesmesi
yaparak, bu transkriptlerin translasyonunu degisik
mekanizmalar ile baskilar (3).

miRNA ilk kez 1993 yilinda Lee ve ark. (4) tarafindan
yuvarlak bir solucan olan Caenorhabditis elegans'da 22
niikleotid uzunlugunda olan ama protein kodlamayan
lin-4 geninde kesfedilmistir. 2000 yilinda C.elegans'da
22 niikleotit uzunlugunda baska bir miRNA olan /let-7
tanimlanmistir (5). 2003 yilinda let-7'nin insanlari da
icine alan tiirler arasinda korunmus oldugu bulunmus ve
daha sonraki yillarda lin-4 ve let-7'ye benzeyen birgok
kiiciik RNA molekiilli, hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli
organizmalarda kesfedilmistir ve miRNA'lar olarak
isimlendirilmistir (6,7).

Giliniimiizde 4000'den fazla bilinen miRNA geni
vardir. Bunlarin 1048'i insanda tanimlanmistir. miRNA
genlerinin %70'den fazlasi intronlarda veya ekzonlarda
bulunur. Yaklasik olarak %30'uda intergenik bolgelerde
bulunmaktadir (8,9).

miRNA'lar dokular arasinda farkli sekilde eksprese
olurlar ve kan dolasiminda saptanabilmektedirler. Tek bir
miRNA, farkli fonksiyonlar1 olan yaklasik 200 hedef
gene baglanmaktadir ve tek bir hiicredeki yiizlerce
fonksiyonu diizenleyebilmektedir (10).

miRNA'larin fonksiyonlar1 arasinda; gen ekspres-
yonunun post-transkripsiyonal diizenlenmesi, metabolik
regiilasyon, hafiza ve sinaptik gelisim, organizmanin
gelisimi i¢in embriyogenez, organogenez, farklilasma ve
biiylimenin kontrolii gibi kritik rollere sahip olmalari,
anjiyogenez, tlimorogenez, apopitozis ve onkogenlerle
iliskili olmalari yer almaktadir (10,11).

miRNA'lar hiicrelerin normal birgok islevinde
gorevli bir molekiil oldugu i¢in; miRNA'lardaki kusurlar
(mutasyon, delesyon, amplifikasyon) ¢esitli hastaliklara
neden olabilmektedir. miRNA'larin rol aldig: hastaliklar
arasinda; kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve
inflamatuvar hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel
bozukluklar, muskiiler bozukluklar ve kanser yer
almaktadir (11,12).

Giliniimiize kadar bir¢ok ¢aligmada cesitli hastaliklar
ve kanser tiirlerinde miRNA ekspresyonu belirlenmistir.
Ancak saglikli bireylerde miRNA ekspresyonu ile ilgili
bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
dolagimda eksprese olan miRNA'lar saptanarak saglikli
bireylerde miRNA profilinin olugturulmasi amaglandi.

Gerec¢ ve Yontemler

Calismaya Mersin ilinin farkli yerlerinden Mersin
Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesine basvuran, yaslari
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16 ile 80 arasinda degisen, 98 kadin ve 194 erkekten
olusan 292 goniillii birey dahil edildi. Bu ¢alisma i¢in
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan
2011/70 sayili ve 07.04.2011 tarihli onay alindiktan
sonra, ¢aligmaya katilan tiim bireyler ¢alisma hakkinda
bilgilendirildi ve yazili onamlar1 alindi. Kronik bobrek
yetmezligi, karaciger hastaligi olan, agir anemili, immiin
sistem hastalig1 olan, gebeler ve emziren kadinlar ile
maling hastalik tanis1 almis olan bireyler calisma dist
birakildi. Calismaya dahil edilen bireylere ait yas,
cinsiyet, sigara kullanimi ve alkol tliketimi verileri
kaydedildi.

Bireylere ait kan drnekleri EDTA igeren tiiplere alind1
ve 4000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek plazmalar:
ayrildi. Plazmadan izole edilen miRNA'lardan Reverse
Transcription kitiyle cDNA'lar elde edildi ve 96.96
Dynamic Array IFCs kullanilarak Yiiksek Kapasiteli
Real-Time PCR(qRT-PCR) cihazi (Fluidigm, Biomark,
USA) ile 740 farkli miRNA 2 tane internal kontrol
(RNU44, RNU48) kullanilarak analiz edildi. Caligmada
miRNA'lar saptanabilir diizeyde eksprese olan
miRNA'lar olarak verildi.

Istatistiksel Analiz

Yapilan power analizi ¢aligmasina gore, en az %80
giic diizeyinde, degiskenlere ait beklenen frekanslarda
gozlemlenen farkliliklarin anlamli bulunabilmesi igin en
az 292 bireye ihtiyag¢ oldugu saptanmistir. Power analizi
icin MedCalc 10.4 istatistik paket programi
kullanilmistir.  Istatistiksel analizler icin SPSS
(Statistical Package for Social Sciences Versiyon 17.0)
paket programi kullanildi. Calisma grubunun yas
degerleri, student t testi uygulanarak ortalamazstandart
sapma (Ort£SS) olarak verildi. Cinsiyet, sigara, alkol,
hipertansiyon, DM bilgileri yiizde olarak verildi.

Bulgular

Calismaya goniillii olarak 98 kadin ve 194 erkekten
olusan 292 (yas ortalamast 32.29+11.66) saglikli birey
dahil edildi. Caligmaya katilan bireylere ait sigara, alkol
kullanimi, HT ve DM yiizdesi ile cinsiyet bilgileri ve yas
ortalamalar1 Tablo 1'de verilmistir. Bu ¢alismada, 302
saglikli bireyde miRNA ekspresyonlar1 arastirildi.
Calisma grubunda 740 ¢esit miRNA'dan saptanabilir
diizeyde eksprese olanlar Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 1. Calisma grubunun tanimlayict verileri

Cal Grubu n (%)

A Kadmn 98 (32.5)
Cinsiyet Erkek 194 (64 2)
Sigara 61(20.2)
Alkol 51(16.8)
Yas (Ort+SS) 32.14+11.65

n:Birey sayisi, Ort+SS:ortalama+standart sapma
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Tablo 2. Caligma grubunda eksprese olan miRNA'lar

let-7g-5p
miR -1183
miR -141-3p
miR -17-5p
miR-212
miR -221
miR -146a
miR -34a-5p
miR -425-5p
miR -432
miR -484
miR -491 -5p
miR -411
miR -431
miR -660
miR -648
miR -490
miR -766
miR -744
miR-875-3p
miR -28
miR -872
miR -145
miR -20b
miR -26a
let-7g
miR -106a
miR -146b
miR -148a
miR -128a
miR -375

miR -30d
miR -1255B
miR -147
miR -150
miR -203
miR -204
miR -424 -5p
miR -320B
miR -532
miR -199a -3p
miR-324-5p
miR -383
miR -519b -3p
miR -532-3p
miR -548b -5p
miR-515-3p
hsa-miR -99b
miR -483 -5p
miR -520d -5p
miR -720
miR-138
miR -545
miR -122
miR -26b
miR -130b
miR -30c
miR -132
miR -126
miR -324-3p
miR -335
miR -409 -5p

miR -378
miR -1274A
miR -148b
miR -154-5p
miR -205
miR -190
miR -548a
miR -519¢ -3p
miR -422a
miR -23a-3p
miR -302a -3p
miR -497
miR -645
miR -597
miR -518d
miR -9-5p
miR -590 -5p
miR -570
miR -603
miR -548d
miR -125b
miR -93
miR -27b
miR -92a
hsa-miR -128a
miR -328
miR -339-3p
miR -340
miR -345
miR -30a-5p

miR -223
miR -1274B
miR-151-3p
miR183 -5p
miR -193a-5p

miR -206

miR-210
miR -502 -3p
miR -25-3p

miR -218

miR -24
miR -654 -3p
miR -576 -3p

miR -508

miR -599
miR -574 -3p

miR -652

miR -624

miR -551b -3p

miR -942

miR -25
miR -139-5p
miR -106b
miR -142 -3p
miR -140-3p

miR -372

miR -185

miR -320

miR -361
miR -30e-3p

miR -10a -5p
miR -1290
miR-151-5P
miR -184
miR -195
miR -1180
miR -136-5p
miR -181a -5p
miR -208
miR -197
miR -27a-3p
miR-510
miR -433
miR -423 -5p
miR -520a -3p
miR -628 -5p
miR -642
miR -601
miR -579
miR -99b -5p
miR-16
miR -130a
miR -202
let-7c
miR -194
miR -382
miR -376a
miR -381
miR-331
miR -302b -3p

miR -10b -5p
miR -135b -5p
miR -152
miR -22-3p
miR -191
miR -193b
miR -34b
miR -543
miR -494
miR -505
miR -409 -3p
miR -93-5p
miR -548¢
miR -598
miR -451
miR -548c -5p
miR -885 -5p
miR -886 -5p
miR -7
miR -21
miR -20a
miR -29¢
miR -769 -3p
miR -19b
miR -19a
miR -18a-5p
miR -223-3p
miR -342 -3p
miR -331-5p
miR -25-5p




Yildirim Yaroglu ve ark.

Tartiyma

MikroRNA'lar hedef mRNA'min yikimini ya da
translasyonunun baskilanmasini gerceklestirerek
posttranskripsiyonal diizeyde gen ekspresyonunu
diizenler. Hiicre biiyiimesinde, farklilagsmasinda,
proliferasyonunda ve hiicre 6liimiinde bir veya daha fazla
hedef genin baskilanmasinda rol oynarlar (13,14). Cesitli
miRNA ekspresyon diizey degisiklikleri birgok hiicresel
proteinin ekspresyon diizeylerini etkilemektedir.
miRNA'lar dokuya spesifik olup insanlarda biitlin hiicre
tipinde bulunurlar ve farkli hiicrelerden farkli miRNA'"lar
eksprese edilmektedir (15).

miRNA'lar merkezi sinir sistemi hastaliklari,
(sizofreni, alzheimer), kardiyovaskiiler hastaliklar,
Inflamatuar ve immiin kokenli hastaliklar gibi birgok
hastalik ile baglantilidir (11,16-19).

miR-146a ve miR-155'in Alzheimer hastaliginin
erken tanisinda markir olarak kullanilabilecegi
saptanmigtir (17,18). Inflamatuar ve immiin kdkenli
hastaliklarda rol oynadigi belirlenen miRNA 6rnekleri
arasinda miR-155, miR-146a, miR-125b, miR-203, miR-
17-92 kiimesi, miR-296, miR-198, miR-342, miR-383,
let-7byeralir (19,20)

Vaskiiler hastaliklarda anormal ekspresyon gosteren
miRNA'lar miR-21, miR-31, miR-146, miR-221 ve miR-
222'dir (21).

Akut miyokard infarktiisii hastalarinda, miR-208'in
yiikseldigi ve miR-208'in ROC egri analizi ve cTnl ile
karsilastirilmas: sonucunda, c¢Tnl kadar sensitivite ve
spesifiteye sahip oldugu saptanmigtir (22).

Gilinlimiizde diizinelerce miRNA'nin azalan veya
artan ekspresyon ozellikleri ile tiimor baskilayict veya
onkogen (onkomir) olarak aktivite gosterdigi
gosterilmistir. Ayrica miRNA genlerinin %50'den fazlasi
kanser ile iligkili genomik bdlgelerde yerlesmistir
(10,16). MikroRNA'lar meme, pankreas, akciger, mide,
tiroid, kolon ve prostat kanserlerini de igeren birgok
kanserde anormal ekprese edilirler (10,23-31),

Yapilan ¢alismalarda meme kanserinde miR-21,
miR-27a, miR-373"lin onkogenik etkiye sahip oldugu,
miR-236, miR-27b, miR-125a, miR-200c, miR-335,
miR-101'in ise timdr baskilayici olarak etki ettigi
belirlenmistir (23,24). Pankreas kanserinde timor
baskilayict miR-34a diizeyinde azalma, onkogenik
miRNA'lardan miR-103, miR-107, miR-196a, miR-155,
miRNA-21, ve miR-16a diizeylerinde artis oldugu
gosterilmistir (25) .

Akciger kanserinde miR-210, miR-21. miR-31 ve
miR-182 diizeylerinde, mide kanserinde miR-223, miR-
106b, miR-147, miR-34a diizeylerinde, tiroid
timorlerinde ise miR-187, miR-221, miR-222, miR-
146b, miR-155, miR-224 ve miR-197 diizeylerinde artis
saptanmigtir (26-28)
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Nakajima ve ark. (29) tarafindan kolorektal
kanserlerde onkogenik miRNA'lardan let-7g, miR-181b
ve miR-200c, miR-29, miR29a, miR-92'nin
seviyelerinde artis oldugu gosterilmistir.

Prostat kanserinde onkogenik miRNA'lardan let-7c,
miR-145, miR-16a, miR-125b, miR-141
ekspresyonunun arttigi ve ekspresyon diizeylerinin
prognozla iligkili oldugu belirlenmistir (30). Mitchell ve
ark. (31) tarafindan serum miR-141'in prostat kanseri
icin yeni bir marker olabilecegi onerilmistir.

Calismamizda saglikli bireylerde miRNA profilini
belirlemek i¢in 302 goniillii bireyde 740 farklt miRNA
calisilmigtir.  Sonuglarimiza goére 740 miRNA'dan
182'sinde ekspresyon goriiliirken 558'inde ekspresyon
goriilmedi.

Birgok caligmada; miRNA ekspresyon profilleri
incelenerek kanserlerin siiflandirilmasi, kanser tiiriiniin
hizli veya yavas gelisen tiirinlin saptanmasi ve
kokenlendigi dokusu bilinmeyen kanserin tanimlanmasi
yapilmigtir. Fakat yaptigimiz literatiir taramasinda
saglikli bireylerle yapilan bir miRNA profili
bulunmamaktadir.

Meme kanserinde tiimor baskilayict olan miR-236,
miR-27b, miR-125a, miR-335 ile pankreas kanserinde
tiimdr baskilayict olan miR-34a, calisma grubumuzda da
saptanmistir.

Calismamiz sonucunda saglikli bireylerde eksprese
olan 182 ¢esit miRNA arasinda tiimor baskilanmasinda
rol alan miRNA'lar belirlenebilir ve bu miRNA'larin
taklitlerinin tretilmesiyle terapdtik etkinligi olan yeni
tedavi stratejileri gelistirilebilir.

MikroRNA'larin kesfedilmesinden giiniimiize kadar
yapisinin ve fonksiyonlarinin tanimlanmasiyla normal
gelisimde ve birgok hastalikta rol aldig1 gosterilmistir.
Saglikli bireylerde miRNA profilinin belirlenmesi ile
basta kanser olmak tizere bir¢ok hastaliklara olan
yatkinliklar 6nceden belirlenebilir ve miRNA'larin
tedavi amacl kullanimi gergeklesebilir.
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