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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE POSSIBLE ROLE OF MICRORNAS IN
MITOCHONDRIAL TRANSCRIPTION OF INSECTS WITH DIFFERENT
LIFE CYCLES

Habes Bilal AYDEMIR

Doctor of Philosophy Thesis
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Ertan Mahir KORKMAZ
2021, 121+xiv pages

miRNAs are non-coding RNA molecules and regulates gene expression post-
transcriptionally. miRNAs have been studied with increased interest in model
organisms especially in human in gene expression studies since its first identifcation
in C. elegans and the importance of miRNAs is understood with the human genome
project. Mitochondria are essential for maintaining important cellular functions
especially OXPHOS and miRNAs exhibit tissue and time-specific patterns in
mitochondria. Therefore, in this study, miRNAs of two, differentially developed
insect species Syrista parreyssi (Hymenoptera) and Lepisma saccharina
(Zygentoma) were investigated for the first time. By using the deep sequencing
method, the identification and characterization of known and possible novel miRNAs
in these two species and their possible effects on mitochondrial transcription were
investigated. For each species, miRNAs that are involved in mitochondrial processes
such as apoptosis and signaling and affect genes encoding subunits of OXPHOS
complexes have been identified. In this study, 81 and 161 novel mature miRNA
candidates were bioinformatically predicted in S. parreyssi and L. saccharina,
respectively. It has been speculated that novel miRNAs, which originated from or
targeted mitochondria, are effected rRNA genes or positively selected mitochondrial
protein coding genes. This may provide a new perspective in terms of evaluating

miRNAs for maintaining mitochondrial function and mitochondrial transcription.

Keywords: miRNA, mitomiR, bioinformatics, target gene identification, non-coding
RNA



OZET

FARKLI BASKALASIM YASAM DONGUSUNE SAHIP BOCEKLERIN
MITOGENOMUNDA MiKRORNA' LARIN TRANSKRIiPSIYONDAKI
OLASI ROLUNUN ARASTIRILMASI

Habes Bilal AYDEMIR

Doktora Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Danisman: Dog¢. Dr. Ertan Mahir KORKMAZ
2021, 121+xiv sayfa
mMIiRNA’ lar kodlamayan RNA molekiilleridir ve transkripsiyon sonrasi gen
ekspresyonunu diizenler. miRNA’ lar, C. elegans’ ta ilk tanimlanmasindan bu yana,
ozellikle insanda gen ekspresyon calismalarinda model organizmalara artan ilgi ile
calisiimis ve miRNA’ larin 6nemi insan genom projesiyle anlasilmistir. Mitokondri,
onemli hiicresel islevleri siirdiirmek i¢in gereklidir, 6zellikle OXPHOS ve miRNA’
lar, mitokondride doku ve zamana 6zgii modeller sergiler. Bu nedenle, bu ¢alismada,
farkli gelismis iki bocek tirii Syrista parreyssi (Hymenoptera) ve Lepisma
saccharina (Zygentoma) miRNA’ lar1 ilk kez arastirilmistir. Derin dizileme yontemi
kullanilarak, bu iki tiirdeki bilinen ve olast yeni miRNA’ larin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu ve bunlarin mitokondriyal transkripsiyon iizerindeki olasi etkileri
arastirllmistir. Her tiir i¢in, apoptoz ve sinyal verme gibi mitokondriyal siireclerde
yer alan ve OXPHOS komplekslerinin alt birimlerini kodlayan genleri etkileyen
MIRNA’ lar tanimlanmistir. Bu ¢alismada, 81 ve 161 yeni olgun miRNA adaylari
sirasiyla S. parreyssi ve L. saccharina’ da biyoinformatik yaklasimlarla tahmin
edilmistir. Mitokondriden kaynaklanan veya hedeflenen yeni miRNA’ larin,
etkilenen rRNA genleri veya pozitif olarak secilmis mitokondriyal protein kodlama
genleri oldugu tahmin edilmektedir. Bu, mitokondriyal islevi ve mitokondriyal
transkripsiyonu siirdiirmek i¢in miRNA’ lar1 degerlendirmek agisindan yeni bir bakis

acis1 saglayabilir.

Anahtar kelimeler: miRNA, mitomiR, biyoinformatik, hedef gen belirlenmesi,

kodlama yapmayan RNA.
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1. GIRIS
1.1  mikroRNA (miRNA)’ lar

Uzun bir siire boyunca, canli organizmalarin genomlarindaki proteine kodlanmayan
bolgelerin 6nemsiz ya da atil DNA oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak, son yirmi yilda
molekiiler biyoloji alanindaki metodolojik ilerlemeler, hiicre ve organizmal
biyolojinin gesitli siireclerinde dnemli roller oynayan genomlari ve bunlarin proteine
doniistiirilmeyen fakat kodlanan RNA’ larmmi  anlamamizi  biiyiik  6lgilide
kolaylastirmistir. Insan genom projesinin ardindan (Craig Venter vd., 2001; Lander
vd., 2001), bir¢ok bilim insani, organizmanin karmasikligi ile genomundaki protein
kodlayan genlerin sayisi arasindaki belirgin uyumsuzluk nedeniyle saskinliga
ugramigtir. Sonrasinda tiim transkriptlerin protein iriinlerine g¢evrilmedigi, protein
kodlayan transkriptlerden daha fazla oranda kodlamayan transkript oldugu
saptanmigtir (Feingold vd., 2004). Bu fazlaligin daha iyi anlagilmasi igin; DNA
Elementleri Ansiklopedisi (ENCODE) ve Fare/Memeli Genomunun islevsel
Annotasyonu (FANTOM) projelerinden (Feingold vd., 2004; Carninci vd., 2005)
olusturulan konsorsiyum sonucunda, insan ve fare genomunun %70’ten fazlasinin
aktif olarak transkribe edildigi, fakat proteine g¢evrilmedigi sonucunu destekleyen
kanitlar elde edilmistir. Transkript cesitliligi alternatif kesip-¢ikarma (alternatif
splayz) ile aciklanabilse de, proteine gevrilmeyen RNA’nin bdylesine yiiksek
oranlarda bulunmasi beklenmedik bir durumdur. Bu beklenmedik fazlalik genomun
"karanlik maddesi” olarak ifade edilmektedir ve bilim insanlar1 biiyiik bir ilgi ile bu
molekiilleri arastirmaya baslamistir. Arastirmalar sonucunda, klasik molekiiler
biyoloji teknikleri ve ileri genetik analizlere dayanarak birgok kodlayici olmayan
RNA sinifi tanimlanmustir. Bunlar transfer RNA’ lar1 (tRNA’ lar), ribozomal RNA’
lar (rRNA’ lar), mikroRNA’ lar (miRNA’ lar), kiigiik niikleer RNA’ lar (ShnRNA’ lar)
ve kiiciik niikleolar RNA’ lardir (snoRNA’ lar). Sonrasinda, yiiksek verimli ve
yiikksek okuma sayisi iireten dizileme teknolojilerinin ortaya ¢ikisi ile kodlayici
olmayan RNA’ larin bir¢ok farkli yeni sinifi kesfedilmistir. Bunlar PIWT etkilesimli
RNA’ lar (piRNA’ lar), endojen kiiciik etkilesimli RNA’ lar (endo-siRNA’ lar) ve
uzun kodlayici olmayan RNA’ lardir (IncRNA” lar) (Sekil 1.1). Hala arastirmaya

muhta¢ olmalarina ragmen, bu RNA’ larin 6nemli biyolojik rollerde gorevli



oldugunu oneren hipotezler bulunmaktadir (Pang vd., 2006; Mercer vd., 2008;
Guttman vd., 2009; Mattick, 2009).
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Sekil 1.1 Hayvan ncRNA’ larinin (a. miRNA, b. endo-SiRNA, c. piRNA,
d.snoRNA) biyogenezinin ve iglevlerinin sematik gosterimi (Qureshi ve
Mehler, 2012).

Cogu bilim insani tarafindan okaryotik hiicrelerde bulunan kodlanmayan RNA’lar
transkripsiyonel  diizenleme i¢in "buzdaginin gériinmeyen kismi"  olarak

degerlendirilmektedir. Bu nedenle, transkripsiyonel sistemin muazzam karmagikligi
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ve memeli hiicrelerinde transkripsiyonun diizenlenmesi alanlarinda bu molekiillerin
arastirilldigi yeni calismalara ihtiyag duyulmaktadir (Saxena ve Carninci, 2011).
Kodlama yapmayan ve transkripsiyonel diizenlemede fonksiyonel olan RNA
gruplarindan  biri, yaklagik 22 niikleotid biyiikligiinde, gen ifadesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan mikroRNA’ lardir (miRNA) ve ilk olarak
Caenorhabditis elegans’ ta gelisim zamanlamasini diizenlemede gorevli oldugu
rapor edilmistir (Lee vd., 1993). Bu konuda yapilan arastirmalarin artmasiyla,
bitkilerden, hayvanlardan ve bunlar1 enfekte eden viriislerden binlerce farkli
MIRNA’nin sentezlendigi rapor edilmistir. Biriken bu miRNA verileri, miRBase
(www.mirbase.org) veritabaninda depolanmaktadir. Bu veritabani, mMiRNA’larin dizi
ve annotasyonlar1 hakkinda kapsamli bilgiler iceren, ¢esitli karsilastirmalarin ve
taramalarin yapilabilecegi, bununla birlikte miRNA’larin olas1 fonksiyonlar
hakkinda kanitlar/ varsayimlar igeren bir platformdur (Kozomara ve Griffiths-Jones,
2011).

mMIiRNA’ larin ana islevi, hiicrelerde bulunan karmasik yollara yeni bir kontrol
katman1  ekleyerek transkripsiyon sonrasi diizeyde gen ekspresyonunun
diizenlenmesidir. Bir¢ok durumda, miRNA’ lar hedef genlerinin transkripsiyon
diizeyinin ayarlanmasi ve optimal ekspresyon seviyeleri icin gereklidir (Bartel ve
Chen, 2004). miRNA’ lar yaygin olarak, gelisim sirasinda farkli zamanlarda ve farkl
dokularda  hedef genlerin transkriptlerini  diizenlemede pleiotropik rol
oynadiklarindan oldukc¢a 6zgiil molekiillerdir. Nispeten yeni bir ¢alisma alani olmast
nedeniyle, miRNA biyogenezi ve hedef gen- miRNA etkilesimlerinin dinamikleri
hakkinda hala bilinmeyenler bulunmaktadir. Bununla birlikte, bilinenlerden farkl
olarak elde edilmis yeni bulgular da vardir: Ornegin, miRNA biyogenezinin kanonik
olmayan birka¢ yolu olabilecegi onerilmistir (Miyoshi vd., 2009) ve mitokondriyal
miRNA metabolizmasi da bu kategoride yer almaktadir; miRNA’ lar hedef transkript
seviyelerinin asag1 yonlii regiilasyonunun yami sira hedeflerinin transkript
seviyelerini yukar1 yonlii de diizenleyebilir (Hussain vd., 2011, 2012a) ve 3° UTR
disindaki yerlere baglanabilir (Bartel, 2009; Rigoutsos, 2009). Bu yeni bulgular,
mMIRNA’ larin 6nceki fonksiyonlarina ve iglevlerine siirekli meydan okumakta ve bu
da miRNA arastirmalarinda kullanilan molekiiler ve biyoinformatik yaklasimlari

etkilemekte, degistirmekte ve gelistirmektedir.
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1.1.1. miRNA’ larin isimlendirilmesi

Tutarh bir adlandirma semasina sahip olmak genler, kromozomlar gibi molekiillere
benzer olarak miRNA’ larmm isimilendirmesinde de dnemlidir. Bununla birlikte, bazi
miRNA ailelerinin tiirler arasinda yliksek derecede korunmus olmasi nedeniyle de
uygun miRNA siniflandirma yonergeleri ve adlandirma semasi olusturulmustur
(Ambros vd., 2003). Siiflandirma yonergeleri, mMIRNA’ lar1 siRNA’ lardan ayiran
bir dizi kural tanimlamaya ¢alismaktadir.

Hayvan miRNA adlar1 "mir-" ve ardindan benzersiz bir siral1 sayisal tanimlayicidan
olusur. Aynt miRNA’ nin ayni genomda birden fazla kopyada bulunan farkli
varyantlar1 isme eklenen bir harfe sahip olabilirken (6rnegin, mir-1la), paralog
miRNA’ larin isimlerinin ardinda paralog numarasinin belirtildigi bir ¢izgi (6rnegin,
mir-2-1) bulunmaktadir. Olgun MIRNA’ ya isaret edilmek istendiginde, miR’de
blyiik harf ‘R’ kullanilmalidir. miRNA adlandirmasindan 6nce ii¢ harfli bir tiir
tanimlayicis1 gelmekte ve burada ilk harf cins ismine, diger iki harf ise tiir ismine

isaret etmektedir (6rnegin, H. sapiens i¢in hsa).

1.1.2. miRNA’ larin Tarihgesi

Ilk miRNA, lin-4, 1993 yilinda, C. elegans’ta RBCC (ring finger-B box-coiled coil)
proteinin kodlayan lin-41’ in bir diizenleyicisi olarak tespit edilmistir (Lee vd., 1993,;
Wightman vd., 1993). Her ne kadar lin-4 ve ugradigi mutasyonlar 6nceden bilinse de
(Ambros ve Horvitz, 1987), bu calisma ile ilk kez lin-4’iin dogrudan lin-41 genini
diizenleyen ve proteine ¢evrilmeyen bir RNA oldugu bulunmustur. Ayrica, bu RNA’
nin lin-41 transkriptinin 3° UTR’ sine antisens baglanarak fonksiyonel oldugu ve bu
diizenlemenin transkripsiyon sonrasi gerceklestigi saptanmistir (Lee vd., 1993;
Wightman vd, 1993). Bu diizenlemenin, Caenorhabditis cinsinin en az dort tiiriinde
gelisim asamalarindan birinin tamamlanmas: i¢in gerekli oldugu bilinmektedir
(Reinhart vd., 2000). Bu galisma ile miRNA’ larin varligi, 2000 yilinda C. elegans
tiirlinde larval gecislerin kontrollii gelisimsel zamanlamasinda (heterokronik
metabolik yolakta) gerekli let-7 miRNA’ sinin tanimlanmasi sonucunda, nematodlara
Ozgii alisilmadik bir diizenleme mekanizmasi olarak yorumlanmistir (Reinhart vd.,
2000). let-7, lin-4> ten farkli olarak; omurgalilar, tulumlular, yarikordalilar,

yumusakealar ve eklembacaklilar dahil genis bir hayvan grubu araliginda tespit



edilmis olup diploblastik ve bilateral simetrili hayvanlarin ayrimindan sonra
evrimlestigi onerilmistir (Pasquinelli vd., 2000).

Ilging bir sekilde, let-7’nin, C. elegans’taki gelisim fazlarmin ayrilmasinda da rol
oynadigi  saptanmistir.  Gelisimsel  siireglerdeki  gorevleri gdz  Onilinde
bulunduruldugunda su anda miRNA’ lar olarak adlandirilan bu molekiiller, kii¢lik
temporal RNA’ lar (stRNA) olarak isimlendirilmistir (Lee, 2001). Sonrasinda,

miRNA arastirma alani hizla genislemistir.

1.1.3. miRNA biyogenezi

Yeni miRNA lokuslarinin arastirilmasina paralel olarak, miRNA olgunlasma ve
isleme mekanizmalarinin bilesenlerini tanimlamak i¢in yapilan caligmalar da
artmistir.  Birincil miRNA transkriptleri (pri-miRNA’ lar), RNA Polimeraz 1l
tarafindan  kopyalanmakta, 5 ucuna bashik eklendikten sonra 3 ucu
poliadenillenmektedir (CAI, 2004). Pri-miRNA’ lar, pre- miRNA’ lara (6nciil
mIiRNA’ lar) kalip olmakta ve bir veya daha fazla kok-ilmek ikincil yapisini
kodlayabilmektedir (Sekil 1.2).

A
5 U}‘ U\A
G Olgun miRNA (5p) A A
~U u-u c,/ )\
PA-G--A-G-U-U-0G-U-4-G-4-A-y-5-G-0-y" Bt :
U-U-C-G-A-U-C-U-U-C-C-A-A-C-A-U-G-U-C-A-A Uu-G
U/ \U/ & /(
3 C- Olgun miRNA (3p) G C/G/
~G-c-C~

Sekil 1.2 let-7d miRNA’ sin1 kodlayan pre- miRNA sag tokasi yapisi.

pre- miRNA lokuslar1 yaklagik 70 b¢ uzunlugundadir. Kanonik miRNA islenmesi,
Drosha benzeri RNaz III tarafindan pri-miRNA kok-ilmek yapilarinin taninmasi ve
kesilmesi ile gerceklestirilmektedir (Lee vd., 2002). Drosha, ¢ift sarmalli RNA’ya
baglanan protein olan Pasha/ DGCR8 (DiGeorge Sendromu Critical Region 8) ile bir
kompleks olusturarak islev sergilemektedir (Gregory vd., 2004).pre- miRNA’nin ilk
sindiriminden olusan ilkin heliks, RanGTP’ye bagl bir sekilde Eksportin5 tarafindan
¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilmaktadir (Bohnsack vd., 2004). Sitoplazmada pre-
miRNA, TRBP (insan Immiin Yetmezlik Viriisii Transaktivasyon Tepkisi RNA-
Baglama Proteini) dahil olmak iizere diger proteinlerle bir kompleks i¢inde hareket
eden baska bir RNaz III benzeri enzim olan Dicer tarafindan kesilmektedir. Bu
kesimin sonucunda, olgun miRNA ve miRNA* molekiiliinii (sirasiyla kilavuz iplik

ve yolcu iplik olarak da bilinmektedir) iceren yaklasik 22 b¢ uzunlugunda gift iplikli



bir dubleks olusmaktadir. Bu dubleks, RNaz ailesinin karakteristik 6zelligi olan,
genellikle 5 hidroksil grubu igeren 2 baz uzunlugunda 3 ¢ikintilara sahiptir
(Grishok vd., 2001; Hutvagner vd., 2001). Her 6nciilde, dubleks ipliklerden sadece
birinin islevsel olarak Ago ailesinin bir proteini olan Ago2’ ye yiiklenecegi
varsayilmaktadir (Matranga vd., 2005). Bu yiikleme, olgun miRNA (klavuz iplik) ile
degrede  miRNA* (yolcu iplik) arasindaki ayrimi saglamaktadir. Dizileme
uygulamalariyla, dupleksteki hangi ipligin protein kompleksine dahil edileceginin
hiicresel kosullara bagli olarak degisebilecegi bulunmustur (Marco vd., 2010; Li vd.,
2012). Dicer / TRBP kompleksi tarafindan kesilmesinden sonra olgun miRNA, daha
sonra RISC kompleksinin (Sontheimer, 2005) diger unsurlariyla beraber Ago2’ ye
yiikklenmektedir. Sonrasinda, miRNA dubleksinin miRNA* (yolcu iplik) kolu
genelde degrede olurken, olgun miRNA (kilavuz iplik) Ago’ ya bagli kalmakta ve
hedef tanimaya aracilik etmektedir.

Bu siire¢ anlasilmaya c¢alisilirken, bilim insanlarini 6nemli bir soru isareti
beklemektedir. Bunlardan ilki, Dicer kesiminden sonra olusan yaklasik 22 bg¢’ lik
dubleksin hangi ipinin RISC kompleksine (olgun miRNA dizisi) dahil edilecegini ve
hangi ipligin degredasyon i¢in hedeflenecegini (yildiz dizisi) tahmin etmek giincel
bilgilerle pek de miimkiin degildir. Sekansin 5° ucunun gorece kararliliginin bir rol
oynayacagina dair bazi kanitlar bulunmaktadir (Jazdzewski vd., 2008; Sun vd.,
2009). Yine de bu bulgular, hangi iplik¢igin dahil edilecegini tahmin etmede yeterli
dogruluk saglamaz. Giincel g¢alismalarda, iplik secimi ile hedef kullanilabilirligi
arasinda bir korelasyon olduguna dair kanitlar bulunmustur (Chatterjee vd., 2011).
Bu modelde, her iki sarmalin da benzer bir sekilde fonksiyonel olma olasiliklarina
sahip oldugu, bununla birlikte potansiyel bir hedef bolgesinin varligr, miRNA’ nin
degrede olmadan korunmasini saglayarak, dizileme ¢alismalarinda daha sik
yakalanmasina neden oldugu iddia edilmektedir. Her iki iplik de islevsel
olabildiginden, pre-miRNA heliksinin hangi kolundan olgun dizinin {iretildigini
gosteren ve onceki miRNA* agiklamasini gegersiz kilan yeni bir adlandirma semasi
tasarlanmistir.  MiRBasel9> un (Kozomara ve  Griffiths-Jones, 2011)
yaymlanmasindan itibaren, tiim olgun formlar heliksinin 5 kolundan tiretiliyorsa 5p,
3" kolundan iiretiliyorsa 3p olarak adlandirilmaktadir.

Yiikleme stireci ve RISC olusumu tiirler arasinda kismen farklilik sergilemektedir
(Yoda vd., 2010). Bu protein kompleksi miRNA ile yiiklendiginde, hedef tanimadan,

hedef transkriptin etkisiz hale getirilmesinden veya degredasyonundan sorumludur.



Isleme siireci hakkindaki literatiir verisinin artmasiyla, bazi miRNA ailelerinin
kanonik olmayan bir sekilde islendigine dair istisnalar da bildirilmistir. Ornegin,
MIRNA yalnizca intronik bir diziden olusuyorsa, pre-miRNA ekleme islemi
kullanilarak Drosha’ dan bagimsiz bir sekilde olusturulabilmektedir (Okamura vd.,
2007; Ruby vd., 2007). Bir diger istisna ise, miR-45" in Dicer kesimi adiminin Ago2
ile eslenikli gergeklestirilebileceginin rapor edilmesiyle elde edilmistir (Cheloufi vd.,
2010; Cifuentes vd., 2010).

1.1.3.1. miRNA’ larin Gen ifadesi Uzerine Etkisi

Her ne kadar baslangicta C. elegans’ taki gelisim zamanlamasini diizenledigi tespit
edilmis olsa da, yakin gegmiste mMiRNA’ larin potansiyel etki araliginin daha genis
oldugu ortaya c¢ikmistir. Cogu biyolojik islem sinifin1i kapsayan insan protein
kodlayan genlerinin %30’ undan fazlasinin miRNA’ lar i¢in hedef bolgelere sahip
oldugu tahmin edilmektedir (Lewis vd., 2005). Daha sonra, dokuya 6zgli miRNA’
larin (miR-1 ve miR-124), mikroarray yontemi kullanilarak HeLa hiicrelerinde
transfekte edilmesiyle, bu miRNA’ larin asir1 ekspresyonu sonucunda yiizlerce genin
ekspresyon profillerinin degistigi saptanmistir (Lim vd., 2005).

Gen ifadesinin diizenlenmesinde miRNA’ larn etki profilleri 6zetlenmis (Bartel ve
Chen, 2004) ve ii¢ ana model Onerilmistir: anahtar benzeri etkilesim, ayarlama
etkilesimi ve notr etkilesim. Anahtar gibi hareket ederek etki gdsteren bir miRNA
ornegi, lin-4’ {i baskilayan gelistirme diizenleyicisi let-7° dir. Ayarlama etkilesimi,
hedefin hiicre iginde optimal bir seviyede tutulmasi gereken ancak ortadan
kaldirilmamasi gereken bir etkilesim olarak tanimlanabilmektedir. miRNA, protein
translasyonunu azaltma gorevi gormektedir, ancak hiicrede hala aktif bir protein
havuzu bulunmaktadir. Son olarak, nétr etkilesimler, onemli bir biyolojik rol
oynayacagi varsayllmayan etkilesimlerdir. Bu bolgeler, normalde secici baski altinda
olmadiklari i¢in diger miRNA/ hedef etkilesim tiplerine katilan hedef bolgeler kadar
korunmaz (Bartel ve Chen, 2004).

miRNA hedef bolgelerini etkileyen secilim baskisi farklilik sergileyebilmektedir.
Notr olarak evrimlesen miRNA hedef bolgelerinin yani sira, saflastiric1 ve pozitif
secilim ile evrimlesme de gozlenebilmektedir. Saflastirc segilimin, miRNA ve hedef
arasindaki eslesmenin korunmasinin elzem oldugu, 6nemli bir fonksiyonel sinirlama

iceren korunmus hedef bolgeler iizerine islemesi beklenir. Tersine, bazi



transkriptlerin miRNA’ lar i¢in potansiyel hedef bdlgelerin olusumuna karst giiclii
bir saflastiric1 secilim baskisi sergiledigi de gosterilmistir (Farh vd., 2005). Anti
hedefler olarak adlandirilan bu hedefler, 6zellikle yiiksek ifade ve doku 6zgulligi
gosteren MIRNA’ lar igin belirleyicidir.

Her miRNA ailesinin biyolojik islevi, hedeflerine baglidir. Baslangicta miRNA’ larin
hedeflerinin belirlenebilmesi igin, klasik mutasyona dayali ¢aligmalar sonucunda elde
edilen fenotipik profiller analiz edilerek hedef tamimlamasi yapilabilecegi
ongoriilmiistiir. Sonrasinda, C. elegans’ ta yapilan bir ¢alismada, miRNA’ larin
oldukca azinin mutasyon {izerine saptanabilir fenotiplere sahip oldugu gosterilmistir
(Miska vd., 2007). Bu, miRNA’ larin fenotipte kendini géstermesi i¢in miRNA’ nin
silinmesine ek olarak genelde spesifik bir strese ihtiyag duyan gen ekspresyonunun
ince ayarlayicilar1 oldugu varsayimiyla agiklanmistir. Ayrica, miRNA’ nin etki
kapsaminin organizma igindeki az sayida hiicreye 6zgii olmasi muhtemeldir ve bu da
tespitini zorlastirmaktadir. Mutasyon caligsmalariyla miRNA’ larin fonksiyonlarinin
deneysel olarak tahmin edilememesi nedeniyle tamamen hesaplamali hedef
tahminine dayandirilmasinin birka¢ potansiyel sorunu bulunmaktadir. Hedef
tahminindeki kirlilik, belirli fonksiyonel siniflar i¢in istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde etmeyi zorlastirmaktadir. Ayrica bu smiflar siklikla gen ontolojisine
(GO) gore tanimlanir. Bu, bazt miRNA’ larin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde,
ontoloji iginde tamimlanan smiflara uymayan g¢esitli hiicresel islevlere sahip

olabileceginden bazi zorluklar ortaya ¢ikarabilmektedir.
1.1.3.2. miRNA Hedefleme ve Ozgiilliik

MiRNA-hedef etkilesiminin ¢ogunlugu, genlerin 3'UTR bdlgelerine baglanma
yoluyla gergeklesirken (Lewis vd., 2005), protein kodlayan genlerin ekzonlarina
(Lewis vd., 2005; Tay vd., 2008) ve 5° UTR bolgelerine de baglanma igin drnekler
mevcuttur (Lee vd., 2009). Bununla birlikte, ekzonlara ve 5 UTR bolgelerine
hedeflenme daha nadirdir ve bu bolgelere etki eden ribozomlarin RISC kompleksi ile
rekabet edecegi ve miRNA aracili diizenlemenin etkisini azaltacagi varsayilmistir
(Bartel, 2009). Bir miRNA ile yiiklenmis RISC kompleksinin hedef transkripte
baglanmasinin bir¢ok etkisi olabilir. Tipik olarak hedef transkriptin translasyonu,
ribozomal diislis ve yeni olusan peptidin degredasyonuna neden olarak, ribozom

diizenegini bloke ederek veya baslatma islemi engellenerek inhibe edilebilir. Ayrica,



hedef mRNA adenillenebilir, 5° basligi kaldirilabilir ve bdylece degradasyon igin
isaretlenebilir (Giraldez vd., 2006; Fabian vd., 2010). Bu yollarin herhangi biri
kullanilarak gergeklestirilen miRNA aracilikli post- transkripsiyonel gen susturma
prosediirii RNAi (RNA interferansi) olarak adlandirilmaktadir ve 1998’deki
yayinlariin bu siireci isaret ettiginin farkedilmesi nedeniyle Andrew Fire ve Craig
C. Mello’ya 2006 Nobel Fizyoloji ve Tip odiiliinii kazandirmustir (Fire vd., 1998).
mMIiRNA ile gen ifadesinin diizenlenmesinin olasi, genel etkisi transkripsiyonun
inhibe edilmesi iken, insan hiicre kiiltiiri sisteminde miRNA’ lar tarafindan
transkripsiyonun aktive edildigine dair ¢alismalar da bulunmaktadir (Vasudevan vd.,
2007).

MiRNA tabanli diizenlemenin bir baska yonii, hedef bolgelerin her zaman bagimsiz
olmamasidir (Doench ve Sharp, 2004). iki hedef bdlge birbirinden 8§ ila 40 niikleotid
uzaklikta konumlandirildiginda, bu bolgeler isbirligi iginde etkilenecek ve iki
bolgenin bagimsiz olarak hedeflenmesine gore daha dramatik etkili bir gen
diizenlenmesine neden olacaktir (Grimson vd., 2007).

MIRNA- hedef tanimasinin, genellikle, hedef transkriptin 3° UTR’ sinde bulunan
hedef bolge ile Watson-Crick bagi olusturan miRNA’ nin merkez etkilesim bolgesi
(seed dizileri) (5" ugtan 2 ile 8. niikleotid arasinda kalan dizi) arasinda gergeklestigi
varsayllmaktadir. MiIRNA’ nin hedefine miikemmel bir sekilde tamamlayici oldugu
durumlarda, miRNA, genin gecici inhibisyonuna neden olmak yerine hedef
transkriptin degredasyonuna neden olan bir SiRNA gibi davranmaktadir. Bu
inhibisyon mekanizmasinin bitki miRNA’ larinda yaygin oldugu ve bazen dogrudan
kodlama bdlgesini hedefledigi goriilmektedir. Baslarda hayvan miRNA’ larinda
dogrudan hedef degredasyonunun nadir oldugu diisiintiliirken, gliniimiizde ise
diistiniilenden daha yaygin oldugunu gosteren bulgular bulunmaktadir (Pillai vd.,
2007). miRNA’ nin ilk niikleotidi, miRNA’nin argonaute-2 (Ago2) proteinine
yiikklenmesine aracilik ediyor gibi goriinse de, mutlaka hedef bdlgeye eslenik olmak
zorunda degildir. Bu pozisyonda bir urasil bazina sahip olan miRNA’ larin diger
bazlara sahip olanlara gore, ilk niikleotidde Watson-Crick dis1 eslesme sergileyerek
trankript hedeflerinin inhibisyonunda daha etkili oldugu diistiniilmektedir (Baek vd.,
2008).

Olgun MIRNA’ nin 3" ucunun islevsel rolii halen tartisilmaktadir fakat bazi
durumlarda daha zayif olan mMIRNA-hedef eslesmelerini telafi edebilecegi

varsayllmigtir (Bartel ve Chen, 2004). Hedef tahmin algoritmalarindaki yanlis pozitif



bulgular1 azaltmak i¢in, daha uzun c¢ekirdek eslesmeleri gerektiren ve c¢ekirdek
bolgedeki G:U ciftlerini olusturan etkilesimler hari¢ tutularak varsayilan hedef
bolgelerin filtrelenmesi onerilmektedir (Friedman vd., 2009). Bu kriterlere gore
filtrelenen bazi hedef etkilesimlerin islevsel oldugu da gosterilmistir (6rnegin, let-7 /
lin-41 diizenlenmesi) (Brennecke vd., 2005). Hedef bulma algoritmalari igin tiirler
arasinda benzerlik ve korunmuslugu kullanmak da, yanlis pozitiflerin sayisini
azaltmaya yardimci olmaktadir. Biyolojik olarak ilgili lokuslarin, korunmamis
varsayilan hedef bolgeler ile karsilagtirlldiginda, saflastirict secilim altinda olma ve
dolayistyla biyolojik olarak aktif bir hedef bdlge olma ihtimalinin daha yiiksek
oldugu varsayilmaktadir. Ote yandan, korunmamis tahmini hedef bolgelerin islevsel
olabilecegi de bazi ¢caligmalarda gosterilmistir (Farh vd., 2005; Ellwanger vd., 2011).
Zamanla ¢ok sayida miRNA tanimlanmasiyla, miRNA sentezi i¢in aday lokuslarin
ve miRNA’ larin olasi hedeflerinin hesaplamali olarak bulunmasi yoluna gidilmistir.
Bunun i¢in, alternatif biyoinformatik yoOntemler bir araya getirilerek deneysel

tekniklerin pahali ve zaman alici isleyisinden kaginilmustir.

1.1.4. miRNA’ lar1 kodlayan genomik bolgeler

mIiRNA’ larin kodlandigi bélgeler, genom boyunca rastgele dagilmamaktadir.
MIRNA’ larin genom i¢inde tamimlanmis kiimelerden olusan polisistronik
transkriptler olusturabildigi erken donemde kesfedilmistir (Lagos-Quintana vd.,
2003). Cogunlukla kiimelerin, var olan bir miRNA lokusunun kopyalanmasiyla
olustugu bulunmustur. Bununla birlikte, farkli genomik konumlarda paraloglara
sahip birgok miRNA ailesi tanimlanmistir ve ayrica ¢ok cesitli miRNA aileleri igeren
miRNA kiimeleri de bulunmaktadir (Olena ve Patton, 2010). Bu lokuslar, birkag
farkli genomik organizasyon modelinde bulunabilmektedir (Sekil 1.3). miRNA
lokuslari intergenik olabilecegi gibi, monosistronik veya polisistronik transkriptlerde
de kodlanabilmektedir. Ayrica protein kodlayan genlerin intronlarinda da siklikla
bulunmaktadirlar. Nadir durumlarda miRNA’ lar protein kodlayan genlerin
ekzonlarinda da bulunabilmekte (Rodriguez vd., 2004) veya diger kodlamayan RNA

siniflarindan koken alabilmektedir.
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Sekil 1.3 miRNA lokuslarinin olasi genomik organizasyonu. intergenik miRNA
lokuslar1 yesil, intronik miRNA’ lar mavi ile gosterilmistir. Daha nadir
durumlarda, miRNA lokuslar1 bir ekzon (gri) i¢inde veya intronun

tamami1 (miRTron) olarak bulunabilir.

Genomik miRNA kiimeleri nispeten kiiciik olma egilimindedir ve nadiren bes veya
altidan fazla farkli lokus igermektedir. Insanda 14. kromozom, alti farkli miRNA
ailesine ait 37 miRNA lokusu icererek, bir¢ok tir arasinda korunmus, bilinen en
bliyiik miRNA lokusu kiimesini icermektedir. Bir diger 6rnek de, insanda 19.
kromozomda bulunan ve primatlarda korunmus olarak bulunan miRNA kiimesidir.
Tekrarli dizilerden transkribe edilen miRNA’ lar, genom boyunca farkli bolgelerde
duplike halde (6rnegin, miR-427 ve miR-430) bulunabilecekleri gibi neredeyse
rastgele bir sekilde de yayilabilmektedir (6rnegin, mMiR-548). Birka¢ miRNA
ailesinin, 6zellikle memeli tiirlerinde tekrarli elementlerden tiiretildigi gosterilmistir

(Piriyapongsa ve Jordan, 2007; Borchert vd., 2011).

1.1.5. miRNA evrimi

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla farkli organizmalarin
genomlar1 oldukg¢a kisa siirede dizilenebilmektedir, boylece, MRNA ve miRNA
transkriptomlar ile ilgili veri miktar1 da hizla artmaktadir. Literatiirde miRNA’ larin
ve diger kiicik diizenleyici kodlamayan RNA’ larin evriminin birka¢ yoni
bildirilmis olsa da, (Tanzer ve Stadler, 2004, 2006; Hertel vd., 2006; Murphy vd.,
2008) bu galismalar kiigiik 6lgekli, birka¢ yakin akraba tiir i¢in az sayida miRNA
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ailesinin evrimini anlamaya c¢alismaktadir. Yine de, asagida birka¢ farkli agidan

miRNA evrimine bagliklar halinde deginilmistir.
1.1.5.1. miRNA biyogenezinin evrimi

miRNA isleme mekanizmasinin farkli Ggeleri farkli  evrimsel Oriintiiler
barindirmaktadir. miRNA isleme mekanizmasinin igerdigi proteinlerin ¢ogu kiigiik
diizenleyici RNA islemeyle ilgili olmasa da, prokaryotlarda da bulunmaktadir.
Bununla birlikte, bu proteinlerin aktif merkezlerinin bakteri ve arkealarda zaten
mevcut oldugu kabul edilmektedir (Shabalina ve Koonin, 2008).

Birgok basit 0karyot, RNAi mekanizmasini aktif sekilde kullanmasa da, isleme
mekanizmasinin proteinlerini koruyor gdriinmektedir. Ilging bir sekilde, kanonik
miRNA’ lar mantarlarda saptanmamistir (Drinnenberg vd., 2009). Boylece, RNAI
mekanizmasiin bir maya tiirii olan Schizosaccharomyces pombe’ deki roliinii
anlamak i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Dicer proteini igin yapilan c¢aligmada, fisyon
mayasi olarak da bilinen S. pombe’ nin hayatta kalmasi i¢in elzem olmasa da, Dicer
protein sentezinin inhibe edilmesinin yavas biliyiimeye, anafaz sirasinda
kromozomlarin gecikmesine ve sentromerik tekrarlarin susturulmamasina neden
oldugu anlagilmistir (Provost vd., 2002). Dicer’ in, RNA dublekslerini yaklasik 22 bg
fragmanlara kesmesinin RNAI isleme yolaklarindaki bilinen rolii, mayada korunmus
gibi goriinmektedir (Dang vd., 2011). Ayrica, fisyon mayasina insan Dicer’ mnin
aktarilmasiyla, evrimsel olarak korunmus bir islevi destekleyerek, mayanin endojen
Dicer delesyonundan kismen ka¢indig1 da gosterilmistir (Provost vd., 2002). Fisyon
mayasinda, bu proteinin sentromerlerde ve lokuslarda heterokromatin olusumu ve
siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadigi saptanmistir ve bu proteinin kaybi
sentromerlerdeki kohezin kaybi ile iliskilendirilmektedir (Hall vd., 2003). Ago
proteininin restriksiyon aktivitesinin bu siiregte anahtar rol oynadigi da gésterilmistir
(Zofall ve Grewal, 2006). Dicer mRNA’ sin1 eksprese eden tiirler genellikle tek bir
Dicer kodlama genine sahiptir. Tuhaf bir sekilde, filogenetik agagta
eklembacaklilarin  ayrimindan sonra, iki Dicer homologuna sahip tiirler
goriilmektedir. Drosophila melanogaster’ de yapilan arastirmalar, Dcrl proteininin
miRNA iglemesinden sorumlu goriindiiglinti, ancak dsRNA islemesi i¢in gerekli

olmadigini gosterirken, Dcr2 proteini zit fenotip sergilemektedir (Lee vd., 2004).
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Pasha/DGCRS8 proteini, dogrudan, bire bir ortolog iliskiye sahip miRNA isleme
yolunun birkag bileseninden biri gibi goriinmektedir. Farkli paraloglar, baliklar gibi
omurgali gruplarinda saptanmistir ve biliyiik 6lcekli protein kopyalarindan ortaya
cikmistir. Ago proteinlerinin  bitkilerde genis taksonomik kategorilerde temsil
edilmesi gibi, Pasha/DGCRS8 proteini de sinirli evrimsel zaman araliklarinda bazi
tire 6zgili degisiklikler igermektedir (Mallory vd., 2009).

Eksportin ailesi proteinlerinden birinden yoksun organizmalar, ncRNA ailelerinin
taginmasina izin vererek protein 6zgilliigiinii esnetiyor gibi goriinmektedir (Murphy
vd., 2008).

miRNA isleme enzimleri verileri kullanilarak olusturulan filogenetik agaclar genel
olarak, bitkilerin ve hayvanlarin gruplar temelinde spesifik adaptasyonlar gelistirdigi
fikrini desteklemektedir. Bir deuterostom olan Ciona intestinallis, miRNA isleme
enzimlerinin her birinin tek bir kopyasina sahiptir. Genellikle diger tiirlerde ¢oklu
genomik kopyalarda bulunan Ago proteinin durumu bu tiirde oldukca dikkat
¢ekicidir: C. intestinallis’ in Ago dizisi, omurgalilardaki Ago ortologlarinin atas: gibi
gorinmektedir (Murphy vd., 2008). Diger organizmalarda bulunan farkli Ago
paraloglarinin ayrigsmasi ve farklilasmasi, tam olarak bilinmeyen belirli fonksiyonlara
sahip baska kodlamayan RNA simiflar1 olabilecegini isaret etmektedir (Ender ve
Meister, 2010). Tim bu enzimlerin molekiiler fonksiyonlarinin karakterizasyonu
konusundaki ¢alismalar devam etmektedir. Bu proteinlerin evrimi ve miRNA/
siRNA yolaginin disindaki fonksiyonlar1 hakkinda bazi ilging bilgiler vermesi

muhtemeldir.
1.1.5.2. miRNA Genomik Organizasyonun Evrimi

Mevcut dizileme verileri hizla artsa da, genis bir tiir yelpazesinde miRNA’ larin
genomik organizasyonuna ve evrimsel iligkilerine dair genel bir bakis agisi heniiz
olusturulamamis ve dolayisiyla ¢ikarsamalar yapilamamaktadir. Onceki ¢alismalarin
¢ogu, kiiciik bir tir havuzunda belirli miRNA kiimelerine odaklanarak
gerceklestirilmistir (Olena ve Patton, 2010). Bir miRNA kiimesi genellikle tek bir
pri-miRNA olarak kopyalanmakta, bu nedenle tiim tiyeleri birlikte transkribe olup,
muhtemelen benzer biyolojik islevlere katilmaktadir (Ooi vd., 2011). Dolayisiyla,
halihazirda var olan kiimelerde yeni miRNA’ lar ortaya ¢ikarsa, bunlar 6nceden

tanimlanmis bir ifade modeline sahip olacak ve hiicresel diizenleyici aga daha kolay
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entegre edilebilecektir. Yukarida, miRNA Biyogenezi basligi altinda bahsedildigi
tizere, miRNA repertuarinin gelisimi statik bir siire¢ olmaktan uzaktir. Pek cok
mMiRNA, benzer zamanlarda farkli tiirlerde ortaya ¢ikmis gibi goriiniirken,
miRNA’larin oransal olarak daha azi belirli tiirlerde kaybolmus gibi goriinmektedir.
Mevcut miRNA kiimeleri igindeki bolgesel tekrarlar, yeni miRNA paraloglarinin
olusturulmasi i¢in evrimsel siireglerin {izerine isleyebilecegi bir materyaldir.
Evrimsel bir iliskinin basarili bir sekilde analiz edilebilmesi i¢in, belirli miRNA
ailelerinin iyeleri arasinda kesin homoloji baglantilarinin olmasi beklenmektedir.
Evrimsel degisiklikler, ayni kiime icindeki bolgesel tekrarlardan tiim kiime
tekrarlarina kadar cesitli sekillerde ortaya cikabilmektedir. Bazi1 miRNA ailelerinin
tekrarlayan dizilerden tiiretildigi de bilinmektedir. Bunlar, genom boyunca ¢esitli
paternlerde yayilmaktadir ve bu da gen diizeni analizini zorlastirmaktadir. Bazi
durumlarda ise, bir dizi bolgesel tekrarlardan tiiretilen tim tekrarlar bir arada
kiimelenmis gibi goriinebilmektedir (6rnegin, dre-miR-430). Tekrarli dizilerden
tiretilmis miRNA’ lar i¢in kesin bir evrimsel senaryo ¢ikarsamanin gii¢ olmasi
nedeniyle, bu miRNA’ lar genellikle evrimsel iliski analizlerinin disinda
tutulmaktadir. Bu fenomenlerin ve genel olarak miRNA kiimelerinin korunmasinin
dikkatli bir sekilde arastirilmasi, miRNA genomik organizasyonunun evrimsel
korunmusluguna ve yeni lokuslarin mevcut miRNA diizenleyici aga entegre olma

yollarina iligkin 6ngorii saglayabilecektir (Bartel, 2018).
1.1.5.3. Intra-Spesifik miRNA Evrimi

Mutasyonlar, kendilerine hangi siirecin neden olduguna ve genom {iizerindeki
etkilerine bagl olarak farkli kategorilerde gerceklesebilmektedir. Bu kategorilerden
ilki, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak da adlandirilan, nokta mutasyonlar1 ya
da in-del (insersiyon- delesyon) mutasyonlaridir. Bir diger mutasyon kategorisinde
ise daha biiyiikk genomik degisimler gbézlenmektedir, bunlar tiim genom yeniden
diizenlemeleri, gen kazanimlari veya kayiplaridir. Bu mutasyonlar, SNP’ lerden daha
nadirdir ancak genellikle daha dramatik etkilere neden olmaktadir. Her iki mutasyon
kategorisi i¢in de, mutasyonlarin etkileri, secilim giicleri ile kontrol edilmektedir.
Negatif secilim olarak da bilinen saflagtirict segilim, zararli mutasyonlarin

populasyondan uzaklastirilmasina karsilik gelmektedir. Pozitif segilim ise, avantaj
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saglayan mutasyonlarin populasyonda frekansinin artmasini saglamaktadir (Brest vd,
2011).

Konumuna bagl olarak, bir miRNA lokusundaki bir SNP, bir dizi farkli etkiler
olusturabilmektedir. Mutasyonlarin en dramatik etkiye sahip olani ise, olgun bir
MIRNA’nin merkez etkilesim bdlgesinde agiga ¢ikan ve MiIRNA’ nin diizenledigi
hedef kiimesini énemli ol¢iide degistirme potansiyeline sahip olan mutasyonlardir.
Olgun dizinin diger bolgelerindeki SNP’ ler, muhtemelen miRNA’ nin hedef
bolgelerine baglanma afinitesini degistirmekte, ancak potansiyel olarak daha az
zararli olmaktadir. Pre-miRNA’ larin olgun miRNA olusturanlar disindaki
kisimlarinda olusan mutasyonlar, heliksin yapisal stabilitesini degistirebilir ve bu da
potansiyel olarak miRNA islenmesini etkileyecektir. miRNA lokuslarini etkileyen
¢ogu mutasyonun degredasyona neden olma olasilig1 yiiksek olsa da (Jazdzewski vd.,
2008), miRNA lokuslarindaki bazi mutasyonlar avantajli gorinmektedir ve pozitif

secilim isaretleri gostermektedir (Quach vd., 2009; Hu vd., 2012).

1.1.6. Hayvan ve bitkilerde miRNA” lar

Islevsel olarak benzer olsalar da, miRNA’ larin bitkilerde ve hayvanlarda islenmesi
ve etki mekanizmalari gesitli farkliliklar igermektedir. Bitkilerde, her miRNA sag
tokasinin uzunlugu oldukc¢a degiskendir ve 70 ila yiizlerce niikleotit arasinda
varyasyon sergilemektedir. Bununla birlikte, hayvanlarda her bir miRNA lokusu
sadece bir olgun miRNA / degrede miRNA dubleksi olusturma egilimindeyken, bazi
bitki miIRNA’ lar1 ayn1 heliksten ¢oklu dubleksler iiretebilmektedir (Voinnet, 2009;
Axtell vd., 2011). miRNA’larin uzunluklarinda gozlenen farkliliklara benzer olarak,
isleme mekanizmalar1 da farkliliklar sergileyebilmektedir. Ornegin, Arabidopsis
thaliana, bir Drosha homologuna sahip degildir. Bunun yerine, fonksiyonel miRNA
olgunlasma adimlar ¢ekirdekte ve DCLI1 tarafindan gergeklestirilir (Kurihara ve
Watanabe, 2004). Olgun miRNA/ degrede miRNA dubleksi, bir Eksportins
homologu olan HASTY tarafindan sitoplazmaya iletilmektedir. Sitoplazmada, olgun
miRNA Agol’e yiiklenmektedir. Hayvanlarin aksine, bitkilerde hedefin
degredasyonu genellikle Ago’ nun restriksiyon aktivitesi ile gergeklestirilir. Ayrica,
hayvanlardaki miRNA hedef bolgeleri ¢ogunlukla transkriptlerin 3° UTR’ siyle
sinirli olsa da, bitki miRNA’ lart siklikla protein kodlayan bolgeleri (ekzonlari)

dogrudan hedeflemektedir.
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MIRNA aracilikli gen ifadesinin diizenlenmesi de iki grup arasinda farklilik
gostermektedir. Insan transkriptlerinin %30’ unun mMIiRNA’ lar tarafindan
hedeflendigi tahmin edilmektedir. Buna karsin, A. thaliana transkriptlerinin %1’
inden daha azinin miRNA’ lar tarafindan hedeflendigi saptanmistir (Fahlgren vd.,
2007). Bitki ve hayvan miRNA’ larinin bagimsiz olarak evrimlestigi diisiiniilse de,
bitkiler ve hayvanlar tarafindan paylasilan miRNA’ lar da bulunmustur (Arteaga-
Vazquez vd., 2006). Bu miRNA’ lar arasinda en bilinen ve ilgi ¢ekeni insanda
bulunan piring miRNA” laridir (Zhang vd., 2012).

1.2. Boceklerde miRNA’ lar

Yillar boyunca bircok calisma ¢esitli boceklerin miRNA profillerini agiklamaya ve
bu miRNA’larin gelisim ve konak-mikroorganizma etkilesimleri gibi g¢esitli
islevlerdeki rollerini aydinlatmaya odaklanmistir (Aravin vd., 2003; Mead ve Tu,
2008; Yu vd., 2008; Chawla ve Sokol, 2011). Bocek biyolojisindeki diger alanlarla
karsilastirildiginda, miRNA’ larin bocek gelisimindeki rolii, esas olarak hayvanlarin
gelisimindeki korunmus fonksiyonlar1 nedeniyle olduk¢a dikkat c¢ekicidir.
Boceklerde ilk olarak miRNA ¢alismalart yapilan tiirler sunlardir; Drosophila tiirleri
(Stark vd., 2007), Hymenoptera takimina ait tiirler olan; Apis mellifera (Behura ve
Whitfield, 2010), Nasonia giraulti, N. longicornis ve N. vitripennis (Weaver vd.,
2007; Wei vd., 2010), Diptera takimina ait 3 sivrisinek tiirii olan; Aedes aegypti,
Aedes albopictus (Behura ve Severson, 2012), Anopheles gambiae, Culex
quinquefasciatus (Winter vd., 2007; Skalsky vd., 2010), Acyrthosiphon pisum
(Legeai vd., 2010), Bombyx mori (He vd., 2008), Heliconius melpomene (Surridge
vd., 2011), Locusta migratoria (Chi vd., 2011), Tribolium castaneum (Luo vd.,
2008), Blattella germanica (Cristino vd., 2011), Spodoptera litura (Rao vd., 2012)
ve kahverengi bitki zararlis1 Nilaparvata lugens (Chen vd., 2012) bu alanda ¢alisilan
tirlerden bazilaridir. Elde edilen miRNA’ larin karakterizasyonu ve hedef gen
dizilerinin saptanmasi ¢alismalar1 hala devam etmektedir. miRNA’ lar, boceklerde
kodlamayan transkriptlerden, intronlardan ve hatta kodlama bdlgelerinden
kodlanabilmektedir. Genel olarak miRNA biyogenezi diger dkaryotlardakine benzer
olsa da bazi farkliliklar igerebilmektedir. Ornegin, Drosophila’da gosterildigi gibi,
olgun miRNA’ ya doniismeyecek olan 3~ veya 5 mMIRNA, diizenleyici bir
fonksiyona sahip olabilmektedir (Okamura vd., 2008; Czech vd., 2009). Gen
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ifadesinin inhibe edilmesindeki rollerine ek olarak, Ago proteinlerinin miRNA
stabilitesini arttirdig1 da gosterilmistir (Winter ve Diederichs, 2011).

Baslangigta, miRNA’ larin hedef sekanslarinin sadece hedef mRNA’ larin 3° UTR’
sinde bulundugu diisliniilmiistiir. Bununla birlikte, toplanan veriler, hedef sekanslarin
acik okuma c¢ergevesi ve 5 UTR ile 3° UTR arasinda konumlanabilecegini
disiindiirmektedir  (Bartel, 2009; Rigoutsos, 2009). miRNA-hedef baz
eslestirmesinde, MiIRNA merkez etkilesim bolgesinin mRNA ile tamamlayiciliginin
onemli olduguna inanilmaktadir, ancak bunun genel bir kural olmadigini gdsteren
birkag calisma da bulunmaktadir (Didiano ve Hobert, 2006). Her miRNA, bir ila
birkag genden mRNA’ lar1 hedefleyebilmekte ve bazen bir mMRNA’ da birden fazla
hedef bolge bulunabilmektedir (Brodersen ve Voinnet, 2009; Shin vd., 2010). Bir
hedefle miRNA etkilesiminin sonucu, mRNA degredasyonundan (Hussain ve Asgari,
2010), translasyonun bastirilmasindan (Zdanowicz vd., 2009), hedef transkript
diizeylerindeki artiglara (Hussain vd., 2012a) kadar degismektedir. Ilging bir sekilde,
degisken 3'UTR’ lere sahip bir mRNA’ nin farkli tiirleri, embriyodaki farkli
bolgelerde, farkli dokularda bir genin diferansiyel ifadelenmesine izin veren farkli
miRNA hedef bolgeleri setleri ile iiretilebilmektedir (Thomsen vd., 2010).
Boceklerde, gelisim siireglerini  ve sinir sistemi gibi sistemlerin gelisimini
diizenleyen birka¢g korunmus miRNA vardir. Bu miRNA’ lardan bazilar1 detayli
olarak calisilmis ve biiyiik Ol¢iide aydinlatilmistir. Bunlarin her birinin 6nemli
fonksiyonlar1 vardir ve yokluklar1 6nemli siirlamalara neden olabilmektedir. Bu
mMIRNA’ lardan bazilari, hedeflendikleri genler ve gen ifadesine olasi etkileri Cizelge
1.1’ de verilmistir. Bazi miRNA’larin hedefleri bulunamasa da, hiicre kiiltiirii
calismalariyla bazi yolaklar1 etkiledikleri saptanmistir. Bununla birlikte bazi
miRNA’larin da dizileme c¢aligmalariyla hangi genleri hedefledikleri bulunabilmis

fakat olast etkilerinin belirlenebilmesi i¢in ek calismalara ihtiya¢ duyulmustur

(Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1 Bocek gelisimiyle ilgili detayli caligmalarla bulunmus temel miRNA’ lardan bazilart ve hedefledikleri genler ile olasi etkileri.

Gelisim

evreleri Referanslar mMiRNA Olas: etkisi Etkiledigi gen/genler
(Livd., 2009) miR-7 yan, enhancer of split (E(spl))
(Loya vd., 2009) miR-8 r ) o atrophin, enabled (ena)
X s Eksikliginde/yoklugunda, ndrodejenerasyon, ndral kimlik ve

(Y. Livd., 2006) miR-%a farklilagma eksikligi, noromiiskiiler kavsaklarda anormal sinaptik senseless (sens)
(F. Liu vd., 2012) miR-34 aktiviteler, daha kisa omiir ve diger gelisimsel ve davranigsal kusurlar

Nérogenez , anachronism (ana), saxophone (sax), wishful
(K. Sunvd., 2012) miR-124 thinking (wit), Mad, thickveins (tkv), Medea
(Tsurudome vd., 2010) miR-310-313 Khe-73
(M. Yang vd., 2008) bantam Akt kinase
(Y. C.Wuvd., 2012) let-7 chinmo
(Qian vd., 2011) miR-1 Llsifrii?’ hizl - larva biiylimesi  sirasnda kas  biltiintigiinin Notch ligand Delta, Rho-GTPase Cdc42

Kas Gelisimi | (Bjryukova vd.., 2009) | miR-9a Drosophila LIM-only (dLMO)
(Ronshaugen vd., 2005) | iab-4 ultrabithorax (Ubx)
(lovino vd.., 2009) miR-184 Varliginda, oogenez ve erken embriyogenezin diizenlenmesi saxophone, gurken transport factor K10,

Tramtracks69

(Y. Z. Pan vd., 2009) miR-7 Varliginda, ¢evresel degisimlere karsi gelisim evrelerinin dogru Bag-of-marbles (Bam), (Dap)

Esey Hiice T B programlanmasi ve tamponlanmasi g ' P

Gelisimi (Y. Yang vd., 2009) bantam Interacts with dFmr1 protein
(Y. Wang ve Lee, 2008) [ miR-278 Varhginda, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi cyclin-dependent kinase inhibitor Dacapo (Dap)
(Y. Z. Pan vd., 2009) miR-309 Varhiginda, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi cyclin-dependent kinase inhibitor Dacapo (Dap)
Biryukova vd., 2009 miR-9a Eksikliginde/ yoklugunda, 6nemli 6l¢iide kanat dokusu kayb1 Drosophila LIM (dLMO)

Kanﬁ? . Ronshaugen vd., 2005 jab-4 Varliginda, kanatlarda homeotik bir doniisiim Ultrabithorax (Ubx)

Geligimi Caygill ve Johnston, 2008 | let-7 Varlhiginda, daha kiiciik kanat olusumu, kanat imajinal disklerinde

hiicre bolinmesi zamanlamasinin kontrolii
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Becam vd., 2011 bantam Varliginda, azalmug hiicre proliferasyonu enabled (ena)/ Notch
Gelisimsel Victor Ambros, 2011 let-7 Y oklugunda/ eks¥khg1nc}e, erlsk}nlerde hareketliligin azalmasi, ndro- abrupt (ab)
Zamanlama dolasim defektleri ve dogurganligin azalmasi
Xu, Guo ve Hay, 2004 miR-14
Brennecke vd., 2003 bantam
Enright vd., 2003 miR-2 i i i
Apoptoz g - Varliginda, Drosophila'da hiicre 6liimiiniin inhibitdrleri lid, grim, reaper, sickle
Stark vd., 2003 miR-13
Nairz vd., 2006 miR-278
Truscott vd., 2011 miR-11
miR-34 ' .
. miR-1174 Var.hgl.nd.a’ Plasvadlum 008t t. Sayﬂa.rmd.? diists, konakcl vektor katepsin, betaTub60D, dgll
Konak Patojen Winter vd., 2007 _ etkilesiminde bagisiklikla iligkili genlerin diizenlenmesi
S miR-1175
Etkilesimi
miR-309a-2
- - Varliginda, Wolbachia enfeksiyonunun 6nlenmesi metaloproteaz m41 ftsh
Hussain vd., 2011 miR-2940
gt(;(lil;ie l(si\rlnlirus Singh ve Nagaraju, 2012 | miR-8 Yoklugunda/ eksikliginde, viriis replikasyonunda 6nemli bir artig immediate-early-1 (ie-1)
Choi ve Hyun, 2012 miR-8 Varhgmd".". eI}fe..kmyon dist ko.suuf‘lr altmda, immiin sistem antimikrobiyal peptitler
proteinlerinin diisiik ekspresyon seviyesinde tutulmasi
Sempere vd., 2003 let-7 Varliginda, antlmﬂ.(roblnyal peptitlerin ekspreisyonunur.l Dipterisin
S kolaylastirilmasi, dogal immiin yanitin asir1 uyarilmasminin 6nlenmesi
Immiin Sistem -
miR-148a
. — Kalsiyum / kalmodulin bagimli protein kinaz 11
Liu vd., 2010 miR-148b (CaMKII)
miR-152
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Detayli olarak calisilan bu biyolojik siirecler disinda, heniiz detaylandirilmamais olsa
da miRNA’ larn diger biyolojik siireglerde de gen regiilsyonuna katildig
saptanmigtir. Bunlar, sivrisineklerde yumurta gelisimi (Mead ve Tu, 2008; Bryant
vd., 2010), sirkadiyen ritim (Kadener vd., 2009), fizyolojik olaylarin diizenlenmesi
(sindirim ve siv1 atilimi gibi) (Yang vd., 2008; Luo ve Sehgal, 2012), koku alma
(Hartl vd., 2011; McCann vd., 2011), hormon sinyali (Varghese ve Cohen, 2007;
Varghese vd., 2010), hematopoezin diizenlenmesi ve hemosit farklilasmasi
(Tokusumi vd., 2011), maternal-zigotik ge¢is sirasinda maternal mRNA’ larin
dongiisii (Bushati vd., 2008), stres direnci ve yag metabolizmasi (Xu vd., 2004),
pigmentasyon ve ekliizyon (Kennell vd., 2012) ve yasa baghh davranis
degisiklikleridir (Behura ve Whitfield, 2010).

Boceklerde miRNA arastirmalarinin 6niindeki en biiylik engellerden biri, birkag
bocek disinda tiim genom dizilerinin olmamasidir. Tiim genom dizileri bulunmayan
tiirlerin miRNA hedeflerinin belirlenmesi ve olasi etkilerinin aydinlatilmasi miimkiin
olamamaktadir. Bu nedenle, ¢ogu ¢alisma mevcut tim genom dizileri olan model

bocek tiirlerine odaklanmistir (6rnegin, Drosophila ve Bombyx tiirleri).

1.3.1. Mitokondri

Mitokondri kendi genetik materyaline sahiptir ve neredeyse tiim okaryotik hiicrelerde
bulunmaktadir. Hiicrelerin ¢oguna ATP saglamasia ek olarak hiicre dongiisiiniin
kontrolii ve hiicre biiytimesi gibi farkli bir¢ok anahtar siireglerde gorevlidir (McBride
vd., 2006). Mitokondri iceren Okaryotik alemler Kkarsilastirlldiginda, metazoan
mitokondrisinin  genetik yapisinin  olduk¢a biiyik bir kismimi indirgedigi
saptanmistir. Tipik bir metazoan mitogenomu, 13 intron icermeyen protein kodlayan
gen, mitokondriyal rRNA’ larin iki alt {initesi ve 16sin ve serin disinda her amino
asitten birer tane iceren 22 tRNA’dan olusan tek bir halkasal DNA i¢ermektedir.
Metazoanlarin neredeyse tim proteomlari niikleustan organele aktarilmaktadir
(Chacinska vd., 2009; Szklarczyk ve Huynen, 2010). mtDNA tarafindan kodlanan
birka¢ proteinin ekspresyonu kendi translasyon sisteminde islenmektedir ve genetik
kodunda genelde soy hattina 6zgii varyasyonlar icermektedir.

Tipik bir metazoan mitogenomu solunum zincirinde gorevli 4 enzim kopleksine ait
13 protein kodlamaktadir: sitokrom b, ATP sentazin iki alt {initesi, sitokrom c
oksidazin 3 altiinitesi, NADH dehidrojenazin 7 alt {initesi. Dahasi, mitogenom kii¢iik

ve bliylik mitokondriyal ribozomal alt iinitelerini de igermektedir.
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Tipik olarak 22 tRNA da mitokondriyal DNA’dan kodlanmaktadir. Serin ve 16sin
disinda her aminoasit i¢in tek bir tRNA vardir. Bazi durumlarda bir ya da birkag
mitokondriyal tRNA kaybolabilir ya da fonksiyonel olarak niikleer tRNA’ larla
yerdegistirebilir (Alfonzo ve So6ll, 2009). Farkli bir 6zelligi ise eklembacaklilarda
trnC ve trnW’ de gozlenen fist iiste gelen tRNA’ lardir (Satta vd., 1987).
Mitokondriyal tRNA’ lar, diger genetik sistemlerdeki tRNA’ lara zit olarak, bilindik
yonca yapragi yapisinda bulunmak zorunda degillerdir, buna ragmen %90’ indan
fazlas1 bu standart yapiyr kazanmaktadir. En ¢ok goézlenen farklilik korunmus D-
kolunun (DHU-kolu) ve T-kolunun (TyC-kolu) olmayisidir. Normal olmayan tRNA
yapilari, yeniden diizenlenmis mitokondriyal tRNA’ larin yaygin etkisinin bir pargasi
olarak sistematik olarak calisilmakta ve toplanmaktadir (Jiithling vd., 2012).

Cogu metazoan mitogenomunun sadece kiiclik bir kismi proteinlerinin, tRNA’
larinin veya rRNA’ larinin birini kodlamamaktadir. Gen igerigi hayvanlarda oldukga
korunmugken, metazoalar arasinda replikasyon ve transkripsiyonda gorevli birkag
elementin diizenlenmesi a¢isindan biiyiik farkliliklar bulunabilmektedir (Bernt vd.,
2013).

Eklem bacaklilar ve muhtemelen nematodlarda da, A+T’ ce zengin kodlama
yapmayan bolge tek bir tanedir ve hem hafif hem de agir zincir i¢in replikasyon
orjinini icermektedir (Zhang ve Hewitt, 1997; Saito vd., 2005).

Cekirdek ve mitokondri arasindaki DNA degisimleri 6karyotlar arasinda iyi bilinen
bir olgudur. Mitokondriyal dizilerin niikleer genoma aktarilmasi beklenenden ¢ok
daha fazla oranlarda gergeklestirilmektedir. Bazi mitokondriyal genler niikleer
genoma aktarildiktan sonra genelde kodlama yapmayan ya da tipik olarak
fonksiyonel olmayan dizilere neden olmaktadirlar. Bu diziler NUMT’ lar
(mitokondriyal DNA’ nin niikleer kopyalari) olarak bilinmektedir. NUMT’ lar
filogenetik agidan verilerin yanlis degerlendirilmesine neden olabilmektedir. PCR
tabanli yaklasimlarda, fark edilemeyen degisken NUMT” lar arka plan kirliligine ve
fark edilemeyen bir egilime neden olmaktadir. Dahasti DNA barkotlama
yaklasiminda, tiir sayilarinin sistematik olarak artmasina neden olmaktadir (Song vd.,

2008).
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1.3.1.2. Mitokondriyal Transkripsiyon

Memeli mitokondriyal genomundaki iki zincirin kendi niikleotid kompozisyonlari
acisindan, asimetrik anlamda farkli olduklari saptanmistir. Bir zincir G baz1
bakimindan zenginken, diger zincir G agisindan fakirdir. Bu farklilik fiziksel olarak
ol¢iildiikten sonra (Anderson vd., 1981), G igerigi fazla olan zincire agir zincir (H-
zincir) ve diger zincire de hafif zincir (L-zincir) olarak adlandirilmistir.

Asimetrinin sonucunda da asimetrik mutasyon siireci islemektedir. Buna gore
transisyonlar, transversiyonlara kiyasla daha fazla sayida olacaktir (Hassanin vd.,
2005). Bunun olast kaynagi H-zincirde A ve C bazlarinin hidrolitik
deaminasyonudur. H- zinciri, replikasyon boyunca tek zincirli haldedir ve bu
durumda mutasyonlara oldukca agiktir.

Mitokondriyal genom O6zellesmis bir sistem kullanarak transkribe olmaktadir. Bu
sistemde monomerik RNA polimeraz POLRMT ve spesifik mitokondriyal
transkripsiyon faktorleri (mtTFA ve paralog proteinleri mtTFB1 ve mtTFB2)
kullanilmaktadir. Ilging olarak, POLRMT, DNA siiper sarmal olusumuna bagli olan
promotor bagimsiz aktivite gostermektedir (Fukuoh vd., 2009).

Birincil transkript, polisistronik bir onciildiir. Niikleer diizenleyici faktorler,
transkripsiyonun baglama ve sonlanma evrelerinin her ikisinde de etkindir (Scarpulla,
2008). Memelilerde, agir zincirde alternatif iki tane ve hafif zincirde de D-loop’ un
igine konumlanmig bir tane promotor bulunmaktadir (Fukuoh vd., 2009). Bunlar 3
tane ilkin transkript olusturmaktadir. trnF igindeki HSP2 promotori, D-TERM
lokusun distal kisminda sonlanan biiyiik bir transkript olusturmaktadir. Bu transkript,
trnF’nin  yukarisinda bulunan A+T’ ce zengin bdlgeyi de kapsamaktadir
(Camasamudram vd., 2003). Daha ¢ok bulunan, daha kisa transkript ise trnF’ nin
yukarisinda bulunan HSP1 promotoriinden baslamakta ve 2 rRNA ile 2 tRNA genini
kodlamaktadir. Bu transkript, mtTERM olarak da adlandirilan trnL geninin yakininda
bulunan rrml rRNA geninin igindeki sinyalle sonlanmaktadir (Christianson ve
Clayton, 1986). D-loop’da konumlanmis dizi kutusu II, transkripsiyon i¢in hafif
zincir promotoriinde dizi bagimli sonlanma elementi olarak islev gérmektedir (Xuan
vd., 2006). Bu durum omurgalilarda olduk¢a korunmustur (Coucheron vd., 2011).
Kutu Il dizisi memeliler i¢in korunmustur (Sbisa vd., 1997). Drosophila’ da RNA
sentezi, agir zincirdeki iki promotordan ve hafif zincirdeki {igiincii promotordan

baslamaktadir, sirasiyla agir ve hafif zincirde konumlanmisg sirali gen bloklar biiyiik
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Olgiide eslestirilmektedir (Berthier vd., 1986). Genlerin genis-6l¢ekli yeniden
diizenlenmeleri mitokondriyal transkriptom yapisini da etkiliyor olacaktir.

Ilkin transkriptten olgun rRNA veya mRNA olusmasi siireci 3° ve 5  uglarindaki
mitokondriyal tRNA’ larin ¢ikartilmasiyla baglamaktadir. RNA sinirlama modeli
(Ojala vd., 1981) olarak da bilinen bu siire¢ 5 ucu uzaklastirmasi igin RNaz P ve 3
ucunun uzaklastirilmasi i¢in ise tRNazZ endoniikleazlar1 kullanilarak isletilmektedir
(Levinger vd., 2004). Cok sayida tRNA genleri bulundugunda, Drosophila’ da nd3
ve nd5 arasinda oldugu gibi, sirasiyla 3" ugtan baslanarak uzaklastirilmaktadir
(Stewart ve Beckenbach, 2009). Hem omurgalilarda hem de Drosophila’ da,
nd4/nd4l ve atp8/atp6 bisistronik mesajlar1 disindaki tiim olgun mitokondriyal
MRNA’ lar monosistroniktir. Dizilenmis mitogenomlarin %90’ inda atp6 ve atp8’nin
yan yana olmasmna ragmen birka¢ istisna vardir. mRNA’ lar tipik olarak
poliadenilasyonlanmistir (Bobrowicz vd., 2008), fakat poli(A) igermeyen mRNA”’ lar
da saptanmistir (Mercer vd., 2011). Mitokondriyal mRNA’ larin ilging bir 6zelligi
¢ogu stop kodonlarinin poliadenilasyonla tamamlanmasidir, bu nedenle 3° UTR’
lerden tamamen yoksundurlar (Stewart ve Beckenbach, 2009). Bu durum ¢ok sik
gozlenmektedir.

cox1, yanindaki trnS genine 3" UTR eslenigi 6zelligi gostermektedir ve bazi mRNA’
lar hiicre tiplerine bagli olarak heterojen 3° UTR” lere sahiptir (Temperley vd., 2010).
Bu durum birkag ufak farkliliklarla omurgalilarda korunmustur (Coucheron vd.,
2011). 5° UTR’ ler genelde bulunmaz. Daha detayli dizileme ¢alismalar
transkriptlerin sonlandirildigr ve siirdiiriildiigli bolgenin haritalarin1 ¢ikartmaya
calismaktadir (Lopez Sanchez vd., 2011). Sonuglara gére mRNA fazlaligi biiyiik
Ol¢iide post-transkripsiyonel siireglerle kontrol edilmektedir (Mercer vd., 2011) ve
standart olmayan siireclerin tirtinleri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu yaklagim 6zellikle
tRNA’ larin ikincil yapisiyla baglantilidir ¢iinkii standart olmayan siireclerin isledigi
bolgeler mRNA’ lar igindeki RNA ikincil yap1 kiimeleriyle iligkilendirilmistir
(Mercer vd., 2011).

Mitokondriyal rRNA’ lar da poliadenilasyona tabii tutulur ya da Drosophila rrnS’ de
oldugu gibi en azindan birka¢ kodlama yapmayan adenine sahiptirler (Stewart ve
Beckenbach, 2009). Bakteriyel rRNA’ larda oldugu gibi, olduk¢a korunmus
pozisyonlar hem metilasyon hem de psodoiiridilasyonla modifiye edilmektedir
(Ofengand ve Bakin, 1997). Tim mitokondriyal tRNA’ larin 3  uglarina
mitokondriyal tRNA niikleotidil transferaz ile CCA dizisi eklenmektedir (Nagaike
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vd.,, 2005). Sonrasinda tRNA’ lar katlanmalarinin, taninmalarinin ve baz
eslesmelerinin dogrulugunu garantilemek i¢in kimyasal olarak modifiye edilmektedir
(Messmer vd., 2009). Antikodon diigiimiindeki modifikasyonlar, 6rnegin 34’ iincii
pozisyonun 5-metilaminometil-2-tiyoiiridilat ile  hipermodifikasyonu, ¢oklu

kodonlarin wobble baz eslesmesini garantilemek i¢in elzemdir (Agris vd., 2007).

1.3.2. Mitokondriyal KodlamaYapmayan RNA” lar

Bilinen genlere ek olarak kodlama yapmayan RNA’ larin farkli tipleri de
mitokondride mevcuttur (Lung vd., 2006). Bunlardan bazilari mitokondride
kodlanirken bazilar1 niikleer genomda kodlanip mitokondri igerisine alinmaktadir.
Mitokondriden kodlananlara asagida belirtilen birka¢ 6rnek verilebilir. Kisa RNA’
larin iki farkl tipi, tRNA 5°- 3" isleme boélgelerinin asagisindaki gen bolgelerinden
olusturulmaktadir (Mercer vd., 2011). RNA tiplerine 06zgii poliadenile olmus,
fonksiyonu bilinmeyen kiigiik bir kontrol bolgesi (7S RNA) (Ojala vd., 1981) L-
zincir ilkin transkriptinden koken almaktadir. Fare mitokondrisinde 3 adet biiyiik
kodlama yapmayan RNA’ nin (IncRNA) mitokondriyal gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigi saptanmistir (Rackham vd.., 2011). Diizenlenmis
antisens transkriptler disinda farkli olarak ters tekrarlarin birlikte rrnl. RNA’ya
baglanmasiyla insan normal hiicrelerinin timor hiicrelerine doniistiigii rapor
edilmistir (Burzio vd., 2009). Mitokondriyal transkripsiyon sistemi, sonug¢ olarak,
agir zincirin DNA sentezini baslatabilmek i¢in RNA primerlerine ihtiyag
duymaktadir. Bu sonuca bagli olarak memelilerde hafif zincir promotorleri, G-
tersinir yapiyr transkripsiyonu sonlandirmak i¢in kullanmaktadir (Wanrooij vd.,
2010).

50 y1l 6nce mitokondride sitozolik transfer RNA’ larinin (tRNA’ larin) ilk kesfinden
bu yana (Suyama, 1967), niikleer DNA’dan kopyalanan birgok RNA tiiriintin aktif
olarak mitokondriye aktarildig: fikrini destekleyen kanitlar biriktirilmistir.
Mitokondri igerisine alinan RNA’ lar, tRNA’ lar, 5S rRNA, MRP RNA (RMRP) ve
RNase P RNA (RPPH1) (Chang ve Clayton, 1989; Holzmann vd., 2008) gibi farkl
tipte kodlayici olmayan (nc)RNA’ lari ve mikroRNA’ lari (mitomiR’> ler)
icermektedir  (Bandiera vd., 2011;Sripada vd., 2012). Mitokondrilere
mobilizasyonlar1 bir dizi protein faktorii gerektirmektedir (Kamenski vd., 2007; Noh

vd., 2016), ancak RNA’ lar1 mitokondriye segen ve aktaran mekanizmalar ve ayrica
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mitokondriye gonderilen RNA’ larin mitokondriyal gen ifadesinin diizenlenmesi
tizerindeki etkisi heniiz biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir.

Son zamanlarda, iki farkli c¢aligmada saflastirilmis insan mitokondri ve
mitoplastlarinin tam transkriptom analizlerini rapor edilmistir (Mercer vd., 2011,
Rackham vd., 2011). Calismalar sonucunda, mitokondriyal genomdan kopyalanan
cok sayida kiiciik RNA ve uzun kodlayict olmayan RNA (IncRNA) tanimlanmistir.
Bunlar arasinda, IncRNA” lar IncND5, IncND6 ve IncCytB, sirasiyla mitokondriyal
nd5, nd6 ve cytb MRNA’ larin antisens transkriptleri olarak tanimlanmistir (Mercer
vd., 2011). IncND5 ve IncCytB ‘in, L ipliginden ve IncND6’ nin, mitokondriyal
DNA’nin H ipliginden kopyalandigi bulunmustur. Ilging bir sekilde, bilinen
mitokondriyal RNA isleme proteinlerinden biri olan mitokondriyal RNaz P proteini
1’in (MRPP1) (Lopez Sanchez vd., 2011), IncRNA transkriptlerinin olgunlasmasini
ve miktarini etkileyen benzersiz bir RNA isleme fonksiyonuna sahip oldugu ileri
stirilmiistiir (Rackham vd., 2011).

Mitokondri kendi mitokondriyal DNA’ sindan diizinelerce RNA sentezlese de, bazi
niikleer DNA kodlu RNA’ lar mitokondriye transfer edilebilir. Yukarida belirtildigi
gibi, sitoplazmik proteinlerin mitokondriye aktarim mekanizmasi ayrintili olarak
incelenmistir, ancak niikleer DNA kodlu RNA’ lar1 mitokondriden igeri alan
mekanizmalar net degildir (Entelis vd., 2001). Sadece birkag kodlamayan transkript
secici olarak mitokondriyal matrikse tasinmaktadir (Wang vd., 2010; Rackham vd.,
2011).

1.3.3. Mitokondriyal miRNA (mitomiR)’lar

MikroRNA’ lar potansiyel olarak genis bir dizi hedef mRNA ile etkilesime
girebilmekte ve bu nedenle hayatta kalma, 6liim, boliinme, farklilasma ve yaglanma
gibi cesitli hiicresel siireclerde yer alan giiglii posttranskripsiyonel diizenleyiciler
olarak dikkat ¢ekmektedir (Kloosterman ve Plasterk, 2006; Rottiers ve Néér, 2012).
Buna karsin miRNA’ lar, kanser, kardiyovaskiiler hastalik, ndrodejenerasyon,
yaslanma, iltihaplanma ve diyabet gibi fizyolojik siiregleri ve hastaliklar
etkilemektedir (Rottiers ve Nair, 2012; Sacidimehr vd., 2016). Son zamanlarda
mitokondride bulunan miRNA’ larin kesfi, miRNA’ larin olasi posttranskripsiyonel
fonksiyonlariin spektrumunu genisletmistir ve mitokondriye miRNA translokasyon

mekanizmalarinin arastirilmasina yol agmustir.
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Mitokondriye protein alimi i¢in farkli mekanizmalar oldugu anlasilmaktadir (Becker
vd., 2009). Son yillarda, RNA’nin mitokondri igerisine alinmasinda yer alan
mekanizmalar belirlenmeye baslanmistir (Wang vd., 2012). Ornegin, mitokondriyal
intermembran bosluguna yerlestirilmis 3°” den 5 ye kadar bir ekzoriboniikleaz ve
poli-A polimeraz poli-niikleotit fosforilaz (PNPASE), mtDNA replikasyonu ve
mtRNA i¢in gerekli kiigiik RNA bilesenlerinin mitokondriye aktarilmasinda 6nemli
bir rol oynuyor gibi goriinmektedir. Ek olarak, PNPASE, eclektron tasima zinciri
(ETS) bilesenlerinin miktarini kontrol etmek igin kismen RNA girisini diizenleyerek
adenin niikleotit seviyelerini ve mitokondriyal homeostazi diizenlemektedir (Wang
vd., 2012). Bu calismalar, PNPASE’ in ve/veya heniiz bilinmeyen tasiyicilarin
mMIRNA’ larin mitokondriyal trafigine dahil olabilecegini diisiindiirmektedir.
Importin 8’ in fiziksel olarak Ago?2 ile iliskili oldugu ve olgun miRNA" larin hiicre
¢ekirdegine taginmasini sagladigi bilinmektedir (Wei vd., 2014). Cekirdekteki olgun
mIiRNA’ lar i¢in potansiyel fonksiyonel rol(ler), simdiye kadar taninmayan bir gen
ifadesi diizenlemesi olusturmaktadir (Zisoulis vd., 2012). Mitokondri, hiicresel
homeostazin korunmasinda anahtar organeldir. Mitokondriyal ve niikleer kodlanmis
protein ve RNA’ larin kapsamli dizisiyle birlikte mitokondri, miRNA aracili gen
ifadesinin diizenlenmesi i¢in kritik bir alani temsil edebilir. RNAi bilesenlerinin
mitokondriye konuslandiklarina dair ilk kanit, insan Ago2’ nin mitokondriyal trnM
ile etkilesime girdiginin bulunmasi ile elde edilmistir (Maniataki ve Mourelatos,
2005). Son zamanlarda, Ago2 ve Ago3’ iin, bu ilk gozlemleri genisleten ve RNAi
aracili gen susturma i¢in yeni bir alt hiicre nisi olarak mitokondrinin potansiyel
iliskisini arttirdigi, mitokondriye es-lokalize oldugu bulunmustur (Bian vd., 2010).
Yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelismesiyle kodlamayan kiiciik RNA’ Iar,
mitokondri ve kloroplastta tespit edilmeye baslanmistir (Lung vd., 2006). O
zamandan beri, miRNA’ larin sigan (Kren vd., 2009) ve fare karacigeri (Bian vd.,
2010), insan iskelet primer kas hiicreleri (Barrey vd., 2011), insan kanser hiicre
hatlart HelLa (Bandiera vd., 2011), HEK293’ ten izole edilen mitokondride mevcut
oldugu bildirilmistir. Olgun miRNA” lara ek olarak, pre- miRNA’ larin mitokondride
de tanimlanmis olmasi sasirtict degildir (Barrey vd., 2011).

Insan hiicrelerinde mitokondriyal miRNA’ larin saptanmasini bildiren ilk ¢alismalar
2011 yilinda yapilmistir ve insan iskelet primer kas hiicrelerinden (Barrey vd., 2011)
ve HeLa kanser hiicre hattindan (Bandiera vd., 2011) mitokondriler izole edilmistir.

Toplam 46 miRNA insan iskelet kasindan mitokondrilerde tanimlanmis ve potansiyel
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olarak miyogenez, infilamasyon, fibroziz, onkogenesis ve timdr baskilanmasinda rol
oynadig1 bulunmustur. Onemli olarak, ilk kez pre-miRNA’ larin da mitokondriye
konumlandigi gosterilmistir (Barrey vd., 2011; Bandiera vd., 2011).

MIRNA’ larin varsayilan hedeflerinin in siliko analizinde, bazi varsayillan miRNA
hedef genleri birden fazla olast mMiRNA hedef etkilesimi sergilemistir. nd6 geni, cytb
ve ndl’ in iki kat1 olan 38 varsayilan miRNA hedef bolgesi gosterilmistir. EK olarak,
nd4l, nd4 ve cox1 gibi diger genlerin de ¢oklu potansiyel miRNA baglanma dizisine
sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica miRNA let-7b’ nin, atp6, atp8, cox2 ve nd5 dahil
olmak iizere bir dizi potansiyel mitokondriyal gen {irlinlinii hedefledigi tahmin
edilmistir. Mitokondride saptanan bazi miRNA’ larin, 6rnegin let-7 ailesi miRNA’
lar1 (let-7b, ¢, d, e, f, i) ve miR-133a” nin mitokondriyal diizenlemeye dabhil
olabilecegi onerilmektedir (Barrey vd., 2011).

Bagka bir ¢alismada (Bandiera vd., 2011), insan Hela kanser hiicrelerinden izole
edilen mitokondrilerde, yiiksek diizeylerde 13 niikleer kodlanmis miRNA
tanimlanmistir. Bu miRNA’ lar, dis mitokondriyal membran ile iliskili kontamine
edici miRNA’ lar1 uzaklastirmak igin RNAse A ile muamele edilerek, uzun bir
saflagtirma prosediiriinden sonra saptanmistir. Ayrica, bu mitokondriyal miRNA’
larin dordiiniin, miR-328, miR-494, miR-513 ve miR-638, hedeflerinin in siliko
analizinde mitokondriyal homeostazin diizenlenmesine dahil olduklar1 gosterilmistir.
Son zamanlarda, 143B osteosarkom hiicrelerinden insan mitokondriyal
transkriptomu, mitokondriyal olmayan RNA’ lardan kontaminasyonu 6nlemek igin
RNAz A ile muamele edilen izole mitokondrilerden RNA’nin derin sekanslanmasi
ile analiz edilmistir. Sonuglar mitokondrinin, MiIRNA’ lar dahil hiicre i¢i kiigiik RNA
populasyonunun %3" iinii i¢erdigine isaret etmektedir (Mercer vd., 2011). Ayrica,
saflagtinlmis  mitokondriyal RNA’nin derin sekanslanmasi sonucunda, sadece
niikleer genom ile hizalanan ve bu niikleer RNA’ larin mitokondriye alindigini
diistindiiren ¢ok sayida okuma elde edilmistir. Bununla birlikte, protein translasyonu
ile iligkili genlerde, dis mitokondriyal membrana bagli ribozomlarla potansiyel bir
kontaminasyonu gosteren ve bdylece verilerin gegerliligi ile ilgili endiseleri artiran
gicli bir varsayimda bulunulmustur (Mercer vd., 2011). Deneysel olark ekarte
edilemeyen bu durum biyoinformatik araglardaki filtreleme basamaklartyla
uzaklastirilmaya caligilmaktadir.

Yakin zamanda yapilan bir baska calismada, insan kanser hiicreleri, HEK293 ve

Hela hiucrelerinden izole edilen mitokondrilerden RNA derin sekanslama
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uygulamalart ile kiigiik RNA c¢esitleri dizilenmis ve yine mitokondri ile iliskili
benzersiz kiiglik RNA molekiillerinin varhigi gosterilmistir. Potansiyel hedeflerin in
siliko analizinde, mitokondrilerle iliskili miRNA’ nin, mitokondrinin 6nemli rol
oynadigi RNA dongiisii, apoptoz, hiicre dongiisii ve niikleotit metabolizmas1 gibi
kritik hiicresel siirecleri diizenleyebildigi gosterilmistir. Bilinen miRNA’ larin,
genom ile hizalanmasiyla nd4l, nd5, L-ORF ve rrnL mitokondriyal genleriyle
eslestigi bildirilmistir. Ayrica, varsayilan yedi yeni miRNA’ nin kodlamayan
bolgelere, tRNA, rrnS’ye ve ayrica atp6, nd2, HVRI, cox1, cytb ve ndl genlerine
hizalandig bildirilmistir (Sripada vd., 2012).

Mitokondri, dinamikleri énemli biyolojik etkiye sahip olan son derece hareketli
hiicresel organeldir ve bu 6zellikle ndronlarla ilgilidir (Du vd., 2010). Noronlar enerji
homeostazini siirdiirmede cesitli zorluklarla kars1 karsiya kalmaktadir, bu nedenle
mitokondriyi enerjinin yiiksek talep oldugu hiicre alt1 bolgelere etkili bir sekilde
dagitmak icin 6zel mekanizmalar gerektirmektedir. Bunlar arasinda, ndronal gelisim
sirasinda ve sinaptik aktiviteye yanit olarak dinamik bir sekilde yeniden yapilanmaya
ugrayan sinaptik terminaller ve aksonal dallar bulunmaktadir, bu sayede
mitokondriyal trafik ¢arpisma dinamikleri degismektedir. Bu nedenle, mitokondriyal
trafik sikigmasinin ve sabitlenmesinin etkili bir sekilde diizenlenmesi, yasli ve hasarl
mitokondrileri ¢ikarmanin ve degistirmenin yani sira degistirilmis metabolik
gereklilikleri yerine getirmek igin ise alim ve tasinma igin esastir (Sheng, 2014).
Ilging bir sekilde, mitokondrinin ayn1 zamanda ekzomlar ve tiinelleme nanotiipleri
yoluyla hiicreler arasi aktarima maruz kaldigini ve bdylece hedef hiicrelerin
diizenlenmesini etkiledigini gosteren artan kanitlar bulunmaktadir (Ahmad vd.,
2014). Kiimiilatif olarak bu, mitokondriyal miRNA’ larin etkilesim diizeyini dnemli
Olclide genisletebilir. Bu hiicre i¢i ve hiicreler arasi dinamikler, biyolojik olarak
onemli olabilmektedir, ¢linkii mitokondri, hiicre sagkalimi ve hiicre Olimiiniin
onemli diizenleyicileridir ve ayrica homeostazdaki bozulmalarin neden oldugu sinyal
yollarinin diizenlenmesinde belirgin bir sekilde yer almaktadir (Galluzzi vd., 2012).
Deneysel dogrulama gerektirmekle birlikte, mitokondri ile tasinan miRNA’ larin,
organel hasarina ve RNAIi proteinlerinin salinimina neden olan mitokondri miRNA”’
larinda lokal zenginlesmeye yol acabilecegi disiiniilmektedir. Buna karsilik,
varsayllan  bir  biyolojik etkiye doniisebilme potansiyelindeki  transkript
hedeflemesinde bir kaymaya yol acabilmektedir. Organizma homeostazini etkileyen

degisiklikler, mitokondri ile iligkili miRNA ekspresyonunun yani sira, tim dokuyu
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degistirebilmektedir. Ornegin, tip 1 diyabet ve mitokondri disfonksiyonu indiiklenen
farelerin streptozotosin tedavisi, karaciger miRNA’ larmin ve ayrica mitokondri ile
iligkili miRNA’ larin  ekspresyon paternlerini degistirmekte ve bunlarin
mitokondriyal disfonksiyona potansiyel olarak dahil olduklarini ortaya koymaktadir
(Bian vd., 2010).

1.3.3.1. mitomiR’ lerin Fonksiyonu

mitomiR’ ler (Bandiera vd., 2013) olarak bilinen mitokondrilerde bulunan
mikroRNA’ larin biiyiik ¢ogunlugu, genelde niikleer DNA ile kodlanmaktadir, ancak
birka¢ mikroRNA’ nin (6zellikle miR-1974, miR-1977 ve miR-1978) mitokondriyal
DNA (Bandiera vd., 2011) tarafindan kodlandig: bilinmektedir. Cogu mitomiR’nin
fonksiyonunun bilinmemesine ragmen, hiicrelerin hayatta kalmasi, hiicre boliinmesi
ve enerji metabolizmasinda ve kanser gibi hastalik siireglerinde rol oynadigi 6ne
siiriilmektedir (Duarte vd., 2014). Islevsel olarak incelenen az sayidaki mitomiR
arasinda, niikkleer DNA’ dan kodlanan miR-181c’ nin mitokondriye konuslandig: ve
mitokondriyal gen ekspresyonunu diizenledigi saptanmistir. Kemirgenlerde, coxl
MRNA’ sin1 hedefleyen ve asag1 yonde diizenleyen miR-181c’ nin asir1 ekspresyonu,
daha yiiksek ROS iiretimine, daha diisiik egzersiz kapasitesine ve kalp fonksiyon
bozuklugunun ortaya ¢ikmasia neden olmaktadir (Das vd., 2014). Ilging bir sekilde,
kas farklilasmasi sirasinda miR-1" in Ago2 ile mitokondriye translokasyonunun, nd1
geninin translasyonunun artmasina yol agtig1 saptanmistir (Zhang vd., 2014). Yeni
nesil dizileme (NGS) ile mitokondri igine aktarilan ve niikleer DNA’dan transkribe
edilip mitokondri i¢inde bir¢ok potansiyel hedefi olan miR-181c-5p ve miR-146a-5p
gibi birkag miRNA tespit edilmistir (Das vd., 2014). Mitokondride lokalize miR-34a’
nin, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu ve adenozin trifosfat ve sitokrom c
seviyelerini azaltarak kiltiirlenmis serebrovaskiiler endotelyal hiicrelerde kan-beyin
bariyerinin biitiinligiinii kontrol ettigi bulunmustur (Bukeirat vd., 2016). Yapilan bir
calismada, diyabetik kalbe sahip fare modelinde ve HL-1 hiicrelerinde diyabet
sonras1 mitokondriye tasimman ve kardiyak pompa fonksiyonu icin gerekli olan atp6’
y1 asagl yonde regiile eden miR-378 igeren bir mitomiR havuzu belirlenmistir
(Jagannathan vd., 2015).

Bu caligmalar miRNA’ larin 6nemli bir kisminin mitokondri igine alindigina ve

mitokondriyal gen ekspresyonunu genis oOlgiide etkileyebilecegine dair kanitlar
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sunmaktadir. MitomiR’ ler, mitokondriyal ve niikleer transkripsiyondan kaynaklanan
MRNA’ larin ekspresyonunu arttirabilmekte veya azaltabilmektedir ve bunun
sonucunda mitokondriyal metabolik aktivite ve hiicre homeostazini etkilemektedir.
Mitokondride miRNA konumlanmasini yoneten, tasima ve etkilesim faktorleri (6rn.
RBP’ler ve IncRNA’lar)’ nin mitokondri konuslanmasini, miRNA’ lar1 mitokondriye
(6rn. RNA motifleri) tasinmasini1 ve bunlar1 saglayan olasi sinyallerin agiklanmasi
onem arz etmektedir. Ek olarak, mitomiR’ lerin mitokondriyal fonksiyonlarini
mimkiin kilan mitokondriyal etkilesim ortaklarinin (Ago2 ve muhtemelen diger
RBP’ ler) tanimlanmasi da biiyiik onem arz etmektedir (S. Fan vd., 2019).

Biiyiik Olclide omurgalilar iizerinden yapilan mitomiR calismalar1 omurgasizlar
acisindan degerlendirildiginde farkli sonuglarin elde edilebilecegi varsayilmaktadir.
Ozellikle c¢alisma kapsaminda bdcek gruplart  mitomiR’ ler agisindan
degerlendirildiginde, bdcek mitogenomlart gen igerigi agisindan memelilerle
neredeyse ayni olmasina ragmen, organizasyonlari ag¢isindan memeli
mitogenomlarindan oldukca farklilik sergilemektedir. Genom organizasyonundaki bu
farklilik, hem replikasyon hem de transkripsiyon mekanizmalarinda gozlenen
farklilasmalarin ana kaynagi olabilir. Memeli mitogenomlarinin tersine, bocek
mitokondri genleri her iki zincire de neredeyse esit oranda dagilmis ve her iki
zincirde alternatif olarak konumlanmis dort transkript kiimesi olusturmaktadir (Bruni
vd., 2012). Her iki zincirin de tamaminin kodlama yapmamasina karsin ¢ok biiyiik
bir kismimin transkribe olmasi mRNA, rRNA ve tRNA’ larin haricinde kodlama
yapmayan diizenleyici RNA molekiilerinin de mitokondri genomu tarafindan

olusturulabilecegine isaret etmektedir.

1.4. Calismanin Amaci

Bu doktora calismasi ile Syrista parreyssi (Insecta: Hymenoptera) ve Lepisma
saccharina (Insecta: Zygentoma) tiirlerinin total miRNA derin dizileme verileri ilk
kez elde edilmistir.
Bu ¢alisma ile,
- Bu iki farkli baskalasim paterni sergileyen bdcek tiirlerinin bilinen ve yeni
miRNA’ larinin tanimlanmasi,
amagclanmustir.

Ozelde, bilinen miRNA’larin ¢alisilmasi ile,
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- Bilinen miRNA’lar i¢in transkript yogunlugunun ve benzerlik sergiledigi
organizmalarin belirlenmesi ile genis taksonomik gruplarca korunmus
miRNA’ larin belirlenmesi,

- Daha onceki calismalarla tanimlanmis mitomiR’ lerin bu iki bocek tiiriinde
arastirilmasi ve korunmus ve 6zgiil mitomiR’ lerin saptanmasi,

amaclanmistir. Bdylece, kiimiilatif olarak mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
siirecini etkilemese de mitokondrinin gorevli oldugu apoptoz gibi siireglerdeki
miRNA’larin olast etkilerinin degerlendirilmesi ve iki bocek tiirli i¢in sergiledigi
varyasyon hakkinda bilgi edinilebilmistir.

Yeni miRNA’ larin kesfi ile ise,

- Ogzellikle mitokondri icerisine hedeflendigi varsayllan miRNA’larmn
biyoinformatik olarak test edilmesi ve mitokondrideki olasi hedeflerinin
tahmin edilmesi,

- Mitokondriden koken alabilecek miRNA’ larin ve olast transkripsiyon
yogunluklariin belirlenmesi,

- Bocek gruplarinda daha once galisilmamis olan mitomiR’ lerin kantitatif
olarak saptanmasi,

amaglanmistir. Boylece indirgenmis dogasina ragmen mitogenomun neden birden
cok kodlama yapan ve yapmayan transkripsiyon iinitesine sahip oldugu ve
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda gorevli olabilecek miRNA’larin hangi

genleri neden etkilediginin bulunmasi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL- METOD

2.1. Saha ¢alismalar: ve 6rneklerin teshisi

Giil filiz aris1 olarak da bilinen Syrista parreyssi (Spinola, 1843) (Insecta:
Hymenoptera; Symphyta: Cephidae) tiirii bireyleri 2018-2019 yili Haziran ayinda;
Sivas Cumhuriyet Universitesi Kampiisii, Sivas, Tiirkiye’ de giil bitkileri {izerinden
toplanmig ve RNA uygulamalari igin RNAlater soliisyonuna alinmistir. Mitokondri
izolasyonu i¢in ise s1vi azot igerisinde azot tankinda saklanmistir. Giimiisclin olarak
adlandirillan Lepisma saccharina (Insecta: Zygentoma: Lepismatidae) ornekleri ise
2018-2019 yillar1 boyunca; Sivas ve Tokat illerinden temin edilmis ve RNAlater ve
stv1 azot igerisinde saklanmistir. Her bir tiirden birer birey, EBRG laboratuvarlarinda
kontrol koleksiyon materyali olarak saklanmaktadir. S. parreyssi ve L. saccharina
bireylerinin tlir teshisleri barkodlama uygulamalariyla (coxl Folmer bdolgesi,
LCO1490 ve HCO02198 primerleri) (Folmer vd., 1994) gerceklestirilmistir. Elde
edilen amplikonlardan standart Sanger dizileme yapilarakve BOLD sistem v.4
(http://www.boldsystems.org) ve NCBI veritabaninda BLASTn taramalar
((http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) sonrasinda tiir teshisi dogrulanmustir.

2.2. Mitokondriyal miRNA uygulamalar:

Mitokondriyal miRNA izolasyonu i¢in Oncelikle yiliksek konsantrasyonlarda
mitokondri elde edilmeye calisilmis, sonrasinda ise miRNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu yaklasimin tercih edilmesindeki ana amag, mitokondriden
sentezlenen ve mitokondride fonksiyonel olan/ olabilecek mMIRNA’ larin

belirlenebilmesidir.

2.2.1. Mitokondri izolasyonu

Ilk olarak, mitokondri eldesi igin manuel mitokondri izolasyon ydntemine
bagvurulmustur. Bu uygulamada, Stewart ve Beckenbach (2009) tarafindan 6nerilen

ve asagida modifikasyonlart ile birlikte detaylandirilmis yontem izlenmistir.

1. Oncelikle 6rneklem dahilindeki her bir tiire ait bireyin kirlilik olusturmayacak
dokularindan 200-300mg baslangic dokusu alinmustir. S. parreyssi

tiirlinde kas dokusu tercih edilmis olup abdomen kismindan, i¢ organlar
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ve bagirsaklardan, Ozellikle mikrobiyotadan uzaklasmak amacryla,

kac¢inilmustir. L. saccharina tiiriinde organizma kiigiikliigii nedeniyle doku

ayrimi yapilmadan total birey kullanilmistir.

. Baslangi¢ dokusu 2 kez soguk MSB tamponu (210mM mannitol, 70mM

Siikroz, 50mM Tris-Cl pH 7.5, 10mM EDTA) ile yikanip santrifiij ile geri

kazanilmistir.

. Doku, oncelikle bistiiri ile olabildigince kiigiiltiilmiis ve sonrasinda

homojenizator yardimiyla fiziksel olarak tiimiiyle parcalanmig ve 50 mL

hacimli falkon tiiplere alinmistir.

. Her 1 gram doku iizerine 10 mL soguk MSB tamponu (210 mM mannitol, 70

mM sukroz, 50 mM Tris-Cl pH 7.5, 10mM EDTA) eklenmis ve tiim doku

tamponla homojenize olana dek islem siirdiiriilmiistiir.

. Organizmal ve hiicresel debris mitokondriyal fazdan 4 °C’ de 1300xg hizda 5

dk santrifiijleme islemiyle uzaklastirilmistir.

. Ust faz 4°C’ de 1650xg hizda tekrar 5dk santrifiij edildikten sonra kalint1

haldeki hiicresel debris ortamdan uzaklastirilmistir.

. Besinci ve altinci adimdan adimlardan elde edilen siipernatant sitozolik

fraksiyonu igermektedir.

. Ust faz ultrasantrifiij tiiplerine aktarilarak 18000xg hizda 20 dk santrifiij
edilerek mitokondri peletinin olusmasi saglanmaistir.

Kirlilik durumu saptanan peletler tekrardan 1 mL MSB tamponuyla siispanse
edilerek 18000xg hizda 20 dk yeniden santrifiij edilmistir. Bu islem
peletler tiimiiyle seffaf oluncaya dek tekrarlanmistir. Genelde
konsantrasyon kaybma neden olmamak igin ligten daha fazla sayida

yikama yapilmamustir.

10. Olusan mitokondriyal peletler 100uL RNAlater’ da ¢oziilerek RNA ve

mMiRNA izolasyonunda kullanimina dek -80 °C’ de saklanmustir.

Bu asamadan sonra izole mitokondrinin saflifin1 ve kalitesini dlgmek amaciyla

mitokondriyal fazdan DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu asamanin

gerekliligi saf mitokondri eldesinin ITS2 (¢ekirdek) ve cox1l (mitokondriyal)

amplifikasyonlar1 yapilarak kontrollii olarak saglanmasidir. Bunun i¢in tuzla

¢oktlirme yontemi kullanilmistir (Sunnucks ve Hales, 1996). Buradaki beklenti,

mitokondriyal fazda cox1 iiriiniiniin elde edilip ITS2 iriiniiniin elde edilememesidir.
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Boylelikle 6nemli dl¢iide saf halde mitokondri izolasyonunun saglanip saglanmadigi
anlasilabilir olacaktir. Fakat ITS2 c¢ekirdek gen bolgesinin amplifikasyonu
mitokondriyal fazda goriindiigii icin kit ile mitokondri izolasyonu yontemine
basvurulmustur. Bu kapsamda mitokondri izolasyonu “dokudan mitokondri
izolasyon kiti” kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu uygulamada kit iceriginde
Onerilen “reajan tabanli sert dokudan mitokondri izolasyonu” protokolii
uygulanmigtir. Tim asamalar buz Tlizerinde ve asagida aciklandigi sekilde

gergeklestirilmistir.

1. Oncelikle baslangi¢ doku miktarina karar verebilmek i¢in doku gradiyenti
uygulanmistir. Bunun i¢in 70, 100, 200 ve 270 mg dokular kullanilmis ve
kit ile RNA izolasyonu yapilmistir. Bu uygulamanin amact hem nanodrop
ve Qubit oOl¢iimlerinin yapilmast hem de total mitokondriyal RNA
izolatindan miRNA’ larin kazanilmasidir. Bu amagla izlenen protokol
2.2.2. numarali “Mitokondriyal RNA izolasyonu” baslhig altinda
verilmigtir. RNA izolatlarinin nanodrop ol¢iimleri sonucunda saflik ve
konsantrasyon degerleri tizerinden optimum doku miktarinin ortalama 250
mg oldugu saptanmustir.

2. Sonrasinda ortalama 250mg doku RNA later’in uzaklastirilmasi amaciyla iki
kez PBS tamponu ile yikanmustir.

3. Doku iizerine 4mg/mL i¢eren 800pnL PBS tamponu (137mM NaCl, 2.7mM
KCI, 10mM NaHPOs, 2mM KH2POs, pH 7.4) eklenmistir ve
homojenizator yardimiyla par¢alanmustir. Onerildigi sekilde birkag darbe
sonrast islem durdurulmustur.

4. Doku +4°C’ de 1000xg’ de 3 dk santrifiij edilmis ve st faz dikkatlice
uzaklastirilmastir.

5. Pelet 800uL BSA/Reajan A soliisyonunda siispanse edilmistir.

6. Ortalama hizda 5sn vortekslendikten sonra 2 dk buzda inkiibe edilmistir.

7. 10uL mitokondri izolasyon Reajan B eklenmistir ve maksimum hizda 5sn
vortekslenmistir.

8. 800uL Reajan C eklenerek vortekslenmeden birkag kez alt iist edilmistir.

9. Ornek +4°C’ de 700xg’ de 10dk santrifiij edilmis ve iist faz dikkatlice yeni
bir tiipe aktarilmistir, pelet uzaklastirilmistir.

10. Siipernatant +4 °C’ de 12000xg’ de 15 dk santrifiij edilmistir.
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11. Sitozolik fraksiyonu i¢ermesi beklenen siipernatant yeni bir tiipe aktarilmigtir

ve DNA barkodlama uygulamalari i¢in bu fraksiyondan DNA izolasyonu

asamasina gecilmistir.

12. Mitokondriyal fraksiyonu igcerdigi varsayilan pelet {izerine 500 pL yikama

tamponu eklenmis ve peletin yiizeyi muhtemel kontaminasyonlardan

uzaklagtirilmasi amaciyla yikanmistir.

13.Tip +4 °C’ de 12000xg’ de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatant

uzaklagtirilmistir.

14.Elde edilen mitokondriyal pelet, 1mL RNAlater’da RNA ve miRNA

izolasyonu uygulamalarinda kullanilana dek saklanmustir.

2.2.2. Mitokondriyal RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen) kullanilmistir. Izolasyon

oncesinde, RNA 1zolasyonunda kullanilacak laboratuvar ekipmanlar1 otoklavlanip,

UV Crosslinker’ da sterilize edilmistir. Sterilize edilen ekipman ayrica DEPC

(dietilpirokarbonat) iceren suyla yikanmis ve olast RNaz kontaminasyonunun

engellenmesi amaglanmigtir. Mitokondriyal peletten 100 uL baslangic materyali

olarak kullanilmistir ve asagida belirtilen protokol uygulanmistir:

1.

o A~

RNA igermeyen pipet uclart kullanilarak 6rnek iizerine 2-merkaptoetanol ile
hazirlanmis Lizis tamponundan 300uL hacimde eklenmistir.

Oda sicakliginda 2600xg’ de 5 dk santrifiij ger¢eklestirilmistir.

Stipernatant temiz bir RNaz i¢ermeyen tiipe aktarilmistir.

Doku homojenatina %70 etanolden bir hacim eklenmistir.

Etanol ekledikten sonra olusabilen herhangi bir goézle goriiliir c¢okeltiyi
gidermek icin karisim iyice karistirilmistir.

Spin kolona 700ul 6rnek aktarilmistir.

Oda sicakliginda 12000xg’ de 15 sn santrifiij gergeklestirilmistir. Toplama
tiipii bosaltilip ayni toplama tiipii spin kolona yeniden yerlestirilmistir.
Biitiin lizat hacmi isleme tabi tutulana kadar 7. ve 8. basamaklar tekrar

edilmistir.
700u] Yikama Tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda 12000 xg’ de 15 sn
santrifiij gergeklestirilmistir. Toplama tiipii atilip spin kolona yeni bir

toplama tiipii yerlestirilmistir.
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10.500ul Yikama Tamponu etanol ile birlikte eklenmistir.

11. Oda sicakhiginda 12000xg’ de 15 sn santrifiij gergeklestirilmistir. Toplama
tipii bosaltilmis ve aym toplama tiipleri spin kolona yeniden
yerlestirilmistir.

12. Biitiin yikama hacmi isleme tabi tutulana kadar 10. ve 11. basamaklar tekrar
edilmistir.

13.RNA ekli kuru membran oda sicakliginda 12000xg’ de 1dk santrifiij
edilmistir.

14. Akis gecisi atilip geri donistiirme tiipleri spin kolona yeniden
yerlestirilmistir.

15. Spin kolonun merkezine 30ul RNaz igermeyen su eklenmistir.

16. Oda sicakliginda 1dk inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda oda sicakliginda
>12000 xg’ de 2 dk santrifiij edilip RNA izolat1 elde edilmistir.

17. Saflastirilmis RNA’nin kantitesi NanoDrop (Maestrogen, Inc., Las Vegas,
NV, U.S.A)) ve Qubit ile analiz edilmistir.

Uygulama sonrasinda, mitokondriyal RNA izolatindan kisa RNA’ larin (6zellikle
200 nt’ den daha kisa olanlarin) saflagtirilmasi amaglanmistir. Bunun i¢in, 10ug total
mitokondriyal RNA 8M iire iceren %15 akrilamit: bisakrilamit PAGE jele uygun
miRNA belirtegleri esliginde yiiklenmistir. Boyutu belirlenen fakat konsantrasyonu
olduk¢a diisiik olan miRNA’ lar jelden kazanilamamistir. miRNA’ larin yiiksek
oranlarda kazanimi i¢in fenol igerikli mirVana miRNA izolasyon kitine (Invitrogen)

basvurulmustur.

2.2.3. Mitokondriyal miRNA izolasyonu

Mitokondriyal RNA uygulamalari ile baslangic doku miktar1 optimize edilmesinin
ardindan, 100uL mitokondriyal peletlerden baslanarak mirVana kiti kullanilarak

miRNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

mirVana miRNA izolasyon Kiti prosediirii

Bu prosediir, kiiciik skalali RNA’ larn izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Baglamadan

once dikkat edilmesi gerekenler:

- Eliisyon tamponunun ¢ézme islemi dncesinde 95 °C’ye 1sitilmalidir.
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- Alkol ekleme gerektiren yikama soliisyonlarina alkol eklenip uygun
yerler isaretlenmelidir.

- Saf etanolde oda sicakligina getirilmelidir.

- Hiicre lizisi ve doku parcalanmast

1. Mitokondriyal peletler, RNA laterdan uzaklastirildiktan sonra iizerlerine
400uL lizis/baglanma tamponu eklenmistir.
2. Vortekslenerek veya pipetajlanarak homojenat elde edilmistir. Mekanik

homojenizatorler RNA’ya zarar verdiginden kullanilmamustir.

- Organik ekstraksiyon

1. Lizatin tizerine 1/10 hacimde “miRNA homojenat additive” soliisyonu
eklenmistir. Vorteklenmis veya tiip birka¢ kere alt list edilerek iyice
karistirilmastir.

2. Karisim buz tizerinde 10 dk inkiibe edilmistir.

w

1. asamadaki lizat hacmi kadar asidik-fenol: kloroform eklenmistir. Bu
asamada asidik fenol: kloroformun alt kismindan alinmalidir, tstteki sulu
faz alinmamalidir. Karistirmak i¢in 30-60 sn vortekslenmistir.

1. Oda sicakliginda 10000xg” de 5 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi1 interfaz
kompakt olmalidir olmadig1 durumlarda tekrar santrifiij edilmistir.

2. Ust faz hacmi 6lgiilerek yeni bir tiipe aktarilmistir.
- Kisa RNA’ larin zenginlestirilmesi

Bu yontem geleneksel kolon filtresi kullanarak yapilan RNA saflastirma yonteminin
Ozellikle 200 bazdan kiigiik RNA’ larin saflagtirilmasi ig¢in veriminin arttirilmasi
acisindan farklhilastinlmistir. Bu zenginlestirme ilkinde nispeten diisiik alkol
konsantrasyonlariyla biiyiik RNA’ larin immobilize edilmesiyle kisa RNA’ larin
bliylik kisminin eldesini saglamaktadir. Daha fazla etanoliin eklenmesiyle de ikinci
kolondan gegirilen kisa RNA’ lar immobilize edilmektedir. ikinci filtre birka¢ kez

yikandiktan sonra kisa RNA ac¢isindan zengin 6rnek ¢ozdiiriiliir.

1. Organik ekstraksiyondan elde edilen iist faza 1/3 hacminde oda sicakligindaki

%100 etanol eklenmistir ve birkag¢ kez alt {ist edilmistir.
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2. Karisim kolona aktarilmis ve 10000xg” de 15 sn santrifiijlenmistir. Filtre total
RNA icermektedir. Sonraki RNA ¢alismalari i¢in filtre saklanabilir.

3. Filtrata 2/3 hacimde oda sicakliginda %100 etanol eklenmistir. Homojen olarak
karigmasi saglanarak birkag¢ kez alt {ist edilmistir.

4. Karisim yeni bir filtreye aktarilmistir.

5. 10000xg’> de 15 sn santrifiijlenmistir, daha yiiksek degerlerde santrifiijlemek
filtreye zarar verebilir. Alternatif olarak vakumlanabilir.

6. Filtrat uzaklastirilmis ve filtre ayni1 toplama tiipiine yerlestirilmistir.

7. 700uL “miRNA yikama sollisyonu 1”7 eklenmistir. 10000xg’ de 15 sn
santrifiijlenmistir.  Filtrat uzaklastirilmis ve filtre ayn1 toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

8. 500uL “miRNA yikama soliisyonu 2/3” eklenmistir. 10000xg” de 15sn
santrifiijlenmigtir.  Filtrat uzaklastiritlmig ve filtre ayni1 toplama tiipiine
yerlestirilmistir. Bu asama bir kez daha tekrarlanmistir.

9. Bos kolon 1 dk kalintilardan uzaklastirmak amaciyla santrifiijlenmistir.

10. Filtre yeni bir toplama tiipiine alinmis ve dnceden 95 °C’ ye 1sitilmis 30uL
elisyon tamponunda ii¢ seferde filtrenin merkezine aktarilmigtir. Maksimum

hizda 20-30 sn santrifiijlenerek RNA geri kazanilmis ve -80 °C saklanmaktadir.

Elde edilen izolatlarin tamami dizileme reaksiyonu i¢in DEPC ile muamele edilmis

0.1 hacim 3M NaOAc (pH 5.5) ve 2 hacim etanol ile siispanse edilmistir.

2.3. Total miRNA izolasyonu

Elde edilen mitokondriyal miRNA’ larin dizileme i¢in gereken konsantrasyonlarda
olmamas1 ve ¢ekirdek DNA’ sindan sentezlenip mitokondri icerisinde fonksiyonel
olan/ olabilecek miRNA’ larin da yakalanmasi amaciyla total bireyden baglanarak da,
yukarida bahsedilen protokoller uygulanarak RNA izolasyonu ve sonrasinda bu
izolattan kit ile miRNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Karigimm 2/3°
mitokondriyal miRNA olacak sekilde bir miRNA havuzu olusturulmus ve dizilemeye

gonderilmistir.

2.4. Dizileme uygulamalari

Dizileme reaksiyonlar1 her bir 6rnek icin 40 milyon okuma elde edilecek sekilde

HiSeq2500 50 baz tek zincirli okuma platformunda gerceklestirilmistir. izole edilen
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miRNA o6rneklerinin dizileme reaksiyonlari, Macrogen Inc. (Korea) firmasina hizmet
alimi  kapsaminda yaptirilmistir. Burada analizler dort temel basamakta

gergeklestirilmistir:

1. QC analizleri,

2. Kiitiiphane hazirlama,

3. Kiitiiphane 6rneklerinin QC analizleri

4. Dizileme.

QC analizleri sonucunda, hem biiyiiklik hem de konsantrasyon ve saflik degerleri
acisindan dizilemeye uygun 6rneklerden “TruSeq Small RNA Library Prep Kit” kiti
ve “TruSeq Small RNA Library Prep Guide, Part # 15004197 Rev.G” protokolii
kullanilarak kiitiiphane hazirlanmistir. Kiitliphane hazirlanmasi protokoliiniin temeli

asagidaki gibidir:

Dizileme adaptorleri RNA molekiillerine baglanir, bu adaptorler ters transkripsiyon
ve PCR amplifikasyonu siirecinde primer baglanma bolgesi olarak gorevlidir.
Adenillenmis ssDNA 3" adaptorii ve sonrasinda da 5° adaptorii kisa RNA’ya T4
RNA ligaz 2 gibi baglayict enzimler kullanilarak baglanir. Adaptorler, mikro
RNA’nin karakteristik 6zelligi olan 5 fosfat gruplart sayesinde smallRNA’ lari
yakalayabilecek Ozellikte tasarlanmistir. Boylece 5 uglarinda hidroksil grubu
bulunan degrede RNA fragmanlarimin baglanmasi engellenir. Adaptér eklenmis
miRNA fragmanlari, sonrasinda dizileme reaksiyonlarinda kullanilacak cDNA
fragmanlarina donistiiriilir. ¢cDNA havuzu PCR uygulamalariyla ¢ogaltilir.
Amplifiye edilmis cDNA fragmanlar agaroz jelde yiiriitiiliir ve miRNA fragmanlari
olarak elde edilmesi beklenen bant biiyiikliigiine sahip tiriinler jelden geri kazanilir.
Kiitiiphane biiyikliginiin 145 ila 160 baz arasinda degistigi g6z Oniinde

bulundurulmaktadir. Sonrasinda adaptor eklenmis diziler tekrardan QC analizlerinde

degerlendirilmis ve dizileme reaksiyonuna gecilmistir.

miRNA dizileme reaksiyonlari, hizmet alimi kapsaminda Macrogen Inc. (Korea)

firmasina yaptirilmistir. Dizileme, okuma uzunlugu prosediiriiyle, HiSeq 2500
System User Guide Document # 15035786 vO2HCS 2.2.70 protokolii takip edilerek
HiSeq 2500 platformunda yaptirilmistir.
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2.5. Biyoinformatik analizler

Dizileme sonrasi, ham dizileme verileri kalitelerine bagli olarak filtrelenmistir.
Adaptor diziler (RNA adaptér RAS 5" GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC,
RNA adaptor RA3 5" TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG) de ham dizilerden
uzaklastirilarak ham dizileme verileri elde edilmistir. Budanmis okumalar, 6zgiin
kiimeler olusturacak sekilde birlestirilmistir. Bu kiimeler, hem dizi uzunlugu hem de
dizi benzerligi agisindan %100 benzerlik sergileyen okumalar1 icermektedir. Ozgiin
kiimelerde bulunan okumalar, bilinen miRNA’ lar1 siniflandirmak amaciyla tiim
tirlerde miRBase v21 (Kozomara vd., 2019) ile hizalanmistir. Her bir miRNA i¢in
okuma sayilari, haritalanmigs miRNA’ lardan ¢ikarsanmigtir. Buradaki amag, her bir

MIRNA’nin miktarini belirleyebilmektir.

miRNA analizinin bilesenleri asagida belirtilen dort temel icerige ayrilmaktadir:
1. mMiRNA ifadelenme miktarinin belirlenmesi

2 Diferansiyel ifadelenmeye sahip miRNA’ larin filtrelenmesi

3. Bilinen ve/veya yeni miRNA’ larin tahmini
4

smRNA kategorilerinin siniflandirilmasi

2.5.1. Ham veri analizleri

Elde edilen ham veriden, bazlarin toplam sayisi, okumalarin toplam sayisi, %GC
orani ve kalite degerleri iiretilmistir. Bazlarin toplam sayisi, okuma uzunlugu ve total
okuma sayismin ¢arpimina esittir. Uretilen ham verinin kalitesi her déngiiden
tiretilen phred kalite skorlar1 ile belirlenmistir. Bu skor, baz ¢agirma hata olasiliklar
ile iliskili olarak tanimlanmis ve dizilemenin gergeklestirildigi cihaz tarafindan
tiretilen logaritmik bir orandir. Phred kalite skoru 20 ifadesi (Q20) %99 dogruluga
isaret etmektedir ve ortalama 100 baz uzunlugundaki bir okuma i¢in 1 bazin yanlis
okundugu varsayilmaktadir. Phred kalite skoru 30 ifadesi (Q30) %99.9 dogruluga ve
neredeyse hatasiz bir okuma olduguna isaret etmektedir. Ortalama 1000 baz
uzunlugundaki bir okuma i¢in 1 bazin yanlis okunma olasiligi bulunmaktadir.
Okuma kalitesinin Q30’a ulasmasi, yeni nesil dizileme sistemleri i¢in beklenen ve

kabul goren onemli bir kalite belirtecidir.
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2.5.2. Budanms veri analizleri

Okumalar 5° dizileme adaptoriiniin ilk bazindan baglamakta ve genellikle Illumina
tabanli dizilemede 51 baz sonrasinda sonlanmaktadir (51 baz SE (single-end: tek
tarafli) dizileme yapildigi durumlarda). Olgun miRNA’ larin biyiikligi 25 baz’ a
kadar olabildiginden, okumalar uzaklastirilmasi gereken 3" adaptor dizisinin de bir

kismini igermektedir.

Dizilenen okumalar budanmis okumalar, adaptor-olmayan okumalar, kisa okumalar
ve disiik kaliteli okumalar olarak siniflandirilmaktadir. Okumalarda bulunan adaptor
dizilerinin uzaklastirilmas1 Cutadapt programi (Martin, 2011) kullanilarak
yapilmistir. Eger okuma 3™ adapt6r dizisinin en az 5 baziyla eslesiyorsa, ilgili kisim
adaptor dizi olarak kabul edilmis ve okumalardan budanmistir. Budanmis okumalarin
analiz acisindan giivenilir olarak degerlendirilmesi ig¢in en az 18 baz uzunlugunda
olmalidir. Sonrasinda, her bir okumanin 3" wucu kalite acisindan Cutadapt
programinda —q10 onciilii kullanilarak budanmistir. Ek olarak, budanmis veya
adaptor olmayan fakat N niikleotidi iceren okumalar diisiik kaliteli okumalar olarak

kabul edilmis ve degerlendirme dis1 birakilmistir.

Dort okuma tipinin tanimi asagidaki gibidir.
1. Budanmuis okumalar: adaptor dizileri uzaklastirilmis okumalar
2. Adaptor olmayan okumalar: adaptor dizi icermeyen okumalar
3. Kisa okumalar: adaptdor budamasi sonrasinda ortalama 17 baz okuma
uzunluguna sahip okumalar
4. Diisiik kaliteli okumalar: budanmig veya adaptoér olmayan okumalarda bir

veya daha fazla N bazi iceren okumalar

Kisa hedef dizi (<50 baz) analizi durumunda, budanmis okumalar islenmis okumalar
olarak kullamlmigtir. Diger durumlarda, uzun hedef dizi (>50 baz) analizi
durumunda, hem budanmis okumalar hem de adaptér olmayan okumalar islenmis

okumalar olarak kullanilmistir.
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2.5.3. Olgun miRNA analizleri

2.5.3.1. Bilinen olgun miRNA analizleri

Oncelikle olgun miRNA miktarlar1 belirlenmistir. Miktar tayini asamasi ii¢ prosediire
ayrilmaktadir. 11k olarak, ilgili tiiriin olgun miRNA dizileri énciil miRNA dizileri ile
miRBase v21’de (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2011) Bowtie hizalayici (Langmead
ve Salzberg, 2012) kullanilarak default ayarlar1 ile (bowtie opsiyonu: -f —v 0 —a —best
—strata —norc priorleri ile) hizalanmistir. ikinci adimda, 6zgiin kiimelenmis okumalar
onciil dizi ile (bowtie opsiyonu: -f —v 1 —a —Dbest —strata —norc priorleri ile)
hizalanmigtir. Sonrasinda her bir miRNA referans organizmalarin bilinen miRNA’
lariyla karsilastirilmistir. Ugiincii adimda, haritalanmis iki sonug arasinda iistiiste
gelen olgun miRNA bélgeleri belirlenmistir. Sonrasinda, olgun miRNA’ larin okuma
sayist ustiiste gelen bolgelerden miRDeep2 (Friedlander vd., 2012) Quantifier
modiilii kullanilarak ekstrakte edilmistir. Eger bir okuma ¢ok sayida olgun miRNA
igerisinde haritalaniyorsa, okuma sayisinin her bir olgun miRNA’nin ekspresyon
diizeyiyle esit oldugu kabul edilmistir. Haritalanmis okumalar i¢in Hexapoda grubu
miRBase verisi mevcut tiirler ve bes temel model organizma referans olarak
kullanilmigtir: Homo sapiens (insan), Danio rerio (zebra baligi), Drosophila
melanogaster (meyve sinegi), Caenorhabditis elegans (iplik kurdu) ve Arabidopsis

thaliana (farekulagi teresi).

Haritalanmis miRNA’ lar ve okuma sayilar1 kullanilarak literatiirde daha oOnce
saptanmis mitomiR’ ler tespit edilmis ve listelenmistir. Bununla birlikte, her iki tiirde
de yiiksek okuma sayilarinda temsil edilen miRNA’ lar da belirlenmis ve olast

fonksiyonlart in siliko yaklagimlar ile aragtirilmistir.

2.5.3.2. Yeni olgun miRNA analizleri

L. saccharina ve S. parreyssi tiirleri igin miRBase veritabaninda (Griffiths-Jones vd.,
2008) mevcut en yakin akraba tiirler olan sirasiyla Locusta migratoria (Orthoptera:

Caelifera) (LocustGenomeV1) ve Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Apocrita)
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(Nvit_2.1) referans genom verileri kullanilarak, yeni miRNA’ larin tanimlanmasi igin

biyoinformatik analizlere bagvurulmustur.

Bunun i¢in dncelikle kisa RNA kompozisyonlar1 belirlenmistir. Her bir 6rnek igin,
islenmis son okumalar, tRNA ve rRNA gibi RNA tiplerini siniflandirmak igin
referans genomla ve kodlama-yapmayan RNA veritabaninda (RNAcentral release
10.0) (Petrov vd., 2017) taranmistir. Genom haritalama Bowtie paket yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Yeni miRNA dizileri miRDeep2 RNAcentral
(Petrov vd., 2017) ile eslesen diger smRNA’ lar Bowtie (hedef sSmRNA < 50 nt) ve
Bowtie2 (Langmead vd., 2009) (hedef smRNA > 50nt) kullanilarak tahmin
edilmistir. “MirDeep Score” degeri sayisal olarak ne kadar biiyilkse RNA’ nin
mIRNA olma olasiligi hesaplamali olarak o derece fazladir. -10 ile 10 arasinda
degerler genel olarak yeni miRNA belirlenmesinde kabul géormektedir (Friedlander
vd., 2012b). Dogrulugun artirilmasi agisindan “cut-off”” degeri 0 kabul edilmis olup,

bu degerin lizerindeki skorlara sahip miRNA’ lar yeni potansiyel miRNA olarak

sonraki analizlere tabi tutulmustur.

Yeni miRNA’ larin tahmini i¢in, kiimelenmis okumalar referans genoma
hizalanmigtir. Yeni miRNA” lar miRDeep2 igerisinde RNAfold (Lorenz vd., 2011)
algoritmasi1 kullanilarak; olgun (mature), star ve loop dizileri belirlenerek tahmin
edilmistir. RNAfold algoritmasinda, en yakin komsu (nearest-neighbour)
termodinamik modeli kullanilarak minimum serbest enerjiye sahip sekonder yapiy1
kazanan RNA dizisi tahmin edilmektedir. Yeni miRNA’ larin tanimlanmasinda
miRDeep2 kullanilmasinin  bir diger nedeni ise miRNA oranlarinin da

belirlenebilmesine olanak tanimasidir.

Ayrica, her bir ornek icin kisa RNA ekspresyon kantitesini belirlemek igin
RNAcentral 10.0 DB veritabam (Petrov vd., 2017) kullanilmustir. Islenmis ve son
haline getirilmis okumalar, 50 nt’ den kiigiik piRNA gibi kisa RNA’ lar ile
Bowtie’de “—f —I 15 —norc -v1 —a” opsiyonu ile, 50 nt’den biiyilk tRNA, snoRNA
gibi kisa RNA’ lar ile bowtie2’ de “—f —L 15 —norc —a” opsiyonu ile DB ile
hizalanmistir. Tlgili RNA ile %90 veya daha fazla kapsama sahip sonuglar anlaml

kabul edilmistir.

2.5.3.3. Yeni miRNA” larin ii¢iinciil yapilarinin ¢izilmesi
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Yukaridaki parametreler kullanilarak tanimlanan tiim yeni miRNA’larin {igiincil
yapilar1 tahmin edilmistir. Precursor miRNA dizisinin kararli bir katlanmaya ve
olgun miRNA dizisine doniisebilecek uygun heliks yapisina sahip olup olmadiginin
anlasilmasi igin iigiinciil yapilarin tahminine ihtiyag duyulmustur. Ug¢ boyutlu
yapilarin  tahmini i¢in Oncelikle miRNA’larin  birincil ve ikincil dizileri
RNAComposer v1.0 programina yiiklenmis ve .pdb uzantili ii¢ boyutlu yap1
dosyalar1 olusturulmustur (http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/) (Popenda vd., 2012;
Antczak vd., 2016; Biesiada vd., 2016). Sonrasinda, bu dosyalar kullanilarak elde

edilen {i¢ boyutlu yapilar PyMOL v2.0 programi ile gorsellestirilmistir (DelLano,
2002).

2.5.4. Yeni miRNA” lar iizerine yapilan ileri mitokondriyal tanimlamalar

Mitokondriden koken alan veya mitokondriye hedeflenen yeni miRNA dizilerinin
tanimlanabilmesi i¢in, her bir tiirli temsil eden veya en yakin akrabasini temsil eden
mitogenom dizisi kullanilmigtir. Bunun igin, S. parreyssi tiirii KX907847 NCBI
erisim numarali kismi mitogenomu ve L. saccharina tiiri NC_047445 NCBI erigim

numarali total mitogenomu referans olarak kullanilmaistir.
2.5.4.1. Geneious programu ile referans mitogenom iizerine eslestirme

Mitokondriden koken alan veya mitokondriye hedeflenen miRNA’ larin saptanmasi
i¢in Onciil ve olgun miRNA dizileri referans mitogenomlar kullanilarak hizalanmaya
calistlmistir. Bunun i¢in, islenmis ve olgun miRNA dizileri Geneious V9
programinda (Kearse vd.., 2012) “map to reference” opsiyonu kullanilarak
hizalanmistir. Hizalamalarin yOnelimine bagli olarak ileri yonelimli olanlarin
mitokondriden koken aldigi, geri yonelimli olanlarin ise mitokondriye hedeflendigi

veya mitokondrinin antisense zincirinden koken aldig1 varsayilmistir.

2.5.4.2. RNAhybrid programm ile mitokondriye hedeflenen miRNA’ larin

saptamasi

Minimum serbest enerji degerine (MFE) sahip mIiRNA ve hedef dizi
hibridizasyonunun hesaplanabilmesi i¢in RNAhybrid programi (Rehmsmeier vd.,
2004) default ayarlariyla kullanilmistir. Program ¢iktisindan minimum enerji degeri -

20 kcal/mol’ den kiiclik olanlar degerlendirmeye alinmaistir.
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3. BULGULAR

3.1. OrneKlerin teshisi

Morfolojik teshisleri danigman hocam E. Mahir KORKMAZ tarafindan yapilan
tiirlerin molekiiler teshisleri cox1 barkod bolgesi ile gerceklestirilmistir. Buna gore
her bir ornekten coxl amplikonu elde edilmis ve standart Sanger dizileme ile
dizilenmistir. Diziler islendikten sonra BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ve
BOLD system v.4 (http://www.boldsystems.org) veritabanlarinda kontrol edilmistir
ve tiir isimleri tanimlanmistir. Buna gore, Syrista parreyssi ve Lepisma saccharina

tiiriniin morfolojik teshisi dogrulanmustir.
3.2. Mitokondriyal miRNA uygulamalari

3.2.1. Mitokondri izolasyonu

Manuel mitokondri izolasyonu protokolii izlenerek gergeklestirilen izolasyonda,
mitokondriyal fraksiyonda beklenmeyen c¢ekirdek ITS2 amplifikasyonunun
gerceklestirilmesinin ardindan kit ile mitokondri izole edilmesine karar verilmistir.
Kit ile mitokondri izolasyonu sonrasinda beklenildigi sekilde coxl (pozitif) ve ITS2
(negatif) amplifikasyon {irlinlerinin elde edilmesi sonucunda diger 6rnekler i¢in de
bu yontem ile devam edilmesine karar verilmistir. Fakat baslangi¢ dokusuna karar
verebilmek icin S. parreyssi tiriinde konsantrasyon gradiyent uygulamasina
gidilmistir. Baslangi¢ olarak 70, 100, 200 ve 270 mg doku kullanilarak
gergeklestirilen RNA izolasyonu sonucunda, ozelikle en yiiksek saflik oram
(A260/A280 degerinin 2’ ye en yakin oldugu) 200 mg doku ile gergeklestirilen
asamada saglanmistir (A260/A280= 2,097). Ancak, en yiiksek konsantrasyon ise 270
mg doku kullanilan denemede elde edilmistir (726,82 ng/uL). Bu dogrultuda 200-
270 mg arasinda bir doku miktar1 ile uygulamalarin yiiriitiilmesinin daha saglikli
olacagi planlanmistir. Ayrica RNA izolatlarinin uygun markerlar esliginde agaroz
jelde kosturulmasi sonucunda da 270 mg baslangic dokusunda mRNA ve 28S rRNA
bantlar1 gozlenebilmistir. Bu nedenle, 200-270 mg aralifinda ve 270 mg’ a yakin bir
deger olan 250 mg ile devam edilmesine karar verilmistir. Optimizasyon sonrasinda
S. parreyssi orneginden 250 mg total birey (abdomen, bacak ve toraks kisimlari

kullanilirken, kafa ve kanat kisimlari ise kullanilmamuastir), L. saccharina tiirtine ait
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total bir bireyden 240 mg baslangic dokusu alinarak yiiksek yogunlukta
mitokondriyal peletler elde edilmistir. Bu orneklere de S. parreyssi tiiriinde oldugu
gibi coxl ve ITS2 denemeleri kontrollii olarak yapilmis ve herhangi bir problemle
karsilagilmamustir. Bu sekilde ilgili tiirlere ait mitokondriyal peletler elde edildikten
sonra, her bir mitokondriyal peletten mitokondriyal RNA izolasyonu uygulamasina

gecilmistir.

3.2.2. Mitokondriyal RNA izolasyonu

Mitokondriyal peletten saflagtirillmis RNA’nin kantitesi NanoDrop (Maestrogen,
Inc., Las Vegas, NV, U.S.A.) ve Qubit ile analiz edilmistir. Fakat, kalitatif olarak
poliakrilamit jele yiiklenmesi sonucunda miRNA” lar jelden dizileme igin elzem olan
lpg konsantrasyonda saflastirilamamistir. Bu nedenle de mitokondriyal peletten

dogrudan miRNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.3. Mitokondriyal miRNA izolasyonu

Kit ile gergeklestirilen miRNA izolasyonu sonucunda, S. parreyssi érneginden 11 ng/
uL konsantrasyonda mitokondriyal miRNA lizat1 ekstrakte edilmistir. A260/A280
degeri 2,142 olup RNA izolatlar1 igin beklenen optimum degerin {lizerinde
bulunmustur (Cizelge 3.1). Ornekte RNA kalitesine isaret eden RIN degeri (RNA
integrity number) ise 4,2 olarak olgiilmiistiir. L. saccharina orneginden ise, daha
diisitk hacimde ancak daha yiiksek konsantrasyonda (17 ng/ pL) miRNA lizat1 elde
edilmistir (Cizelge 3.1). Buna ragmen, RNA saflik derecesi (1,464) ve RIN degeri
(4,5) beklenenden diisiik 6l¢tilmiistiir.

Cizelge 3.1 miRNA orneklerinin izolasyon ve izolatlarinin konsantrasyon ve saflik

Basl RIN
aslangi
. yang 9_ Eliisyon degeri
. mitokondri ]
Ornek hacmi Konsantrasyon | A260/A280 | A260/A230 (RNA
miktar (L) teqrit
n integrity
(uL)
number)
S. parreyssi 70 130 11 ng/puL 2.142 0.323 4.2
L. saccharina | 20 80 17 ng/uL 1.464 0.210 4.5
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3.3. Total miRNA izolasyonu

miRNA izolatlarinin dizileme reaksiyonlarinda kalite kontrolden (QC) gecebilmesi
icin elzem olan ve izolatlarimzdaki RNA degredasyon diizeyi hakkinda bilgi verici
olan RIN-IQ (RNA integrity number) degerinin minimum deger olan 7” den kiigiik
olmas1 (S. parreyssi ve L. saccharina igin sirasiyla 4,2 ve 4,5) nedeniyle total
dokudan mIiRNA izolasyonu da gerceklestirilmistir. Mitokondriden izolasyon
prosediiriinde ¢ok fazla saflastirma ve dolayisiyla da kayip asamasinin bulunmasi ve
organizma sayisinin sinirli olmasi nedeniyle bu yola basvurulmustur. Bununla
birlikte ¢ekirdek DNA’sindan sentezlenip mitokondri igerisinde fonksiyonel olan/
olabilecek mMIRNA’ doku

kullanilmigtir. Karigimin 2/3" i mitokondriyal miRNA olacak sekilde bir miRNA

larin da yakalanmasi amaciyla total organizmal

havuzu olusturulmus ve dizilemeye gonderilmistir.

3.4. Dizileme uygulamalari

Dizileme reaksiyonlariin baglatilabilmesi i¢in kuru buz ile Macrogen Inc. (Korea)
firmasina gonderilen miRNA havuzlart QC analizlerine tabii tutulmustur. QC
analizleri sonucunda S. parreyssi ve L. saccharina tiirleri i¢in sirasiyla 28,386 ve
44,641 ng RNA icerdiginin ve RIN degerinin her iki 6rnek i¢in de 7’nin iizerinde
oldugunun (sirasiyla 7.4 ve 7.9) saptanmast sonrasinda kiitiiphane hazirlama
asamasina ge¢ilmis ve Kkiitliphane verisi QC analizleriyle dizileme uygunlugu
acisindan degerlendirilmistir (Cizelge 3.2). QC analizleri sonucunda, S. parreyssi ve
L. saccharina ornekleri i¢in sirasiyla 48,44 ve 67,03 nM konsantrasyona sahip
yaklasik 150 bp biiyiikliigiinde diziler igeren kiitiiphanelerin elde edilebildigi
belirlenmistir (Cizelge 3.2). Bu degerler, dizileme asamasina gecilebilmesi icin

uygun degerler oldugundan uygulamanin dizileme asamasina ge¢ilmesine onay

verilmistir.
Cizelge 3.2 Orneklerin QC 6l¢iim sonuglari
] RIN degeri
. Konsantrasyon Total miktar . .
Ornek adi Son hacim (uL) (RNA integrity
(ng/pL) (ng)
number)

S. parreyssi 915.675 31 28.386 7.4
L. saccharina 1312.968 34 44.641 7.9
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. Konsantrasyon Konsantrasyon

Ornek ad1 Biiyiikliik (baz)
(ng/uL) (nM)

S. parreyssi | 4.56 48.44 145

kiitiiphane

L. saccharina | 6.1 67.03 140

kiitiiphane

3.4.1. Ham veri analizleri

Okumalarin toplam baz uzunlugu, okumalarin toplam sayisi, %GC igerigi, %Q20
degeri ve %Q30 degeri S. parreyssi ve L. saccharina tiirleri i¢cin hesaplanmistir. S.
parreyssi tiiriinde; 78,160,663 okuma iiretilmistir ve total okuma uzunlugu 3,9 Gb’
dir. %GC igerigi 55.89 ve Q20, Q30 degerleri ise sirasiyla %698.96 ve degeri %97.87’
olarak hesaplanmistir. L. saccharina tiiriinde; 74,006,184 okuma tiretilmistir ve total
okuma uzunlugu 3. Gb’dir. %GC igerigi 52.67 olup Q20 degeri %98.90 ve Q30
degeri %97.82 bulunmustur.

3.4.2. Budanmuis veri analizleri

Dizilenen okumalar; budanmis okumalar, adaptor-olmayan okumalar, kisa okumalar
ve diisiik kaliteli okumalar olarak simiflandirilmistir. miRNA’ larin ortalama
uzunluklarinin 22 baz olmast ve biiyiiklik araligimin minimum 18 baz olmasi
nedeniyle, budanmis okumalarin 18 bazdan biiyiik olanlar1 giivenilir olarak
degerlendirilmistir. Bu analizde miRNA profillerinin saptanabilmesi icin kisa
hedefler analiz edilmistir. Bu kapsamda, S. parreyssi tiirtinde, toplamda 78,160,663
okuma tretilmistir (Cizelge 3.3). Bu okumalarin 63,244,427 tanesi adapt6r i¢eren ve
budama sonrast uzunlugu >18 baz olan okumalari igerir. 2,888,620 okuma ise
adaptor icermemektedir ve 11.967.534 okuma, adaptoér budama iglemi sonrasinda 18
bazdan kii¢iik olarak bulunmustur. L. saccharina tiiriinde toplamda 74,006,184
okuma tretilmistir (Cizelge 3.3). Bu okumalarin 44,087,806 tanesi adapt6r i¢eren ve
budama sonrast uzunlugu >18 baz olan okumalar: igerir. 436,507 okuma adaptor
icermemekte iken, 29,442,363 okuma ise adaptér budama islemi sonrasinda 18

bazdan kiigiik olarak bulunmustur.
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Cizelge 3.3 Budanmis verilerin okuma siirecinin dzeti

Diisiik
Adaptor o
. Total okuma Budanmus Kisa okuma kaliteli
Ornek olmayan
sayisi okuma sayisi sayis1 okuma
okuma sayisi
sayisi

S. parreyssi 78,160,663 63,244,427 2,888,620 11,967,534 60,082

(%80.92) (%3.7) (%15.31) (%0.08)
L.saccharina | 74,006,184 | 44,087,806 436,507 29,442,363 | 39,508
(%59.57) (%0.59) (%39.78) (%60.05)

3.4.3. Olgun miRNA analizleri

3.4.3.1. Bilinen olgun miRNA analizleri

Istenmeyen kaynaklardan (bakteri, viriis, konak vs.) elde edilmis dizilerin
uzaklastirilmasi ve okumalarin budanmasi sonrasinda S. parreyssi ve L. saccharina
tirlerinde sirayla 63,244,427 ve 44,087,806 adet okuma elde edilmistir (Cizelge 3.4)
ve bu okumalar islenmis okumalar olarak adlandirilmistir. Bu okumalardan model
organizmalara haritalamalar gerceklestirilmis ve haritalanan okuma sayilari
belirlenmistir. Buna goére, 6rnegin, Drosophila melanogaster tiirtine S. parreyssi
turinin 1,393,868 ve L. saccharina tirinin de 3,919,714 okumasi
haritalanabilmistir. Cizelge 3.5 ise model organizmalar haricinde 6rneklemdeki
tirlerle aynt smif igerisinde yer alan diger takimlara ait tiirlerin haritalama
degerlerini gostermektedir.
Cizelge 3.4 miRBase veritabaninda bulunan referanslarin olgun miRNA’ larina

haritalanmis okumalar

hsa dre dme cel ath
Orek Islenen miRNA’sina | miRNA’sina | miRNA’sina | miRNA’sina | miRNA’sina
rne
okumalar | haritalanms | haritalanms | haritalanms | haritalanms | haritalanmgs
okumalar okumalar okumalar okumalar okumalar
S. parreyssi | 63,244,427 | 280,320 288,896 1,393,868 50,850 1,004
L.saccharina | 44,087,806 | 1,299,524 1,322,522 3,919,714 238,646 537

49




Cizelge 3.5 Hexapoda grubu tiirleri ile gerceklestirilmis haritalama analizleri

sonucu. Siralama, haritalama degerleri en yliksekten en diisiige gidecek

sekilde verilmistir.

Tiir

Lepisa

Syrista

kodu | saccharina | parreyssi Tir adi Taksonomisi

ame | 4,545,072 1,439,770 | Apis mellifera Hexapoda; Insecta; Hymenoptera
tca 4,366,057 1,420,909 | Tribolium castaneum Hexapoda; Insecta; Coleoptera
bmo | 4,327,368 2,536,640 | Bombyx mori Hexapoda; Insecta; Lepidoptera
aae 4,281,514 1,401,044 | Aedes aegypti Hexapoda; Insecta; Diptera

cqu 4,024,149 1,380,200 | Culex quinquefasciatus Hexapoda; Insecta; Diptera

mse | 3,962,923 1,404,221 | Manduca sexta Hexapoda; Insecta; Lepidoptera
hme | 3,948,069 1,361,494 | Heliconius melpomene Hexapoda; Insecta; Lepidoptera
dme | 3,919,741 1,393,868 | Drosophila melanogaster Hexapoda; Insecta; Diptera

dvi 3,895,620 1,393,074 | Drosophila virilis Hexapoda; Insecta; Diptera

dgr 3,881,176 1,380,711 | Drosophila grimshawi Hexapoda; Insecta; Diptera

dan 3,881,161 1,380,747 | Drosophila ananassae Hexapoda; Insecta; Diptera

dse 3,881,160 1,380,751 | Drosophila sechellia Hexapoda; Insecta; Diptera

der 3,881,156 1,380,751 | Drosophila erecta Hexapoda; Insecta; Diptera

dmo | 3,878,248 1,380,590 | Drosophila mojavensis Hexapoda; Insecta; Diptera

dya | 3,872,008 1,379,172 | Drosophila yakuba Hexapoda; Insecta; Diptera

dwi | 3,869,159 1,380,811 | Drosophila willistoni Hexapoda; Insecta; Diptera

nvi 3,801,279 1,407,058 | Nasonia vitripennis Hexapoda; Insecta; Hymenoptera
dps 3,733,860 1388075 | Drosophila pseudoobscura Hexapoda; Insecta; Diptera

dpe 3,695,732 1374801 | Drosophila persimilis Hexapoda; Insecta; Diptera

dsi 3,488,774 1,361,116 | Drosophila simulans Hexapoda; Insecta; Diptera

api 3,438,884 1,358,931 | Acyrthosiphon pisum Hexapoda; Insecta; Hemiptera
aga 3,002,010 1,374,320 | Anopheles gambiae Hexapoda; Insecta; Diptera

nlo 2,127,852 1,325,382 | Nasonia longicornis Hexapoda; Insecta; Hymenoptera
ngi 1,576,476 1,312,049 | Nasonia giraulti Hexapoda; Insecta; Hymenoptera

Model organizmalar iizerinden tanimlanan haritalanmis okumalarinin saptanmasinin

ardindan, bilinen miRNA igerikleri arastirilmistir. Buna gore, S. parreyssi tiirii D.

melanogaster’da tanimlanmis 466 miRNA’nin 70 tanesini (% 15.02) ve L.

saccharina tiirii ise 92 tanesini (% 19.74) paylasmaktadir (Cizelge 3.6). Buna karsin,

S. parreyssi ve L. saccharina tiirleri, model organizmalar arasinda en uzak akraba

oldugu A. thaliana tiiriiyle sirasiyla yalnizca sekiz ve 26 miRNA paylagmaktadir.

Ayrica, L. saccharina ve S. parreyssi tiirlerinin bu bes model organizma miRNA’lar1

ile haritalanmis bilinen miRNA’larin detayli listesi sirasiyla EK-1 ve EK-2’ de

verilmistir.
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Cizelge 3.6 Tanimlanmis bilinen olgun miRNA’ lar

ornekteki
. ornekteki hsa | ornekteki dre ) ornekteki cel | ornekteki ath
Ornek dme miRNA
miRNA sayis1 | miRNA sayis1 miRNA sayis1 | miRNA sayis1
sayis1
L.saccharina | 96 / 2588 |49 / 350(92 / 466 |27 [/ 434|126 | 427
(%3.71) (%14.00) (%19.74) (%6.22) (%6.09)
S. parreyssi 39 / 258829 / 30|70 [/ 466 |14 |/ 4348 / 427
(%1.50) (%8.28) (%15.02) (%3.22) (%1.87)

Literatiirde nérogenez ile ilgili boceklerde tespit edilen miRNA’ lar; miR-7, miR-8,
miR9a, miR124, miR-310-313, bantam ve let-7* dir. L. saccharina ve S. parreyssi
tiirlerinde miR-310-313 hari¢, diger miRNA’ lar bulunmustur. Boceklerde kas
gelisimi ile iligkili miRNA’ lar; miR-1, miR-9a, iab-4’ olup ii¢ii de L. saccharina ve
S. parreyssi tiirlerinde de bulunmustur. Esey hiicre gelisimi ile iligkili miRNA’ lar;
miR-184, miR-7, bantam, miR-278, miR-309’ dur. Bunlardan miR-309 haricinde
diger miRNA’ lar ¢alistigimiz iki tiirde de tespit edilmistir. Kanat gelisiminde ve
gelisimsel zamanlamada gorev alan bantam ve let-7 her iki tiirde de tespit edilmistir.
Apoptozda gorev alan miRNA’ lar; miR-14, bantam, miR-2, miR-13, miR-278, miR-
11’ dir. Bu miRNA’ larin tamami her iki tiirde de tespit edilmistir. Konak patojen
etkilesiminde gorevli miRNA’ lar; miR-34, miR-1174, miR-1175, miR-309a-2, miR-
2940° Bunlardan miR-34 her iki tiirde de tespit edilmistir. Konak-viriis
etkilesimiyle iliskili miRNA’ lar; miR-8, let-7, miR-148a, miR-148b, miR-152" dir.

Bunlardan miR-8 ve let-7’ nin her iki tiirde de varlig1 ve ifade edildigi saptanmustir.

tir.

Model organizma miRNA’ lar ile haritalanmig bilinen miRNA’larin mitomiR’ler
acgisindan incelenmesi sonucunda miR-210, miR-1973, miR-34-5p ve miR-125b
miRNA’ larinin L. saccharina ve S. parreyssi tiirlerinde de bulundugu saptanmistir
(Sekil 3.1). Bununla birlikte let-7b miRNA’lar1 yalnizca L. saccharina’ de; miR-23a

ve MiR-23b miRNA’lar1 ise yalnizca S. parreyssi tiiriinde saptanmistir (Sekil 3.1).

51




hsa-let-7b-5p

dme-miR-34-5p

S. parreyssii L. saccharina
Sekil 3.1 Orneklem dahilinde saptanan mitomiR' ler
Diger taraftan, bes model organizmada da okuma sayilar1 en yiiksek olan miRNA’

lar, miR-10a-5p, miR-100-5p, miR-184-3p, miR-9* (a/ b/ ¢/ d) ve miR-133* (a/ b/ ¢)
miRNA’ laridir (Sekil 3.2).

dre-miR-133b-5p
dre-miR-133¢-3p

S. parreyssii L. saccharina

Sekil 3.2 Okuma sayilar1 yiiksek olan bilinen miRNA' lar
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3.4.3.2. Yeni miRNA analizleri

Dizileme verisinden, miRBase veritabaninda bulunan ve S. parreyssi ile nispeten
yakin akraba olan Nasonia vitripennis (Nvit_2.1) referans miRNA verisi kullanilarak
orneklem tiirlerinin smRNA igerigi tanimlanmistir. S. parreyssi ve L. saccharina
tirlerinde MIRNA, rRNA, tRNA, snRNA ve snoRNA gibi SmRNA aday tiplerinin

oranlarini belirleyen smRNA kompozisyonunu Sekil 3.3’ te gosterilmistir.

RNA Kompozisyonu

D\'cni miRNA D rRNA [:llk\ A .( jenom Dlhlmm eyen
%9.29 %0.09

0% 25% 50% 75% 100%
D \uu m|RN A rR\4 A IRNA ( enom Bilinmeyen
%0.07 %0.05 %64.7
Sparessi|
0% 25% 50% 75% 100%

Oran

Sekil 3.3 S. parreyssi ve L. saccharina tiirleri small RNA kompozisyonunun 6zeti

Kiimelenmis okumalarin referans genoma hizalanmasi sonucunda yeni miRNA’ lar
tahmin edilebilmistir. Bu yeni miRNA’ larin uygun miRNA sekonder yapi
karakteristiklerine sahip oldugunun dogrulanmas1 i¢cin RNAfold programi
kullanilmistir. Yeni miRNA” lar i¢cin RNAfold tarafindan {iretilen grafik, hairpinin
her bir kismi i¢in okuma sayilarini, minimum serbest enerji skorunu, randfold
skorunu ve korunmus dizi skorunu igeren in siliko ortamda katlanmis hairpin yapiy1
vermektedir. Sekil 3.4’ te RNA fold tarafindan yeni tanimlanmis bir miRNA igin

tiretilmis grafik verilmistir.
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Provisional ID

: AVCP010282600.1_24915

Score total : 143535.9
Score for star read(s) : 3.9 > .4 Y
Score for read counts : 143528.1 o o
Score for mfe 22 Y d
Score for randfold 1.6 %o\q S
Score for cons. seed : ¥ o
Total read count 281536 x e
Mature read count 281353 L]
Loop read count 0 OO ¥
Star read count 183 2 g
N
S
freq. o \\\ S
S & 2
14 \ » ¥
R
o
+4 . S
0.75 S o
05+ S
0.25
0 >
23 37 60 length
Mature Star
5'- geg g Juguacuucaucaggugeucu cggcaccuguuggagugcaauugauaggaaggegeccauccacgeggeeggeacug -3 obs
gcgeguagege uuguacuucaucaggugeucu auaggaaggcgeccauccacgeggecggeacug exp
LA ameemMMMMMM -M))- DN reads mm sample
AUCAUUGUBCUUCAUCAGGUGCUCU. ...ccusersesnnsssssassssassussisssassnssssnssssinsssnssnissssnianens 1 1 seq
....cauuguacuucaucaggug........ 6 0 seq
....Uauuguacuucaucaggugc...... 1 1 seq
....cauuguacuucaucaggugc....... 19 0 seq
....cauuguacuucaucaggugcu..... 56 0 seq
....cauuguacuucaucaggugcuc... 100 0 seq
CAUUGUACUMCAUCAGGUGOUIC +c::sumssissi sy siitsedossssisontos Srodsiansessssis svastsinss 1 1 seq
cCauUgUaCUNCAUCAgOUICAS: T 1 1 seq
....cauuguacuucaucaggugcuA.. 4 1 seq
....Aauuguacuucaucaggugcuc.. 1 1 seq
cauCguacuUCaUCAGGUGCUC. .....ccoueierieereeieeiesess s eaesssese s naesseneeseeaseneas 1 1 seq
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA CAUUGUACIICAUICAGOUGCUN: covvsanuvsssivssssmpiimissonsssiasseisismpinisrssssosamiosess 6 1 seq

Sekil 3.4 L. saccharina tiiriinde tanimlanmis yeni miRNA’ lardan bir 6rnegin
RNAfold’ da degerlendirilmesi

Bowtie ile referans Nvit_2.1 referans miRNA’ larina haritalanan 6rneklem tiirlerinin

istatistikleri Cizelge 3.7°de sunulmustur. L. saccharina tiirtinde 164 onciil, 161

olgun; S. parreyssi tiirinde ise 81 yeni Onciil ve olgun miRNA saptanmistir. Bu

onciil ve olgun miRNA dizilerinin genomik pozisyonlari, uzunluklari, yonelimleri,

okuma sayilari ve kaliteleri gibi 6nemli degerleri ¢izelgeler halinde kaydedilmistir.

Cizelge 3.7 Nvit_2.1 ve LocustGenomeV 1 referansina haritalanan okumalar

. Total Haritalanan Haritalanmayan
Ornek
okuma okumalar okumalar
S. parreyssi 66,133,047 | 23,235,560 (%35.13) 42,897,487 (%64.87)
L. saccharina 44,524,313 | 15,790,017 (%35.46) 28,734,96 (%64.54)
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L. saccharina tiirinde saptanan yeni miRNA’ larin 92 tanesi sense zincirden
kodlanirken, kalan 69 tanesi antisens zincirden kodlanmaktadir. miRNA okuma
sayilart maksimum 1,015,993 (mature 52) ve minimum 7 (mature 72) olarak

saptanirken, MIRNA biyiikliiklerinin 18 ila 25 baz arasinda degistigi belirlenmistir
(EK-3).

S. parreyssi tiirinde saptanan 81 yeni mIRNA’ nin 44 tanesi sense zincirden
kodlanirken, kalan 37 tanesi antisens zincirden kodlanmaktadir. miRNA okuma
sayilart maksimum 929,853 (mature 29) ve minimum 8 (mature 51) olarak

saptanirken, MIRNA biiyiikliikklerinin 18 ila 24 baz arasinda degistigi belirlenmistir
(EK-4).

RNA composer ve PyMOL programlar1 kullanilarak elde edilen S. parreyssi ii¢
boyutlu miRNA yapilar1 Sekil 3.5’ de, L. saccharina ii¢ boyutlu miRNA yapilari
Sekil 3.6° da verilmistir.
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Sekil 3.5 S. parreyssi yeni miRNA'larinin {i¢ boyutlu yapilari (a) ve 58- 81 numarali
yeni miRNA'larinin ii¢ boyutlu yapilar (b)
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b, S 5, S8

58



59



1M

116

126

131

146

151

161

Sekil 3.6. L. saccharina tiirii yeni miRNA' larinin {i¢ boyutlu yapilart (a), 56-110
numarali yeni mMiRNA' larinin ¢ boyutlu yapilari (b) ve 111-164

numarali yeni miRNA' larinin ti¢ boyutlu yapilari (c)
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3.4.4. Yeni miRNA’ lar iizerine yapilan mitokondriyal tanimlamalar

3.4.4.1. Geneious programu ile referans mitogenom iizerine eslestirme

Mitokondriden koken alan veya mitokondriye hedeflenen miRNA’ larin saptanmasi
i¢in onciil ve olgun miRNA dizileri referans mitogenomlar kullanilarak hizalanmaya
calisilmistir. Hizalama sonucunda, S. parreyssi tiirii i¢in saptanan dokuz miRNA’dan
1’ icoxl, 2’ sicox2,1’ind5,1’ind4, 1”ind6, 1’ i nd1, 1’ i rrnS ve 1 tanesi de trnM
geni ile hizalanmistir. Bu miRNA’lar ve mitogenomdaki iligkili bolgeleri Cizelge
3.8’de verilmistir. Bunlardan cox1, cox2, nd5 ve nd6 genlerine hizalananlar antisens
yonelimlidir. En yiiksek okuma sayisina sahip olan mature 8 miRNA” s1 cox2 geni

icerisinde sense hizalanmaistir.

Cizelge 3.8 S. parreyssi tiriinde yeni saptanan miRNA' larin mitogenoma

hizalanmasi sonucunda elde edilen veriler.

_ mMiRNA _ _ mMiRNA MiRNA
miRNA | okuma mitokondriyal gen | gen simir1 etkilesim smirt et"kile‘sin.n
sayis1 yonelimi
mature 71 231 | cox1 1476-3011 | 1689-1710 antisens
mature_8 39559 | cox2 3096-3776 |3215-3235 sense
mature_63 1578 | cox2 3096-3776 | 3521-3541 antisens
mature_23 6610 | nd5 6518-8209 | 7644-7665 antisens
mature_77 35| nd4 8284-9639 | 9010-9030 sense
mature_21 10236 | nd6 10001-10591 | 10568-10587 antisens
mature_47 302 | nd1 11959-12915 | 12546-12568 sense
mature 51 91 rrS 14416-15446 | 14912-14932 sense
mature_14 1897 | trnM-intergenik-trnA | 15515-15802 | 15543-15564 -

L. saccharina tiirii i¢in ise, 1’ i nd3, 2’ sind4, 1’ i nd6, 1’ i trnS, 1’ i nd1, 1’ i rrnL,
4> ind5, 3" 1 rmS, 3 i D-loop, 171 trnQ, 2° sind2, 1’ i coxl, 1’ i atp8 ve 1’ i cox3
igerisinde olmak tiizere 24 miRNA hizalama bolgesi saptanmistir (Cizelge 3.9).
Bunlardan ndl, nd5 ile hizalananlardan bir tanesi, D-loop ile hizalananlardan iki
tanesi, nd2, atp8 ve cox3 ile hizalananlar antisens yonelimli olarak belirlenmistir. En
yiiksek okuma sayisina sahip olan mature 95 miRNA’ s1 cox3 geni igerisinde

antisens hizalanmstir.
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Cizelge 3.9 L. saccharina tiirinde yeni saptanan miRNA' larin mitogenoma
hizalanmasi sonucunda elde edilen veriler.

yonelimi
Mature_127 50| nd3 38-391 233-250 sense
Mature_82 65 | nd5 803-2546 1857-1877 sense
Mature_104 3643 | nd5 803-2546 1652-1671 antisens
Mature_118 19| nds 803-2546 2180-2197 sense
Mature_120 40 | nd5 803-2546 1177-1194 sense
Mature_89 16157 | nd4 2625-3977 | 2946-2967 sense
Mature_98 37744 | nda 2625-3977 | 3038-3061 sense
Mature_116 1035 | nd6 4428-4923 | 4595-4618 sense
Mature_15 20| trnS 6065-6130 | 6086-6103 sense
Mature_57 31| nd1 6157-7107 | 6235-6252 antisens
Mature_61 18 | rriL 7175-8443 | 8099-8116 sense
Mature_25 332 rrnS 8552-9341 | 8757-8778 sense
Mature_117 16 | rrnS 8552-9341 | 8853-8870 sense
Mature_146 4068 | rrnS 8552-9341 | 8991-9008 sense
Mature_88 46 | D-loop 9342-9742 | 9478-9496 sense
Mature_125 13 | D-loop 9342-9742 | 9712-9730 antisens
Mature_156 51| D-loop 9342-9742 | 9423-9440 antisens
Mature_154 92662 | trnQ 9810-9878 | 9843-9864 sense
Mature_100 46 | nd2 9955-10968 | 10212-10229 antisens
Mature_135 21 | nd2 9955-10968 | 10368-10386 antisens
Mature_21 13| cox1 11169-12705 | 12340-12358 sense
Mature_38 239 | cox1 11169-12705 | 12252-12269 sense
Mature_132 25| atp8 13599-13757 | 13594-13611 antisens
Mature_95 291935 | cox3 14427-15214 | 14446-14467 antisens

Bu sonuglara ek olarak miRNA etkilesimi merkez etkilesim diziler ile etkili bir
sekilde gerceklestigi icin ve “map to reference” yontemi ile tiim bu etkilesimlerin
belirlenmesi miimkiin olmadigindan RNAhybrid kullanilarak miRNA-mitogenom
hedef saptanmasi gerceklestirilmistir. Bu program kullanilarak Watson-Crick dist
(G:U) eslesmelerin dahil edilmesi, minumum serbest enerjisinin -20kcal/mol’ den
daha biiylik olanlar hesaplanmasi ve uygun sekonder yap1 kazananlarin filtrelenmesi
sonucunda S. parreyssi tiiri igin 51, L. saccharina tiirii i¢in 69 tane mitogenom
igerisinde potansiyel hedef dizi tespit edilmistir (EK-5 ve EK-6). S. parreyssi
tiriinde, hipotetik olarak en ¢ok hedeflenen genler cox1 (11), nd5 (8), rrnS (7), rrnL
(5) ve cytb (5); L. saccharina tiiriinde ise cox1 (15), cytb (12), rrnL (6), nd2 (6) ve
rrnS (5) genleridir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8).
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S. parreyssii 14 yeni miRNA 7 5 yeni miRNA 14 yeni miRNA 2
L. saccharina 12 yeni miRNA - 12 yeni miRNA 22 yeni miRNA ”

Kompleks 1 Kompleks 11 Kompleks 111 Kompleks IV Kompleks V

NADH Dehidrejenaz
Kompleksi

Siiksinat Dehidrejenaz
Kompleksi

Sitokrom C oksidaz
kompleksi

Sitokrom bel
Kompleksi

Biiyiik alt {inite

S. parreyssii 7+5 yeni miRNA(rnS+rrml)
Kiigiik alt inite

b Mitokondriyal

Ribozom

L. saccharina ~ 5+6 yeni miRNA(rrnS+rrnL)

Sekil 3.7 RNAhybrid sonuglarina goére mitokondriye hedeflenebilecek
y g
yeni miRNA'larin sayilart ve etkiledigi alt {niteler (Gorsel

KEGG pathway' den degistirilerek alinmistir).
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Syrista parreyssi

nd4

Sekil 3.8 Mitokondriyede hedeflenen miRNA’ larin mitogenom tizerindeki olast hedefleri
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4. TARTISMA ve SONUC

Insan genom projesinin tamamlanmasi ile birlikte, genomdan biiyiik oranlarda
proteine cevrilmeyen veya bilinen bir regiilator fonksiyonu olmayan RNA’larin
kodlandig1 saptanmustir (Craig Venter vd., 2001). Bu farkli biiyiikliiklere ve
Ozelliklere sahip genis Olgekli RNA’lar oncelleri “atil” olarak degerlendirilse de,
sonrasinda o&zellikle gen ekspresyonunun diizenlenmesinde elzem olabildikleri
aciklanmistir (Mercer vd., 2011). Bu durum, giderek artan bir ilgiyle kodlama-
yapmayan RNA’ larin ¢alisilmasina yol agmis ve 2000’ li yillarla birlikte birgok
bilim insani tarafindan odak noktasi haline gelmistir. Buna ragmen, bu RNA
molekiilleri hakkinda bildiklerimiz bilmediklerimizin yaninda okyanusta bir damla
gibidir. Bu calismada, 6zellikle hiicrelerin enerji merkezleri olan mitokondriden
sentezlenen ve/veya mitokondriye hedeflenen miRNA’lar farkli baskalasim Oriintiisii
(ametabol ve holometabol) sergileyen iki farkli bocek takimini temsilen birer tiirde
incelenmistir. Mitokondri endosimbiyotik kokeni, hiicrenin enerji liretiminden
apoptoza kadar birgcok elzem siirecte gorevli olmasi, niikleer genoma hem bagiml
hem de bagimsiz olmasi gibi bircok onemli 6zelligi nedeniyle arastirmanin ana
materyali olmustur. Hem ametabol hem de holometabol bdceklerden birer
temsilcinin segilmesiyle ise yliksek cesitlilik, plastisite ve adaptasyon ozelliklerine

sahip olan bocekler siifinin anlagilmasinin kolaylagsmasi amaglanmustir.

Bu ¢alismada, bir ametabol bocek olan L. saccharina (Zygentoma: Lepismatidae) ve
bir holometabol bocek olan S. parreyssi (Hymenoptera: Cephidae) tiirlerinin derin
total miRNA dizilemeleri gerceklestirilmis ve ilk defa literatiire kazandirilmstir.
miRNA dizilenmesi agsamasinda TruSeq Small RNA kiitiiphanesi hazirlanmis ve her

bir 6rnek icin yaklagik dort milyar baz biiyiikliigiinde okuma yapilmistir.

miRNA arastirmalarinda  kullanilan kitlerin, cihazlarin ve biyoinformatik
yaklasimlarin siirekli olarak gelistirilmesi, bununla birlikte veritabanlarinda artan
kodlama yapan ve yapmayan RNA dizileme verilerinin artmasi arastirmacilarin
miRNA tarafindan diizenlenen sayisiz siirecleri ¢ozebilmelerini saglayacaktir. Su

anda bildigimiz sey belki de sadece buzdaginin goériinen kismindan ibarettir.
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4.1. Bilinen miRNA analizleri

S. parreyssi tirii i¢in MiRNA dizilenmesinin sonucunda, 78,160,663 ham okuma
tiretilmis, bunlarin 63,244,427 tanesi (%80.92’ si) ileri analizler igin uygun budanmis
diziler olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3). Bilinen miRNA’larin saptanmasi
asamasinda miRBase veritabaninda bulunan tiim tiirler ile haritalamalar yapilmis ve
bu dizilerin maksimum %4.01’ inin en az bir organizma ile (Bombyx mori) birden
fazla okuma agisindan benzerlik sergiledigi saptanmustir (Cizelge 3.5). L. saccharina
tird igin ise, 74,006,184 ham okuma iiretilmis, bunlarin 44,087,806 tanesi (%59.57’
si) ileri analizler i¢in uygun budanmis diziler olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3).
Bilinen miRNA’larin saptanmasi asamasinda miRBase veritabaninda bulunan tiim
tirler ile haritalamalar yapilmis ve bu dizilerin maksimum %210.31’ inin en az bir
organizma ile (Apis mellifera) birden fazla okuma agisindan benzerlik sergiledigi

saptanmistir (Cizelge 3.5).

Bes model organizma ile yapilan haritalama sonuglarina goére en yiikksek miRNA
sayilar1 D. melanogaster tiirtinden elde edilmistir. Buna gore, L. saccharina tiirii, D.
melanogaster miRNA’larinin %19.74’ ine; S. parreyssi tiri ise %15.02° sine
sahiptir (Cizelge 3.6). Bu bulgu, D. melanogaster’ in bocekleri temsil eden bir
referans olmasi nedeniyle beklenendir. Diger taraftan, en uzak akraba olan A.
thaliana ile paylasilan miRNA sayisinin minimum olmasi beklenirken, H. sapiens ile
elde edilmistir. Bu sonucun olasi nedeni ise, miRNA sayilar1 daha fazla gibi goriinse
de temsil eden okuma sayisinin diisiik olmasidir (Cizelge 3.4).

Bilinen miRNA’ lar agisindan yapilan ilk degerlendirme, mitomiR’ lerin
degerlendirilmesidir. Ozellikle insanda tamimlanmis, bilinen mitomiR* ler
(Srinivasan ve Das, 2015; Giuliani vd., 2018; Ortega vd., 2020) incelendiginde bazi
onemli bulgular elde edilmistir. Bunlardan ilki, L. saccharina tiiriinde 168, S.
parreyssi tiriinde ise yedi okuma sayisina sahip olan (EK-1 ve EK-2) ve
mitokondriyal OXPHOS kompleks 4’ {in niikleer altiinitelerinden biri olan sitokrom
oksidaz 10 (cox10) geninin regiilasyonunda gorevli miR-210" dan elde edilmistir
(Colleoni vd., 2013). cox10 geni iizerine farelerde yapilan bir ¢alisma sonucunda, bu
genin yalnizca kompleks 4’ iin entegrasyonunda degil, ayn1 zamanda kompleks 1’ in
de olusturulmasi ve stabilitesinde gorevli oldugu bulunmustur (Diaz vd., 2006). Bu
bulgu, kompleks 1’ in mitokondriyal OXPHOS sisteminde ilk elektron alicis1 olarak

gorevli olmasi acisindan 6nemlidir. Buna goére, bu genin ifadesindeki farklilik
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dogrudan enerji iiretimi ile iliskilendirilebilir ve hiicrenin enerji ihtiyacina gore artan
veya azalan miR-210 ifadesi ile diizenlendigi ongoriilebilir. Bu da bdceklerden
memelilere kadar genis bir skalada bu miRNA’nin bulunduguna ve mitokondrinin en
elzem fonksiyonu olan oksidatif fosforilasyonda gorevli olduguna isaret ediyor
olabilir. Her iki tiirde de saptanan bir diger insan mitomiR’ i ise miR-1973’ tiir. Bu
miRNA’nin mitokondriyal bir InCRNA olan ve 16S rDNA geninden tiiremis
ASNcmMtRNA-2’ den tiiredigi diistiniilmektedir ve dolayli olarak epitel hiicrelerinin
yaglanmasinda upregiile edildigi bilinmektedir (Bianchessi vd., 2015; Lobos-
Gonzalez vd., 2016). Bu mitomiR, miR-1973’ {in ne niikleer ne de mitokondriyal
protein kodlayan genlerden iiretilmemesi ve mitokondriden sitoplazmaya tasinip
orada regiilator olarak gorevli olmasi agisindan 6nemli ve farklidir. Polisistronik
tiniteler halinde transkribe olan mitokondriyal genom, insanda biiyiik oranda agir
zincirden kodlanmaktadir ve olasi ii¢ polisistronik birimin oldugu varsayilmaktadir.
Hafif zincir geni olan nd6 gibi genlerin gen regiilasyonu acgisindan antisens
ifadelenmelerinin oldugu da bilinmektedir (Mercer vd., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda,
insan mitogenomu ile karsilastirildiginda, bécek mitogenomlar1 agir ve hafif zincire
neredeyse homojen dagilmis ve biiyiikk olasilikla bes farkli antisens polisistronik
tinite icermektedir (Shutt vd., 2010; Peralta vd., 2012). Bu da, IncRNA ve/ veya
miRNA birimlerinin bdceklerde daha yiiksek yogunlukta iiretilebiliyor olmasina
isaret ediyor olabilir.

Bir diger mitomiR olan miR-34-5p miRNA’ si1 ile insanda haritalanma saptanmasa da
L. saccharina i¢in D. melanogaster ve C. elegans’ ta; S. parreyssi tiiriinde ise
yalnizca C. elegans’ ta haritalanma saptanmistir. Bu miRNA’ nin sayisi her iki tiirde
de olduk¢a yiiksek okuma sayilarina sahiptir (EK-1 ve EK-2). SRA01/04 hiicre
kiiltiirlerinde, miR-34" {in ROS {iretimini arttirdigt ve apoptozu indikledigi
bilinmektedir. miR-34a’ nin asir1 ekspresyonunun mitokondri-aracilikli apoptozu
promote ettigi ve mitokondriyal enerji metabolizmasini bloke ettigi bilinmektedir.
Dahasi, miR-34a’ nin olas1 bir hedefi olan Notch2 (ndrojenik lokus ¢entik homolog
protein 2) geninin mitokondri-aracilikli apoptozu tetikledigi saptanmistir (Fan vd.,
2017). Buna gore, mitokondride ROS birikimi gibi bir dogrudan ve mitokondri-
araciliklt apoptoz gibi bir dolayli etkiye sahip miR-34 ekspresyonu bocekleri de
etkiliyor goriinmektedir. L. saccharina’ de saptanan dme-miR-34-5p sayis1 23027,
cel-miR-34-5p sayisi ise 11784’ dir. S. parreyssi tiiriinde saptanan cel-miR-34-5p
sayis1 ise 4853 olarak hesaplanmistir (EK-1 ve EK-2). Sayisal olarak oldukga fazla
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bulunmalar1 da bu varsayimi giiclendirmektedir. hsa-miR-125b’ nin apoptoz
yolaginda goérevli oldugu in-vivo calismalarda kanitlanmistir (Keane vd., 2015).
Bununla birlikte mitokondrinin hiicresel gorevlerinden olan hiicre yaglanmasinda da
gorevli oldugu bilinmektedir (Nyholm vd., 2014; Yuan vd., 2018). Bu miRNA’nin
hem H. sapiens’ te hem de zebra baliginda (Danio rerio) yiiksek okuma sayilarinda
haritalandigi bulunmustur (EK-1 ve EK-2). ATP iiretimini modiile eden ve oksidatif
stresi indiikleyen miR-141-3p mitomiR molekiilii her iki tiirde de diisiik okuma
sayilarda da olsa saptanmistir (Ji vd., 2015).

Her iki tiirde de saptanan ortak mitomiR’ ler disinda tiirlerden birinde bulunmayan
mitomiR’ ler de saptanmustir (Sekil 3.1). Bunlarin D. melanogaster’ de de bulunma
durumuna bagl olarak farkli bagkalasim paternlerine sahip boceklerdeki durum ile
ilgili ipuglart vermesi beklenmektedir. Calisma kapsaminda yalnizca S. parreyssi
tiirlinde saptanan bir mitomiR grubu, miR-23a ve miR-23b’ dir (EK-2). Bu miRNA
grubu, dogrudan oksidatif fosforilasyonda gorevli olmasa da mitokondriyal
glutaminaz ekspresyonunda goérevli olan GLS2 (glutaminaz 2) geninin ekspresyon
diizeyinin ve dolayisiyla glutamin metabolizmasiin diizenlenmesinde gorevlidir
(Gao vd., 2009). GLS2, glutamat ve alfa-keto glutarat sentezini katalizleyerek
hiicrelerde mitokondriyal respirasyonu promote etmekte ve ATP diretimini
arttirmaktadir. NADH ve glutatyon ftiretimi ile hiicresel antioksidan fonksiyonunu
arttirmaktadir ve tiimor baskilanmasinda da goérevli oldugu distiniilmektedir (W. Hu
vd., 2010). Bu enzim ve/ veya izoformlariin genis taksonomik gruplarda bulunmasi
(Pasquali vd., 2017), boceklerde de bu genin bulunduguna ve miRNA ile
ekspresyonunun diizenlendigine isaret ediyor olabilir. Bununla birlikte, S. parreyssi
tiriinde saptanip L. saccharina tiiriinde bulunmamast miRNA ifade yogunlugu ile
iligkili olabilir. Halihazirda S. parreyssi tiiriinde de yalnizca iki kez temsil edilmesi
bu varsayimi giiclendirmektedir.

Insanda tanimlanmis ve bu ¢alisma ile bdcek tiirlerinde de bulundugu anlasilan bir
diger mitomiR let- 7b’ dir. Let-7b miRNA’ larindan hsa-let-7b-5p ve dre-let-7b
miRNA’s1 yalmizca L. saccharina tiirinde saptanmustir. Farelerde yapilan son
caligmaya gore, let-7b-5p miRNA’sinin cytb’ ye hedeflendigi ve cytb ekspresyonunu
pozitif modiile ettigi saptanmistir (H. Li vd., 2019). In siliko analizler ile yapilan
olas1 hedef taramalarina gore let-7b miRNA’s1 atp6, atp8, cox2 ve nd5 gibi genlerini
hedefleyebilmektedir (Barrey vd., 2011). Bununla birlikte, bu miRNA’ nin gesitli

organizmalarda ROS (reaktif oksijen bilesenleri: superoksit, oksijen peroksit ve diger
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oksijen radikalleri) bilesenlerine karsi hiicresel yanitta gérevli oldugu Gene Ontology
veritabaninda GO:0034614 erisim numarasi altinda kanitlanmastir.

Ozellikle H. sapiens’ te genellikle bir hastalifa sebep oldugu i¢in tanimlanabilmis
bilinen mitomiR’ lerin bocek tiirlerinde de bulunmasi sasirticidir. Mitokondrinin
oksidatif fosforilasyon disindaki tiim hiicresel fonksiyonlarmin genleri niikleer
genomdan kodlansa da mitokondriye alinmasi veya fonksiyonel olmasi agamasinda
mitokondri ile iliskilendirilmesi énemlidir. Ornegin, apoptoz siireci mitokondriyal bir
gen aracilikl bir siire¢ olmasa da apoptozun mitokondride 6zellikle cytC’ nin iligkili
oldugu genleri dogrudan ya da dolayli olarak etkileyen miRNA’ lar mitomiR’ ler
olarak tanimlanabilir. Bu nedenle, diger tiim miRNA’larin da en azindan in vitro
olarak tanimlanmasi yapilabilir. Fakat yine ayni sebepten, paradoksal olarak, bu
sonsuz bir kombinasyon baglantisi gerektirecektir. Bununla birlikte, 6karyotik her bir
hiicresel yolagin bir sekilde mitokondri ile iligkilendirilebilmesi nedeniyle de
mitomiR ¢aligmalar1 yaniltici olabilir. Bu nedenle, simdilik yalnizca insanda bir
hastaliga sebep oldugu icin bulunan mitomiR’ ler incelenebilmistir. Bu anlamda
bilinen mitomiR’ ler bu iki farkli bagkalasim modelini izleyen organizmanin
farkliliginda ya da genel olarak boceklerin gesitliligi gibi konularda varsayimlarda
bulunmak i¢in yetersiz kalmaktadir.

Diger taraftan, niikleer genomdan kodlanan mitokondriyal altiinite genini etkileyen
ve mitokondriyal IncRNA’ dan tiremis miRNA’ larin varligi mitokondriyal
transkripsiyon acisindan degerlendirildiginde farkli bakis agilar1 kazandirabilecektir.
tRNA’ larin diizgiin katlanmasi, mRNA’ larin translokasyonu ve translasyonu gibi
stireglerin mitomiR’ ler tarafindan regiile edildigi gosterilmektedir (Ro vd., 2013).
Alternatif olarak, mitoRNA’ lar mitokondriyal DNA metilasyonunu modiile ederek
mitokondriyal gen ekspresyonunu etkileyen bir epigenetik diizenleyici olarak islev
gorebilir (Shock vd., 2011). Bu ilging hipotezler gelecekte daha fazla arastirma
yapilmasii gerektirmektedir. ileride baska calismalarin konusu olarak dizileme
reaksiyonlar1 gergeklestirilebilecek antisens-RNA veya IncRNA dizileme sonuglar
ile birlikte yeni bakis acgilar gelistirilebilir.

mitomiR’ ler diginda bilinen miRNA’ lar bes model organizma agisindan
incelendiginde, 6zellikle bes miRNA’ nin yiiksek temsil sayilari dikkat cekicidir:
miR-10a-5p, miR-184, miR-100-5p, miR-9 (a/ b/ ¢/ d) gen ailesi ve miR-133 (a/ b/ ¢)
gen ailesi (EK-1 ve EK-2). mtDNA veya ncDNA’ dan kodlanan miRNA’ lar
mitokondriyal OXPHOS gen ifadesini dogrudan etkilemese de mitokondriyal
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transkripsiyonda gorevli TFAM (transkripsiyon faktorii A) ve WARS (triptofanil-
tRNA sentetaz) gibi spesifik fonksiyonlar1 olan proteinlerin gen regiilasyonunda
gorevli olabilir (Borralho vd., 2015). Bunlar igerisinde mitokondri agisindan en
dikkat ¢ekici olanlart miR-9 ve miR-133 gen aileleridir. miR-9/9*’ un mitokondrinin
niikleusa sinyal iletiminde en kritik goreve sahip molekiillerden biri oldugu
bilinmektedir (Borralho vd., 2015). Daha da 6nemlisi, miR-9/9*, mitokondrinin
fonksiyonel durumundaki degisikliklere yanit olarak niikleer genlerin ekspresyonunu
regiile etmektedir (Borralho vd., 2015). miR-133a tizerine yapilan in siliko ¢caligsmalar
sonucunda bu miRNA’ nin mitokondriyal mRNA’ lar1 hedefleyebildigi ve
dolayistyla da mitokondriyal gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorevli olabilecegi
Onerilmistir (Barrey vd., 2011). miR-10a-5p’nin yiiksek temsili “housekeeping”
miRNA olmasina bagli olabilir (Link vd., 2019) ve miR-100-5p ve miR-184’ iin de
mitokondriyal apoptozda gorevli oldugu bilgisi literatiirde mevcuttur (G. Wu vd.,
2018). Tum Okaryotik organizmalarin apoptoz yolagi genlerini igermesi nedeniyle bu
veri uyumlu bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bilinen miRNA’lar agisindan yapilan degerlendirmede, miR-9 gibi mitokondriyal
reglilasyonda dogrudan ya da dolayli olarak goérevli miRNA’ lar veya mitomiR’ ler
disinda Onemli bulgular elde edilememistir. Bunun olast nedeni model
organizmalarda belirlenen her bir miRNA’ nin digerinden farkli olmasidir.
Genellikle fonksiyonel olmasi agisindan q-RT-PCR ile degerlendirilen miRNA’ lar
tiire ozgiidiir. Dolayisiyla q-RT-PCR ile validasyonu diger tiim tiirlerde yapilmamis
her miRNA, diger tiirlerde yok goriinmektedir. Yalnizca let-7 gibi kronolojik énemi
olan ve biitiin organizmalarda bulunan miRNA’ lar saptanabilmistir. Bu nedenlerden
dolayi, bilinen miRNA’ lar agisindan yapilan degerlendirmede sinirli varsayim

yapilabilmektedir.

4.2. Yeni miRNA analizleri

Yeni miRNA ¢alismalar1 sonucunda, L. saccharina tiiriinde 164 6nciil, 161 olgun; S.
parreyssi tiirtinde ise 81 yeni onciil ve olgun miRNA saptanmistir (EK-3 ve EK-4).
Tanimlanan yeni miRNA’ lara ait dikkat ¢eken bulgulardan ilki, hicbir miRNA’nin
mitokondriyal kromozom igerisinde haritalanmamasidir (EK-3 ve EK-4).
Veritabanlarinda mitokondriden koken alan miRNA’ larin az sayida bulunmasinin
nedeni, organizmadan bagimsiz olarak, mitogenomdan sentezlendigi diisliniilen

miRNA’ larin q-RT-PCR ve mitoplast (dis zar1 uzaklastirilmis mitokondri)
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caligmalariyla dogrulanmasinin olduk¢a zor olmasidir. Bunun temel nedeni, ¢cogu
mitokondriyal gen boélgesinini niikleer genomda NUMT dizilerinin (mitokondriyal
DNA' mn niikleer kopyalart) bulunmasidir (Bernt, Braband, Schierwater vd., 2013).
Dolayisiyla, ortalama 22 baz uzunlugundaki bir miRNA molekiiliiniin niikleerden mi
yoksa mitokondriden mi sentezlendiginin ayriminin yapilmasint gliglestirmesidir.
Bununla birlikte, mitokondriyal dis zarda yerlesik bulunan 6zellikle ribozom ve ER
gibi organeller de bu saptamayi zorlastirmaktadir (Borralho vd., 2015). Boylece
miRNA’ nin  kokeninin  anlasilmast  mitoplast calismalart  yapilmadan
dogrulanamamaktadir. Bir diger neden ise mitokondri i¢ine ve disina RNA trafik
stireglerinin dinamik ve ¢iftyonli olmasidir (Mercer vd., 2011; Sripada, Tomar, ve
Singh, 2012). Mitokondrinin hiicresel kiicik RNA populasyonunun %3’ iinii
kapsamasina ragmen, saflastirilmis mitokondri ve mitoplast RNA derin dizilemeleri
sonucunda okumalarin yalnizca niikleer genoma hizalandigr saptanmistir (Mercer
vd., 2011). Ayrica, miRNA biyogenezinin mitokondri i¢in kanonik olmayan
yolaklarla ger¢eklesmesi de bu saptamayi zorlastirmaktadir (Kim vd., 2016). Tiim bu
sebeplerden dolayr mitokondriden koken aldigi diisiiniilen miRNA bulgulari
stiphelidir. Buna ragmen, en azindan hipotetik olarak miRNA kaynagi ve/ veya
hedefi olabilecek gen bolgelerinin  bulunmast amaciyla, tiirlerin referans
mitogenomlari ile yeni miRNA’ lar hizalanmistir. Bu analizin sonuglarina gore,
antisens mitokondriyal gen bolgelerine hizalanan miRNA” larin kaynagi ve hedefine
ait birka¢ varsayimda bulunulmustur. Eger Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9’ da belirtilen
mitokondriyal genler bu miRNA’ larin kaynagi ise her bir mitokondriyal gen igin
yalnizca sense zincirin degil, ayn1 zamanda antisens zincirin de transkribe oldugu ve
miRNA firetimine katki sagladigi soylenebilir. Antisens zincirin transkribe oldugu
bilinmesine ragmen (Mercer vd., 2011), bu transkriptin yikim siireci ve islevi
bilinmemektedir. Dolayisiyla bu transkripsiyon iiriinlerinden miRNA iiretiliyorsa, bu
tirtinlerin {izerine post-transkripsiyonel siireglerin de isledigi disiiniilebilir. Diger
taraftan, mitokondriyal replikasyon ve transkripsiyonun Kkarakteristik 6zelligi olan,
transkripsiyonun duraksamasi gibi fonksiyonlar icin bu bolgelerin dupleks yapi,
interferans tepkisini tetikleyebilen c¢ift iplikli RNA (dsRNA) olusturup fork
bariyerleri gibi davrandig: diisiiniilebilir (Chakrabarti vd., 2011; Korkmaz vd., 2016).
Buna gore L. saccharina tiiriinde D-Loop (AT zengin bolge)’ u hedefleyen mature
88, mature 125, mature 156, S. parreyssi tiiriinde ise trnM ile trnA arasinda bulunan

intergenik bolgeyi hedefleyen mature 14 miRNA’ sinin bulunmasi bu varsayimi
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desteklemektedir. Boylece sterik engel olusacak ve buradaki ifade regiile
edilebilecektir. Diger taraftan sense zincirle hizalanan miRNA’ larin kaynagi eger
mitogenomik genler ise, bu bulgu ayni1 polisistronik {initeden kodlanan genlerin farkli
ifadelenme profillerini ac¢iklayabilir. Buna gore ayn1 polisistronik iiniteden kodlanan
genlerin RNA-seq verilerinde farkli RPKM degerlerinde elde edilmesi ve/ veya q-
RT-PCR’ da farkli Ct (Dongii esigi) degerlerine sahip olmasi anlamlandirilabilir.
Polisistronik birimlerin i¢inde yalnizca proteine doniisecek ve hem proteine doniisiip
hem de miRNA iiretimine aracilik edecek genlerin ifade diizeyleri, beklendigi lizere
farklilik sergileyecektir. Eger bu genler bu miRNA’ larin hedefi ise, genel

fonksiyonu olan gen ekpresyon diizeylerinin belirlenmesinde gorevli olabilir.

Olas1 mitokondriyal miRNA’ lardan sense etkilesim sergileyenler 3~ veya 5 ucuna
yakinligt agisindan incelendiginde 6nemli bir bulgu elde edilememistir fakat S.
parreyssi mitogenomunda trnM ve trnA arasindaki intergenik bolgede bulunan
miRNA’ nin zincir degistirici pozisyonda bulunmasi fonksiyonel olabilecegini
diistindiirmektedir (Cizelge 3.8). S. parreyssi tiirii mitogenomunda trnM’ nin agir
zincirden, trnA’ nin ise hafif zincirden kodlanmakta ve bu iki tRNA arasinda
intergenik bolge bulunmaktadir (Korkmaz vd., 2018). Intergenik bélgelerin de
polisistronik  {initeler igerisinde transkribe oldugu hipotezi ile birlikte
degerlendirildiginde, polisistronik {inite birimlerinin 3° veya 5  ucunda bulunan
intergenik  bolgeyle etkilesecek bir miRNA, tiim polisistronik iinitenin
transkripsiyonunu regiile ediyor olabilir. Bu varsayima gore, intergenik bolgeler
mitogenomun UTR’ leri gibi davraniyor olabilir. miRNA’ larin niikleer genomda
genlerin genelde 3° UTR bolgelerine baglandigi bilinmesine ragmen (Lewis vd.,
2005), mitokondriyal genlerin 3° UTR’ lerden genellikle yoksun olmasi (Gagliardi
vd., 2004), miRNA’ lar ile gen ekspresyon diizeyinin ayarlanmasinda mitokondri

icerisinde farkli, kendine 6zgii bir yol izledigini diisindiirmektedir.

Hedef belirlenmesi igin gergeklestirilen RNAhybrid analizi sonuglara gore, her iki
tirde de en yiiksek olasi hedeflenme sayilarina sahip olan gen cox1’ dir (EK-5 ve
EK-6). cox1 geninin birka¢ agidan diger mitokondriyal genlerden farklilik igerdigi
bilinmektedir. Kompleks 4 igerisinde COX1 proteini nihai alici olan molekiiler
oksijene elektron tasinmasini katalizlemektedir. Mitokondriden kodlanan diger 2

protein olan, COX2 ve COX3 de kompleksin kor bolgesinde gorevlidir, niikleer
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eslenikler ise genelde eksternal bolgelerde bulunmaktadir (Castellana vd., 2011).
Mayada tanimlanmis ve memelilerde de oldugu distiniillen TACOI translasyonel
aktivitorii 6zellikle mitokondriyal cox1 geninin etkin translasyonu i¢in gereklidir ve
diger mt- mRNA’lar1 i¢in fonksiyonel degildir (Fox, 1996; Weraarpachai vd., 2009).
coxl geni daha diisiik farklilasma oranlarina sahiptir, bu da COX1 proteininin
evriminde 6nemli fonksiyonel sinirlamalarin olduguna isaret etmektedir (Meiklejohn
vd., 2007). Bu ii¢ Ozellige gore, cox1l geni lizerine isleyen secilim baskisinin ¢ok
daha yogun oldugu ve bu genin dogru translasyonunun oldukg¢a elzem oldugu
sOylenebilir. Dolayisiyla bu genin dogru ve kompakt bir sekilde transkribe olmasi
miRNA-aracilikli post-transkripsiyonel mekanizmalarla diizenleniyor olabilir. Diger
taraftan, transkripsiyonel olarak da coxl geninin 6nemli farkliliklar igerdigi
bilinmektedir. Bu o6zelliklere ek olarak, RNA-seq c¢alismalar1 sonucunda farkli
biiyiikliikklerde cox1 transkriptlerinin bulundugu saptanmistir (Szczesny vd.., 2009;
Temperley vd., 2010). Buna gore ise, Cox1 geni igerisinde birgok miRNA baglanma
bolgesinin  bulundugu soylenebilir. Her bir etkilesim bdlgesinden, proteinin
ilerleyememesine bagli olarak farkli biiyiikliiklerde transkripsiyon triinleri olusuyor
olabilir. Bu da, coxl igerisinde oldukg¢a yiiksek sayida miRNA etkilesim bolgesinin
bulunmasina bir aciklama olabilir. Ayrica, coxl ile olasilikli olarak etkilesen
miRNA’larin okuma sayilari dikkate deger sekilde yliksektir (EK-5 ve EK-6).

Yiiksek sayida olast miRNA etkilesim bolgesi iceren diger protein kodlayan genler
cytb, nd5 ve nd2’dir (EK-5 ve EK-6). Bu ii¢ genin ortak ozelligi, pozitif segilim
baskisi altinda olmalaridir (Garvin vd., 2015). Dolayisiyla bu genlerin ifadelerindeki
farkliliklar ve/ veya gen editing mekanizmalarina agik olmasina bagli olarak
igerebilecegi alternatif formlar segiliyor olabilir. Bu da, miRNA etkilesimini
tetikliyor olabilir. Genler ayri1 ayri incelendiginde ise, nd5 ve nd2’ nin dort ana
proton pompasinin iki temel hidrofobik alt {initesi olmasidir (Garvin vd., 2015).
Bununla birlikte, nd5 geninin C-terminalinden lateral heliks HL olarak uzanan ve
coupling rod (Efremov ve Sazanov, 2011) gibi davranan uzun boélgesi kompleks 1’in
fonksiyonu ic¢in elzemdir. Dolayisiyla bu genin ifadesindeki herhangi bir
farklilagmanin kompleks olusumu iizerine dramatik etkileri olabilir. Bu da 6nemli
fonksiyonel sinirlamalar igerdigine isaret etmektedir. cytb geni, onemli katalitik
aktiviteye (sitokrom c¢ rediiksiyonu) sahip olan ve kompleks 3’ iin mtDNA’dan
tiirevlenen tek genidir. Ayrica, yiiksek korunmusluk oranlarima da sahip oldugu

bilinmektedir (Colin D Meiklejohn vd., 2007; Castellana vd., 2011). Dolayisiyla
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icerdigi onemli fonksiyonel sinirlamalar nedeniyle transkripsiyonu miRNA’larca
kontrol ediliyor olabilir.

RNAhybrid programindan elde edilen sonuglara gore, her iki tiirde de yiliksek olasi
hedeflenme sayilarina sahip olan diger gen grubu rRNA genleridir (EK-5 ve EK-6).
Bu genlerin de ribozom altiiniteleri olmasi nedeniyle diger protein kodlayan genlerde
de oldugu gibi 6nemli fonksiyonel sinirlamalar i¢cermektedir. Ayrica bu genler i¢in
miRNA hedefi olmaktan ziyade miRNA kaynagi olduklari da oOnerilmektedir
(Lambert vd., 2019). Bu da yiiksek hibridizasyon sayilarini ve okuma sikligini
aciklayabilir. Yiiksek sayilarda miRNA hibridizasyonu sergileyen mitokondriyal
genlerin ortak noktasi ise, onemli fonksiyonel sinirlamalar icermeleridir.

Sonug olarak, MIRNA’ larin kesfi ve ¢esitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde
fonksiyonel plastisiteleri, transkripsiyon ile birlikte gen regiilasyonunun
anlagilmasinda yeni bir karmagiklik katmani eklemistir. Her miRNA’ nin onlarca
veya ylizlerce hedef geni potansiyel olarak hedefleyebilmesi ve tek bir miRNA’ nin
inhibisyonu/ silinmesi bir dizi hedef genin transkriptlerinin etkilenmesine yol
acabileceginden, islevlerini incelemenin karmasikligina neden olmaktadir.

mMIRNA’ larin metazoanlarda korunmast goz oOniine alindiginda farkli bdcek
gruplarinda yeni miRNA’ larin tanimlanmasi fonksiyonel caligmalara ek olarak,
evrimsel caligmalarda ve ¢esitli taksonlarin filogenetik iligkilerinin ¢dziimlenmesinde
mitokondriyal veya genomik DNA gibi diger molekiiller ile birlikte kullanilabilir.
Calismamizin bocek model organizmalan digindaki tiirlerde yapilmis olmasi bu tiir
caligmalara katki saglayacak olmasi acisindan onemlidir. Ayrica farkli baskalasim
yasam dongiisiine sahip bocek tiirleri kullanilarak bilinen ve/ veya yeni miRNA’
larin tanimlanmasi biyogesitliligi yiiksek ve karmasik olan bu gruplarda referans
olma potansiyeli yiiksektir. Boylelikle olasi bir miRNA’ nin ileriki ¢aligmalarla
gelisim sirasindaki zamansal diizenlemeleri g6z oniinde bulundurularak yaglanmanin
belirtegleri olarak kullanilmasi olasidir. mMIRNA’ lar gelecekte hasere kontroliinde de
kullanilabilir. Insan ve hayvanlarin &liimciil patojenlerinin vektorleri, ¢ogalmalarini
ve dolayisiyla vektor kaynakli hastaliklarin bulagsmasini siirlamak igin anti-viral
veya anti-parazit miRNA’ lan iiretmek iizere genetik olarak modifiye edilebilir.
Ayrica, ipekbdcegi ve bal arilar gibi yararli boceklerde hastaliklarin dnlenmesinde

de benzer yaklasimlar kullanilabilir.
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EKLER

EK-1 L. saccharina tiiriiniin haritalandigi miRNA'larin listesi

Mature_ID L. saccharina okuma sayisi Mature_ID L. saccharina okuma sayisi
hsa-miR-10a-5p 485863 hsa-miR-4448 10
hsa-miR-184 288752 hsa-let-7d-5p 7
hsa-miR-100-5p 248806 hsa-miR-141-3p 5
hsa-miR-133a-3p 112830 hsa-miR-3191-5p 5
hsa-miR-9-5p 55988 hsa-miR-3149 4
hsa-let-7a-5p 48749 hsa-miR-3662 4
hsa-miR-125b-5p 19861 hsa-miR-1284 3
hsa-miR-92a-3p 13676 hsa-miR-139-5p 2
hsa-miR-375 12687 hsa-miR-3935 2
hsa-miR-1-3p 4145 hsa-miR-4286 2
hsa-miR-124-3p 2893 hsa-miR-4693-5p 2
hsa-miR-133b 2023 hsa-miR-6124 2
hsa-miR-7-5p 1041 hsa-miR-6838-5p 2
hsa-let-7¢c-5p 922 hsa-miR-922 2
hsa-miR-200b-5p 670 hsa-miR-103a-2-5p 1
hsa-miR-10b-5p 489 hsa-miR-1204 1
hsa-miR-1260a 440 hsa-miR-1255a 1
hsa-miR-1260b 440 hsa-miR-1304-3p 1
hsa-miR-99a-3p 380 hsa-miR-143-3p 1
hsa-miR-98-5p 213 hsa-miR-148b-5p 1
hsa-miR-210-3p 168 hsa-miR-193b-5p 1
hsa-miR-7975 119 hsa-miR-203a-5p 1
hsa-miR-1973 109 hsa-miR-206 1
hsa-let-7f-5p 80 hsa-miR-214-5p 1
hsa-miR-99a-5p 68 hsa-miR-2682-5p 1
hsa-let-7e-5p 63 hsa-miR-29c-3p 1
hsa-miR-8485 53 hsa-miR-31-5p 1
hsa-miR-574-5p 51 hsa-miR-3118 1
hsa-miR-33a-5p 48 hsa-miR-3185 1
hsa-miR-29b-3p 45 hsa-miR-3683 1
hsa-let-7b-5p 40 hsa-miR-371a-3p 1
hsa-miR-92b-3p 35 hsa-miR-3914 1
hsa-miR-183-5p 31 hsa-miR-3915 1
hsa-miR-153-3p 29 hsa-miR-4273 1
hsa-miR-219a-5p 13 hsa-miR-4300 1
hsa-let-7g-5p 12 hsa-miR-4328 1
hsa-miR-3190-3p 12 hsa-miR-4484 1
hsa-miR-4426 12 hsa-miR-4496 1
hsa-miR-9-3p 12 hsa-miR-4521 1
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Mature_ID L. saccharina okuma sayisi Mature_ID L. saccharina okuma sayisi
hsa-miR-4647 1 dme-miR-981-3p 7418
hsa-miR-516a-5p 1 dme-miR-252-5p 6488
hsa-miR-5191 1 dme-miR-317-3p 6428
hsa-miR-5580-3p 1 dme-miR-278-3p 5092
hsa-miR-5693 1 dme-miR-2c-3p 4606
hsa-miR-628-3p 1 dme-miR-281-3p 3931
hsa-miR-646 1 dme-miR-283-5p 3621
hsa-miR-6502-5p 1 dme-miR-13a-3p 3314
hsa-miR-6739-5p 1 dme-miR-927-5p 3295
hsa-miR-6757-3p 1 dme-miR-9a-3p 3226
hsa-miR-6873-3p 1 dme-miR-124-3p 2893
hsa-miR-7151-3p 1 dme-miR-263b-5p 2695
hsa-miR-7158-3p 1 dme-miR-1000-5p 2298
hsa-miR-7704 1 dme-miR-79-3p 2298
hsa-miR-8065 1 dme-miR-276a-5p 2288
hsa-miR-8071 1 dme-miR-276b-5p 2288
dme-bantam-3p 973380 dme-miR-927-3p 1948
dme-miR-10-5p 490899 dme-miR-190-5p 1927
dme-miR-184-3p 293395 dme-miR-993-3p 1821
dme-miR-305-5p 281487 dme-miR-2b-3p 1446
dme-miR-8-3p 205587 dme-miR-965-3p 1121
dme-miR-276a-3p 201080 dme-miR-995-3p 1100
dme-miR-263a-5p 187375 dme-miR-7-5p 1041
dme-miR-100-5p 185816 dme-miR-210-3p 869
dme-miR-281-2-5p 180763 dme-miR-137-3p 762
dme-miR-279-3p 142222 dme-miR-993-5p 538
dme-miR-14-3p 122000 dme-miR-iab-4-5p 382
dme-miR-133-3p 112823 dme-miR-10-3p 323
dme-miR-277-3p 77517 dme-miR-929-5p 267
dme-miR-9a-5p 55987 dme-miR-282-5p 255
dme-miR-275-3p 44327 dme-miR-276b-3p 141
dme-miR-307a-3p 41464 dme-miR-iab-4-3p 132
dme-let-7-5p 40663 dme-miR-87-3p 94
dme-miR-315-5p 37750 dme-miR-iab-8-5p 65
dme-miR-2a-3p 31244 dme-miR-285-3p 37
dme-miR-34-5p 23027 dme-miR-281-1-5p 28
dme-miR-9¢c-5p 20011 dme-miR-929-3p 25
dme-miR-125-5p 19853 dme-miR-998-3p 22
dme-miR-1-3p 18231 dme-miR-4968-3p 18
dme-miR-8-5p 17214 dme-miR-33-5p 15
dme-miR-92b-3p 11914 dme-miR-219-5p 13
dme-miR-306-5p 11266 dme-miR-190-3p 10
dme-miR-92a-3p 9593 dme-miR-2491-3p 10
dme-miR-193-3p 9337 dme-miR-980-3p 10
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Mature_ID L. saccharina okuma sayisi dre-let-79 13
dme-miR-13b-3p 6 dre-miR-219-5p 13
dme-miR-2492-3p 4 dre-miR-9-3p 12
dme-miR-31a-5p 3 dre-miR-31 7
dme-miR-1010-5p 2 dre-let-7e 5
dme-miR-4939-3p 2 dre-miR-125c-5p 4
dme-miR-4942-3p 2 dre-miR-196d 2
dme-miR-iab-8-3p 2 dre-let-7d-5p 1
dme-miR-1008-5p 1 dre-miR-133b-5p 1
dme-miR-1014-5p 1 dre-miR-133c-3p 1
dme-miR-210-5p 1 dre-miR-15a-5p 1
dme-miR-2497-3p 1 dre-miR-203a-5p 1
dme-miR-289-5p 1 dre-miR-206-3p 1
dme-miR-307a-5p 1 dre-miR-29a 1
dme-miR-4910-5p 1 dre-miR-430a-11-5p 1
dme-miR-4949-5p 1 dre-miR-430a-12-5p 1
dme-miR-4967-5p 1 dre-miR-430a-13-5p 1
dme-miR-6-2-5p 1 dre-miR-430a-14-5p 1
dme-miR-961-5p 1 dre-miR-430a-15-5p 1
dre-miR-10a-5p 485777 dre-miR-430a-16-5p 1
dre-miR-184 302349 dre-miR-430a-17-5p 1
dre-miR-100-5p 248805 dre-miR-430a-4-5p 1
dre-miR-133a-3p 112830 dre-miR-430i-5p 1
dre-miR-9-5p 55989 dre-miR-7b 1
dre-miR-99 50345 cel-miR-87-3p 92565
dre-let-7a 48747 cel-let-7-5p 47992
dre-miR-375 25199 cel-miR-81-3p 30694
dre-miR-125b-5p 19894 cel-miR-2-3p 23806
dre-miR-92a-3p 13501 cel-miR-1-3p 17711
dre-miR-1 4145 cel-miR-34-5p 11784
dre-miR-124-3p 2893 cel-miR-82-3p 6475
dre-miR-133b-3p 2018 cel-miR-124-3p 2892
dre-miR-7a 1041 cel-miR-46-3p 2861
dre-let-7c-5p 924 cel-miR-71-5p 2644
dre-miR-10b-5p 489 cel-miR-79-3p 1696
dre-miR-210-3p 190 cel-miR-236-3p 1500
dre-miR-10c-5p 104 cel-miR-252-5p 90
dre-let-7f 72 cel-miR-2207-5p 87
dre-miR-29b 45 cel-miR-228-5p 19
dre-let-7b 40 cel-miR-72-5p 4
dre-miR-92b-3p 35 cel-miR-1022-3p 2
dre-miR-183-5p 31 cel-miR-237-3p 2
dre-miR-153a-3p 29 cel-miR-47-3p 2
dre-miR-10d-5p 16 Mature_ID L. saccharina okuma sayisi

cel-miR-8210-3p

2
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cel-miR-2217b-3p 1 ath-miR166g 2
cel-miR-356b-5p 1 ath-miR397b 2
cel-miR-74-5p 1 ath-miR837-5p 2
cel-miR-8190-5p 1 ath-miR156h 1
cel-miR-8200-3p 1 ath-miR156i 1
cel-miR-8207-3p 1 ath-miR156j 1
cel-miR-90-3p 1 ath-miR159a 1
ath-miR5658 63 ath-miR159b-3p 1
ath-miR841b-5p 9 ath-miR398b-3p 1
ath-miR414 7 ath-miR398¢-3p 1
ath-miR5021 7 ath-miR5015 1
ath-miR166a-3p 2 ath-miR5630a 1
ath-miR166b-3p 2 ath-miR5630b 1
ath-miR166¢ 2 ath-miR781a 1
ath-miR166d 2 ath-miR781b 1
ath-miR166e-3p 2 ath-miR861-3p 1

Mature_ID

L. saccharina okuma sayisi

ath-miR166f

2
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EK-2 S. parreyssi tiiriiniin haritalandigt miRNA'larin listesi

Mature_ID S. parreyssiokuma sayisi dme-miR-10-5p 41003
hsa-miR-184 207999 Mature_ID S. parreyssiokuma sayisi
hsa-miR-10a-5p 40555 dme-miR-14-3p 39523
hsa-miR-100-5p 15643 dme-miR-277-3p 26103
hsa-miR-133a-3p 6445 dme-miR-31a-5p 20581
hsa-miR-9-5p 4402 dme-miR-2a-3p 19140
hsa-let-7a-5p 2349 dme-miR-8-3p 17118
hsa-miR-125b-5p 1006 dme-miR-275-3p 17072
hsa-miR-375 475 dme-miR-34-5p 7869
hsa-miR-1260b 183 dme-miR-133-3p 6444
hsa-miR-1260a 182 dme-bantam-3p 6414
hsa-miR-1-3p 169 dme-miR-965-3p 6365
hsa-miR-7975 161 dme-miR-100-5p 5959
hsa-miR-133b 138 dme-miR-252-5p 5675
hsa-miR-7-5p 107 dme-miR-263a-5p 4884
hsa-miR-124-3p 79 dme-miR-281-2-5p 4673
hsa-miR-10b-5p 44 dme-miR-9a-5p 4402
hsa-miR-92a-3p 33 dme-let-7-5p 2541
hsa-let-7¢c-5p 24 dme-miR-8-5p 2316
hsa-miR-200b-5p 18 dme-miR-305-5p 1869
hsa-miR-92b-3p 12 dme-miR-1-3p 1811
hsa-miR-1973 9 dme-miR-12-5p 1579
hsa-miR-98-5p 7 dme-miR-281-3p 1551
hsa-miR-210-3p 7 dme-miR-2c-3p 1361
hsa-miR-31-5p 5 dme-miR-279-3p 1129
hsa-miR-8485 4 dme-miR-125-5p 1009
hsa-let-7f-5p 3 dme-miR-317-3p 890
hsa-miR-99a-5p 3 dme-miR-276b-3p 817
hsa-miR-9-3p 3 dme-miR-2b-3p 478
hsa-miR-6873-3p 3 dme-miR-283-5p 451
hsa-let-7e-5p 2 dme-miR-278-3p 411
hsa-miR-574-5p 2 dme-miR-315-5p 384
hsa-miR-33a-5p 2 dme-miR-190-5p 292
hsa-miR-29b-3p 2 dme-miR-306-5p 272
hsa-let-7g-5p 2 dme-miR-13a-3p 233
hsa-let-7d-5p 2 dme-miR-92b-3p 218
hsa-miR-23a-3p 2 dme-miR-981-3p 216
hsa-miR-23b-3p 2 dme-miR-10-3p 213
hsa-miR-7977 2 dme-miR-993-3p 169
hsa-miR-141-3p 1 dme-miR-276a-5p 159
dme-miR-276a-3p 929789 dme-miR-276b-5p 159
dme-miR-184-3p 212047 dme-miR-193-3p 157
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dme-miR-282-5p 146 dre-miR-92b-3p 12
dme-miR-263b-5p 126 dre-miR-210-3p 9
Mature_ID S. parreyssiokuma sayisi dre-miR-10c-5p 7
dme-miR-993-5p 88 dre-let-7g 3
dme-miR-124-3p 79 dre-miR-9-3p 3
dme-miR-210-3p 48 dre-miR-29b 2
dme-miR-927-5p 35 dre-miR-23a-3p 2
dme-miR-92a-3p 33 dre-miR-23b 2
dme-miR-iab-8-5p 32 dre-let-7f 1
dme-miR-1000-5p 30 dre-miR-10d-5p 1
dme-miR-932-5p 24 dre-miR-107a-5p 1
dme-miR-307a-5p 23 dre-miR-144-5p 1
dme-miR-9a-3p 17 cel-miR-72-5p 20719
dme-miR-iab-4-5p 11 cel-miR-2-3p 15794
dme-miR-929-5p 9 cel-miR-34-5p 4853
dme-miR-9c¢c-5p 6 cel-let-7-5p 2349
dme-miR-87-3p 5 cel-miR-87-3p 2327
dme-miR-307a-3p 4 cel-miR-1-3p 1735
dme-miR-4968-3p 4 cel-miR-46-3p 703
dme-miR-79-3p 3 cel-miR-236-3p 295
dme-miR-137-3p 3 cel-miR-81-3p 180
dme-miR-2491-3p 3 cel-miR-82-3p 128
dme-miR-iab-8-3p 2 cel-miR-124-3p 79
dme-miR-210-5p 2 cel-miR-71-5p 60
dme-miR-9369-3p 2 cel-miR-252-5p 9
dme-miR-252-3p 1 cel-miR-228-5p 1
dme-miR-4962-3p 1 ath-miR166a-3p 12
dre-miR-184 213875 ath-miR166b-3p 12
dre-miR-10a-5p 40544 ath-miR166¢ 12
dre-miR-100-5p 15643 ath-miR166d 12
dre-miR-133a-3p 6445 ath-miR166e-3p 12
dre-miR-9-5p 4404 ath-miR166f 12
dre-miR-375 3947 ath-miR166g 12
dre-let-7a 2347 ath-miR5658 1
dre-miR-99 1669
dre-miR-125b-5p 1010
dre-miR-1 168
dre-miR-133b-3p 137
dre-miR-7a 105
dre-miR-124-3p 79
dre-miR-10b-5p 44

Mature_ID S. parreyssiokuma sayisi
dre-miR-31 35
dre-miR-92a-3p 34
dre-let-7c-5p 24
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EK-3. L. saccharina tiiriinde saptanan yeni miRNA'larin genomik 6zellikleri

Mature_ID Kromozom m'F:EO erep2 ygjz&;i Uzunluk Lep(lirzflnza:;;i:ma

Mature_52 | AVCP010374385.1 1.6 + 22 1015993
Mature_95 | AVCP010702715.1 2.8 - 22 291935
Mature_27 | AVCP010219223.1 143535.9 - 22 281353
Mature_42 | AVCP010282600.1 143535.9 - 22 281353
Mature_153 | AVCP011079699.1 127121.2 - 21 248861
Mature_14 | AVCP010133932.1 103689.2 - 22 201091
Mature_148 | AVCP011067628.1 2.3 + 23 188346
Mature_121 | AVCP010873132.1 2.9 - 23 187357
Mature_24 | AVCP010194777.1 68693.7 - 23 117545
Mature_154 | AVCP011088019.1 47433.6 - 22 92662
Mature_35 | AVCP010256346.1 2.5 - 22 77101
Mature_23 | AVCP010160419.1 1.6 - 21 52886
Mature_136 | AVCP010995093.1 1.6 21 52886
Mature_147 | AVCP011067628.1 2.0 + 22 49291
Mature_152 | AVCP011079699.1 25104.2 - 22 48890
Mature_28 | AVCP010219223.1 2.7 - 22 44248
Mature_8 | AVCP010096795.1 20283.1 T 23 38945
Mature_98 | AVCP010723435.1 1.8 - 24 37744
Mature_94 | AVCP010689525.1 2.5 + 23 30213
Mature_91 | AVCP010689525.1 2.2 + 22 30204
Mature_90 | AVCP010689525.1 15295.2 + 23 29970
Mature_93 | AVCP010689525.1 2.6 + 23 27780
Mature_34 | AVCP010256344.1 11739.5 - 22 23013
Mature_110 | AVCP010815770.1 0.3 - 21 16774
Mature_89 | AVCP010689525.1 9799.4 22 16157
Mature_55 | AVCP010415181.1 2.8 + 20 14949
Mature_103 | AVCP010768643.1 2.6 + 19 14390
Mature_75 | AVCP010619696.1 6558.6 - 22 12859
Mature_123 | AVCP010877660.1 2.5 - 20 12173
Mature_138 | AVCP011007464.1 2.5 + 23 9408
Mature_9 | AVCP010096795.1 1.1 + 21 8624
Mature_92 | AVCP010689525.1 2.1 + 23 7927
Mature_76 | AVCP010631497.1 2.7 + 21 5086
Mature_10 | AVCP010101942.1 0.7 + 18 4947
Mature_12 | AVCP010109664.1 1.8 - 18 4814
Mature_150 | AVCP011067628.1 2.3 + 21 4564
Mature_146 | AVCP011065185.1 2054.4 + 18 4068
Mature_104 | AVCP010768643.1 2.3 + 20 3643
Mature_99 | AVCP010724791.1 1.8 + 21 2729
Mature_149 | AVCP011067628.1 1725.8 + 21 2272
Mature_11 | AVCP010109594.1 988.9 + 24 1927
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Mature_16 | AVCP010135838.1 1204.1 - 23 1768
Mature_19 | AVCP010139780.1 2.5 - 21 1660
Mature_46 | AVCP010320431.1 0.7 + 18 1507
Mature_145| AVCP011053726.1 15 + 19 1415
Mature_31 | AVCP010229155.1 3 - 18 1248
Mature_109 | AVCP010812125.1 2.5 - 20 1208
Mature_97 | AVCP010715102.1 1.5 + 21 1119
Mature_116 | AVCP010830978.1 609.8 - 23 1035
Mature_83 | AVCP010657524.1 0.6 - 18 1020
Mature_124 | AVCP010880437.1 2 - 23 882
Mature_113 | AVCP010824284.1 2.1 + 22 875
Mature_40 | AVCP010270058.1 2.4 - 21 869
Mature_58 | AVCP010433078.1 0.5 + 18 792
Mature_47 | AVCP010341251.1 1.8 - 18 585
Mature_20 | AVCP010142688.1 0.5 + 18 582
Mature_66 | AVCP010541325.1 0 + 18 408
Mature_50 | AVCP010364337.1 1.9 - 20 384
Mature_48 | AVCP010359598.1 153.8 + 18 334
Mature_25 | AVCP010200753.1 160.3 - 20 332
Mature_107 | AVCP010806048.1 138.1 + 20 271
Mature_84 | AVCP010663772.1 1.5 - 20 269
Mature_85 | AVCP010663772.1 0.3 - 20 269
Mature_36 | AVCP010263823.1 3.1 + 18 239
Mature_37 | AVCP010263823.1 3.1 - 18 239
Mature_38 | AVCP010263823.1 3.1 + 18 239
Mature_39 | AVCP010263823.1 3.1 - 18 239
Mature_129 | AVCP010936081.1 1 - 19 201
Mature_51 | AVCP010370429.1 1.4 + 18 179
Mature_22 | AVCP010156282.1 2.2 + 18 153
Mature_119 | AVCP010858257.1 1.4 + 18 150
Mature_32 | AVCP010235015.1 1.7 - 22 113
Mature_59 | AVCP010443002.1 26.3 + 19 105
Mature_7 | AVCP010073593.1 1.2 + 19 104
Mature_157 | AVCP011105000.1 1.6 - 18 100
Mature_87 | AVCP010677552.1 1.1 + 20 87
Mature_151 | AVCP011069675.1 15 - 21 81
Mature_115 | AVCP010827402.1 1.5 + 18 79
Mature_78 | AVCP010637292.1 0.6 + 18 76
Mature_30 | AVCP010225717.1 0.8 + 18 72
Mature_29 | AVCP010223771.1 1.2 - 18 68
Mature_82 | AVCP010657475.1 1.6 + 20 65
Mature_102 | AVCP010760488.1 1.1 + 19 53
Mature_140 | AVCP011011558.1 2.9 + 25 51
Mature_156 | AVCP011103364.1 2.4 + 18 51
Mature_127 | AVCP010923413.1 0.5 - 18 50
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Mature_133 | AVCP010968188.1 1.6 + 21 48
Mature_ 6 | AVCP010048374.1 1.7 + 19 47
Mature_18 | AVCP010139358.1 0.9 - 18 47
Mature 54 | AVCP010412076.1 2 22 46
Mature_88 | AVCP010682849.1 15 + 19 46
Mature_100 | AVCP010741896.1 0.1 - 18 46
Mature_141 | AVCP011021579.1 1.2 + 20 44
Mature_120 | AVCP010864555.1 0.3 - 18 40
Mature_68 | AVCP010574927.1 1.2 + 18 37
Mature_134 | AVCP010969915.1 2.8 + 20 35
Mature_101 | AVCP010748231.1 0.4 - 19 34
Mature_4 | AVCP010041116.1 1.3 - 18 32
Mature_144 | AVCP011048218.1 0.2 + 20 32
Mature_57 | AVCP010427938.1 35 + 18 31
Mature_112 | AVCP010818399.1 1.2 + 19 30
Mature_137 | AVCP010997999.1 0.5 + 20 30
Mature_44 | AVCP010288916.1 1.6 - 19 28
Mature_126 | AVCP010902562.1 1.3 + 19 27
Mature_1 | AVCP010005239.1 1.7 + 18 25
Mature_132 | AVCP010948917.1 1.5 - 18 25
Mature_160 | AVCP011123235.1 0.7 + 19 25
Mature 5 | AVCP010045016.1 0 23 24
Mature_45 | AVCP010305784.1 10.2 - 18 24
Mature_62 | AVCP010479890.1 2.3 - 18 24
Mature_65 | AVCP010511360.1 1.3 - 18 24
Mature_33 | AVCP010245081.1 0.9 - 18 23
Mature_67 | AVCP010549034.1 2.5 + 20 22
Mature_74 | AVCP010614993.1 2.4 + 18 21
Mature_96 | AVCP010703383.1 2.5 - 19 21
Mature_135 | AVCP010979046.1 2.2 + 19 21
Mature_15 | AVCP010134735.1 1.8 + 18 20
Mature_73 | AVCP010589270.1 1.1 + 18 20
Mature_161 | AVCP011149994.1 2 - 20 20
Mature_13 | AVCP010117415.1 1.6 - 18 19
Mature_17 | AVCP010136587.1 0.5 - 20 19
Mature_106 | AVCP010782624.1 2.2 + 18 19
Mature_114 | AVCP010825650.1 2 + 20 19
Mature_118 | AVCP010841328.1 1.9 - 18 19
Mature_128 | AVCP010933114.1 1.6 + 19 19
Mature_53 | AVCP010408273.1 1.4 + 20 18
Mature_61 | AVCP010464644.1 0.5 + 18 18
Mature_142 | AVCP011023671.1 0.3 + 20 18
Mature_41 | AVCP010270343.1 1.9 + 20 17
Mature_143 | AVCP011045400.1 0.6 + 18 17
Mature_159 | AVCP011115505.1 0.6 + 18 17
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Mature_26 | AVCP010207269.1 1.5 - 18 16
Mature_71 | AVCP010583726.1 1.2 + 18 16
Mature_117 | AVCP010840070.1 0.6 - 18 16
Mature_56 | AVCP010424017.1 1.6 - 18 15
Mature_80 | AVCP010646466.1 1.6 + 19 14
Mature_111 | AVCP010818344.1 1.0 - 20 14
Mature_130 | AVCP010943327.1 1.0 - 18 14
Mature_21 | AVCP010149092.1 2.3 + 19 13
Mature_43 | AVCP010285816.1 1.2 + 20 13
Mature_49 | AVCP010362292.1 0.5 - 23 13
Mature_64 | AVCP010502377.1 0.2 + 19 13
Mature_86 | AVCP010675503.1 2.4 + 19 13
Mature_122 | AVCP010875152.1 2.0 - 18 13
Mature_125 | AVCP010882630.1 2.0 - 18 13
Mature_139 | AVCP011010950.1 1.7 - 18 13
Mature_79 | AVCP010646007.1 1.3 + 18 12
Mature_155 | AVCP011102887.1 1.2 + 19 12
Mature_70 | AVCP010583722.1 11 + 19 11
Mature_77 | AVCP010636611.1 0.6 + 19 11
Mature_108 | AVCP010811610.1 1.8 - 18 11
Mature_2 | AVCP010013273.1 0.7 + 19 10
Mature_3 | AVCP010026566.1 2.1 19 10
Mature_81 | AVCP010646915.1 1.4 - 18 10
Mature_105 | AVCP010777027.1 0.2 + 21 10
Mature_63 | AVCP010497773.1 0.5 - 19 9
Mature_69 | AVCP010579569.1 0.4 + 18 9
Mature_131 | AVCP010946041.1 0.1 - 18 9
Mature_158 | AVCP011106152.1 0.0 - 19 9
Mature_60 | AVCP010459267.1 1.0 + 18 8
Mature_72 | AVCP010587062.1 0.1 + 19 7
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EK-4. S. parreyssi tiiriinde saptanan yeni miRNA'larin genomik 6zellikleri

Mature_ID Kromozom m”zl?o erepZ yé'l:fi';ﬁ Biiyiikliik S.parr(:);sysllslokuma

Mature_29 |NC_015870.2 474144.9 - 22 929853
Mature_60 | NW_001815170.1 1.6 - 20 212703
Mature_35 | NC_015870.2 21004.9 22 40985
Mature_8 | NC_015867.2 2.4 + 22 39559
Mature_38 | NC_015870.2 13311.4 - 23 26101
Mature_54 | NW_001814682.1 2 + 23 21629
Mature_2 | NC_015867.2 9754.7 22 19129
Mature_79 | NW_001820527.3 9908.8 - 23 17118
Mature_27 | NC_015870.2 2.3 + 22 16955
Mature_65 | NW_001816259.1 7976.8 + 22 15634
Mature_21 | NC_015869.2 5220.1 + 19 9600
Mature_37 | NC_015870.2 2.6 - 22 7869
Mature_23 | NC_015869.2 3370.6 + 23 6605
Mature_13 | NC_015868.2 3288.8 - 22 6447
Mature_48 | NC_015871.2 2903.7 + 21 5678
Mature_33 | NC_015870.2 2.4 19 5612
Mature_1 |NC_015867.2 2792.6 + 22 5407
Mature_52 | NW_001814682.1 3482.1 - 22 5274
Mature_20 | NC_015868.2 1.8 - 22 4856
Mature_24 | NC_015869.2 2326.2 + 23 4402
Mature_80 | NW_001820527.3 1.9 + 22 4283
Mature_30 | NC_015870.2 2.4 + 21 2624
Mature_81 |NW_001820749.1 2.5 + 22 2599
Mature_66 | NW_001816259.1 2.6 + 21 2314
Mature_11 | NC_015867.2 1.4 - 18 2197
Mature_28 | NC_015870.2 1.7 + 22 1870
Mature_39 | NC_015870.2 949 - 21 1856
Mature_14 | NC_015868.2 968.7 - 22 1811
Mature_69 | NW_001817560.1 1.6 - 18 1735
Mature_63 | NW_001815237.1 2.1 + 21 1578
Mature_41 | NC_015870.2 2.5 + 22 1125
Mature_62 | NW_001815237.1 573.9 + 22 1107
Mature_67 | NW_001816259.1 2.2 + 22 1008
Mature_3 | NC_015867.2 475.7 + 22 874
Mature_75 | NW_001818015.1 2 - 21 756
Mature_58 | NW_001815126.1 2.2 - 20 724
Mature_74 | NW_001818015.1 369 - 22 720
Mature_70 | NW_001817792.1 2.4 + 23 664
Mature_ 6 | NC_015867.2 312.7 + 24 607
Mature_61 | NW_001815237.1 1.7 + 21 452
Mature_73 | NW_001818015.1 2.1 - 23 442
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Mature_42 | NC_015870.2 1.9 + 21 427
Mature_25 | NC_015869.2 199.2 - 24 387
Mature 5 |NC_015867.2 194.6 + 24 378
Mature_59 |NW_001815126.1 2.4 - 22 357
Mature_32 | NC_015870.2 1.7 + 18 309
Mature_17 | NC_015868.2 2 + 18 308
Mature_47 |NC_015871.2 1.9 + 23 302
Mature_4 | NC_015867.2 1.8 + 23 299
Mature_50 |NC_015871.2 1.8 - 24 292
Mature_45 |NC_015871.2 1.1 - 18 281
Mature_19 |NC_015868.2 2 + 18 280
Mature_26 |NC_015869.2 2.4 - 24 248
Mature_71 |NW_001817792.1 119 + 24 226
Mature_76 | NW_001820404.1 1.9 - 18 193
Mature_16 |NC_015868.2 2.3 - 21 188
Mature_56 |NW_001815126.1 2.3 + 22 187
Mature_36 |NC_015870.2 142.1 - 23 169
Mature_15 | NC_015868.2 79.4 + 22 152
Mature_43 |NC_015871.2 97.5 - 22 133
Mature_44 |NC_015871.2 0.8 - 22 126
Mature_40 | NC_015870.2 62.7 + 23 115
Mature_53 | NW_001814682.1 2.1 + 24 105
Mature_78 | NW_001820460.1 0.4 + 18 68
Mature_68 | NW_001817459.1 1.6 - 18 54
Mature_18 | NC_015868.2 2.1 - 22 51
Mature_22 | NC_015869.2 26.4 - 23 47
Mature_9 | NC_015867.2 2.3 - 18 42
Mature_31 | NC_015870.2 1.2 + 21 40
Mature_10 |NC_015867.2 1.7 - 22 36
Mature_7 |NC_015867.2 22 - 21 35
Mature_77 | NW_001820427.1 0.2 - 22 35
Mature_72 | NW_001818015.1 1.2 - 22 34
Mature_55 | NW_001815126.1 1.2 + 22 33
Mature_49 | NC_015871.2 2.4 - 23 24
Mature_57 | NW_001815126.1 2.4 - 18 18
Mature_12 | NC_015868.2 2.1 20 15
Mature_64 |NW_001816014.1 0.7 21 14
Mature_34 |NC_015870.2 1.4 - 22 11
Mature_46 |NC_015871.2 8.6 + 21

Mature_51 | NW_001814682.1 4.6 + 21
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EK-5.

Tespit edilen yeni miRNA’ larin S. parreyssi mitogenomunda olast

etkilesimlerinin RNAhybrid analizi sonuglar

miRNA ) o
] ) MiRNA- Hedef Dizi
miRNA Okuma | Uzunluk | MFE (kcal/mol) Pozisyon
Sekonder Yapisi
Sayilan
mature_2 19129 22 -21.5 1824-cox1 3
EN
mature_4 299 23 -21.4 10837-trnS e, i
"%?, Q“T
ol
mature_5 378 24 -24.4 8974-nd4 {
%‘ﬁ‘zzzmmmﬁﬁi‘ﬂ
mature_7 35 21 -24.2 13091-16S )
:)/)!
fe
v
mature_9 42 18 -25.7 2135-cox1 )
pppatiy
mature_11 2197 18 -22.4 14493-12S
mature_12 15 20 -22.1 286-nd2 3
mature_14 1811 22 -21.4 11463-trnW
mature_15 152 22 -23.9 2129-cox1 .
mature_16 188 21 -22.8 12733-trnY | i
e
?@wm;‘.‘
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mature_17 308 18 -25.7 2135-cox1 .
£ o
e
mature_18 51 22 -22.4 7595-nd5
£ I I}i - 4
A3
mature_19 280 18 -22.4 15110-12S . -@}
S
"‘gdn,/n\“ .
{f,bgi Py
o1 22,4 keal/mal ; ’
mature_21 9600 19 -27.9 4581-cox3 vy,
%’f@ :
rm\%
27,8 keal ol " Hl’l'ﬁi)
mature_22 47 23 -26.6 15107-12S s-ré{\;
e j“}l%/ Yy,
Ty
mature_23 6605 23 -23.1 4910-cox3
554{%,@_
wfer -E1 kral/val ?LI_“[LT’H AL
mature_25 387 24 -25 11038-cyth .
mature_27 16955 22 -235 11005-cyth Eiey
ﬁv"‘{%{“ii m“;ymﬂ:‘ﬁ
mature_28 1870 22 -21.2 11037-cytb
mature_30 2624 21 -22.4 14641-12S | ©
1
.
G
mature_32 309 18 -25.7 2135-cox1l | ey, .
B h If/}-
mature_34 11 22 -22.1 5028-cox3 ) A
f,?;}; 7 l]l‘ljfm
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mature_35 40985 22 -20.2 2513-cox1 Ly,
N
'J”Z‘Tﬁz,m
mature_36 169 23 -24.6 2064-cox1 ' J
v 246 healiwol K—J‘,‘fv_‘);’;‘ij ECL
mature_37 7869 22 -30.6 7455-nd5 ‘
mature_38 26101 23 -22.9 3033-trnL !
mature_39 1856 21 -22 11647-cytb s
mature_40 115 23 -23.2 13074-16S @ .
mature_44 1125 22 -21.1 7573-nd5
mature_45 126 18 -21.7 15109-trnM
mature_46 281 21 -24.7 7550-nd5
mature_48 9 21 -21.6 3026-cox1
4
mature_49 5678 23 -21.9 7616-nd5
mature_50 24 24 -22.5 12070-nd1 by, [\
,/ &
Rt
mature_51 292 21 -23.2 14476-12S S
J“‘/w{,)),w
mature_53 8 24 -22.5 2389-cox1 ",
”b}:y
f?ffjJif‘ll;L? ‘rjiu
mature_57 105 18 -23.1 7171-nd5 M
s,
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mature_61 18 21 -21.1 11645-cytb
mature_62 452 22 -22.4 13491-16S

v?{%h%},
mature_64 1107 21 -25.3 12237-nd1
mature_65 14 22 -20.5 15371-12S e

f/"/"’ém g —xi”ﬁ

mature_66 15634 21 -22.5 1209-trnC

7\\[‘

w-\"ﬂ"("“' )
s

mature_67 2314 22 -21.7 3810-nd2
mature_69 1008 18 -22.4 14493-12S "

S

HM?"'Z'?:ZJJ“
mature_71 1735 24 -24.6 8533-nd4
mature_72 226 22 -21.9 7751-nd5 »
mature_73 34 23 -23.5 7596-nd5 -
mature_75 442 21 -26.6 13075-16S 4{@

nf!l?iﬂmwg Ty
mature_77 756 22 -22.3 2025-cox1 '/.
mature_79 35 23 -20.8 2018-cox1
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mature_80

17118

22

-23.4

13090-16S
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EK-6. Tespit edilen yeni miRNA” larin L. saccharina mitogenomunda olas1

etkilesimlerinin RNAhybrid analizi sonuglar

mMiRNA ) .
. MFE . MiRNA- Hedef Dizi
miRNA Okuma Uzunluk Pozisyon
(kcal/mol) Sekonder Yapisi
Sayisi
mature_1 25 18 -23.2 4802-nd6
nfes 232 koal/al j/
mature 2 10 19 -24 14829-cox3 . L.
- - et s
"y 2
\/*1-7:1.'{" :;
mature_3 10 19 -22.4 5133-cytb 4
iy, B
e
mature_4 32 18 -24.3 178-nd3 a4,
o ’5\5\
(W
mature_5 24 23 -25 11531-cox1 ¢
a3
mature_6 47 19 -23.2 10816-nd2 vl
s ﬁb’”’:z
mature_7 104 19 -22.8 5313-cytb s
mature_8 38945 23 -22.3 11502-cox1 K
beaone f‘\a‘j“)’j"r;
mature_9 8624 21 -22.4 12208-cox1 o
R 5y ]
mature_10 4947 18 -20.5 7676-16S
mature_11 1927 24 -23.8 11680-cox1 —
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mature_12

4814

18

-27.7

11228-cox1

;f;i.“ ey
mature_13 19 18 -25.4 9157-12S .
\‘:ﬂ.\"‘;\ih"
mature_14 201091 22 -22.9 8879-12S e b
. {‘»/\‘%\‘J”‘
aeme e
mature_16 20 23 -23.4 5202-cytb
mature_17 19 20 -26.4 12547-cox1 %,
V/"}”‘}”f?;‘»,
T
i R
mature_19 1660 21 -20.2 6072-trnS . ‘:./_}
g Jb)
L\t?j‘:’:
mature_21 13 19 -24.3 10424-nd2
"
el
2,
*”?r\/'}—v\‘
nfes 24,3 kral/uol "' ‘
mature_22 153 18 -27 10505-nd2 ’ 4'{;,}
2N
i
1
mature_23 52886 21 -24.5 10034-trnC ¥
ia
E
5‘:J}- NS H-f
L, o
\.f.';tﬂ@'-‘*x
mature_24 117545 23 -22.3 11226-cox1 y
5 U‘g“‘/./j
hiufy
W,
'ianjf

wfe: ~22.3 hralfl
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mature_25 332 20 -20.2 8760-12S
ory e BT,
mature_26 16 18 -22.1 10526-nd2 vt
T
‘,%)
) %
mature_29 68 18 -22.4 11146-trnY B
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