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ABSTRACT
Aydemir A.D. The Investigation of Affect of miRNA33a Expression Level on The
Triglyceride Level. Yeditepe University Health Sciences Institute, Department of
Molecular Medicine. Master Thesis Istanbul, 2018.

In this thesis study, the relation between miRNA-33a expression level and human
triglyceride level was examined after investigated by TargetScan, miRanda, and
miRBase bioinformatics databases. By taking as reference of the lipid profiles in
Turkish society that Mahley has published and the Triglyceride levels determined by
Turkish Society of Cardiology; the volunteer with a TG level below 150 mg/dl is called
control group and the volunteer with a TG level above 150 mg/dl were accepted as the

patient group.

When the demographic data are evaluated statistically; gender and body mass index
were found significant (p = 0.033). By observing the difference between lipid values;
cholesterol, triglyceride, and VLDL and the difference between the mean of the patient
and the control group, a statistical significance was determined (p = 0,000). When
miR33a expression analysis was performed, more expression was observed in the
patient group in terms of fold change, but no statistically significant difference was
determined (p = 0,654). In the ROC analysis performed to detect the diagnosis, no
threshold value was found at ACt and fold change (p = 1,019; p = 1,012). When Pearson
correlation test is examined; in the group with TG level below 150 mg / dl, there was a
positive correlation between miR33a Ct and HDL (p = 0.036). There was a negative
correlation between miR33a Ct value, and TG and VLDL (p = 0.047; p = 0.045) in the
patient group with TG level above 150 mg / dL, but a positive correlation was found
between the livac value and these lipid values (p = 0,005). In addition, a negative
correlation was found between miR33a ACt value and HDL (p = 0,044), while a

positive correlation was observed with fold change (p = 0,045).

As a result, no significant relationship was found between expression level and TG level

when the difference between the groups' averages was examined.

Keywords: miR33a, atherosclerosis, triglyceride
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OZET
Aydemir A.D. Mirna33a ifade Diizeyinin Trigliserid Seviyesi Uzerine Etkisinin
Arastirllmasi. Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip

Anabilim Dali. Master Tezi Istanbul, 2018.

Bu tez c¢alismasinda, TargetScan, miRanda, ve miRBase biyoinformatik veritabanlari
araciligiyla arastirilan miRNA-33a ifade diizeyinin insanlarda trigliserid seviyesi ile
iliskisine bakilmistir. Mahley’in yayinlamig oldugu Tiirk toplumundaki lipid profilleri
ve Tirk Kardiyoloji Dernegi’nin belirlemis oldugu Trigliserid seviyeleri referans
alinarak; TG seviyesi 150 mg/dl’nin altindan olan goniilliiler kontrol grubu ve {istiinden

olanlar ise hasta grubu olarak kabul edilmistir.

Demografik veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde; cinsiyet ve viicut kitle
indeksinde anlamlilik saptanmistir (p=0,033). Lipid degerlerinden; kolesterol, trigliserid
ve VLDL ile hasta ve kontrol grubunun ortalamalar arasindaki farklilikla iligkisi ele
alindiginda, istatistiksel olarak bir anlamlilik belirlenmistir (p=0,000). miR33a
ekspresyon analizi yapildiginda, kat deg§isimi agisindan, hasta grubunda daha fazla
ekspresyon gozlemlenmistir fakat istatistiksel analiz yapildiginda anlamli bir fark
gbzlemlenmemistir (p=0,654). Tan1 saptamak amactyla yapilan ROC analizinde, ACT ve
kat degisimde herhangi bir esik degeri saptanamamistir (p=1,019; p=1,012). Pearson
korelasyon testine bakildiginda ise; TG seviyesinin 150 mg/dlI’'nin altinda bulundugu
grupta, miR33a Ct ve HDL arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (p=0,036). TG
seviyesinin 150 mg/dl’nin iistiinde bulundugu hasta grubunda, miR33a Ct degeri ile TG
ve VLDL arasinda (p=0,047 ; p=0,045) negatif bir korelasyon bulunmakla birlikte, livak
degeri ile bu lipid degerleri arasinda pozitif bir iligki belirlenmistir (p=0,005). Buna ek
olarak miR33a ACt degeri ile HDL arasinda negatif bir iliski saptanirken (p=0,044), Kat

degisimi ile pozitif bir iliski gozlemlenmistir (p=0,045).

Sonu¢ olarak, gruplarin ortalamalarinin arasindaki farka bakildiginda, ekspresyon

diizeyi ve TG seviyesi arasinda anlamli bir iligki saptanamamuistir.

Anahtar Kelimeler: miR33a, ateroskleroz, trigliserid
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1. GIRIS VE AMAC

Insan genomunun ilk taslagi Subat 2001'de yaymnlandigindan beri, insan
genomunun ve daha sonra insan proteomunun karmasikligini aydinlatan birgok yeni
bulgu elde edilmistir. Son on yilda, hastaliklarin erken tespiti i¢in genomik ve
proteomik teknolojilerin uygulanmasi, bir¢ok hastalia erken donemde teshis
konulabilecegini ve bu da klinikte daha erken bir siire zarfinda tedavi protokollerinin

baslatilmasinda yardimci olabilecegini ortaya koymustur.

Insan genom c¢alismalar1 ve insan genomunda 25.000'den az gen bulunmasi
sonucunda, mRNA'lardan insan genomunun ana regiilatorii olan kodlamayan RNA'lara
odaklanan bir degisim meydana geldi. Kodlanmamis RNA'larin varligi ve insan
hastaliklarindaki rolii, bu molekiilleri tibbi arastirmalarda anlagilmasi gereken 6nemli

aracilar haline getirir.

Parcalanma ve / veya translasyonel baski ile spesifik mRNA'lar1 hedefleyerek,
endojen, kodlanmayan RNA'larin (ncRNA'lar) yeni bir smifi olan mikro RNA'lar

(miRNA'lar), gen ifadesinin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir [1].

MikroRNA'larin, metabolizma, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, ve noronal hiicre
akibeti gibi genis bir gelisimsel siire¢ yelpazesinde dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir
[2-4]. Diger diizenleyici roller ise, ndronal gen ekspresyonu [5], beyin morfogenezi [6],

kas farklilagmasi [7] ve kok hiicre bdliinmesini [8] igerir.

MikroRNA'larin eksiklikleri veya asiriliklari, miyokard enfarktiisiinden otoimmiin
hastaliklara kadar klinik agidan onemli olan bircok hastaliga baglhidir. Son yillarda
miRNA'larda yapilan hizli kesifler ve ilerlemeler, miRNA'larin yakin gelecekte bir ¢ok

hastaligin teshisinde ve tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahip olacagini gosteriyor.

Vaskiiler sistemin homeostazi, endotel hiicrelerinin islevselligine ve
anjiyogenez, vaskiilogenez ve damar regresyonunun esgiidiimlii regiilasyonuna baghdir.
Neovaskiilarizasyon ve vaskiiler remodeling sirasinda gen ekspresyon seviyesindeki
diizenleyici mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [9]. Bununla birlikte, son

yillarda mikroRNA'larin kesfi, bu RNA molekiillerinin kalp fonksiyonlarinin



diizenlenmesinde [10] ve genel olarak memeli kardiyovaskiiler sistemde Onemli bir

isleve sahip olduklarini ortaya koymustur [11].

Ateroskleroz olusum mekanizmasi farkli acgilardan daha genis degerlendirmek
icin miRNA ve hedef proteinlerinin veri tabanlar1 arastirilmis (http://www.mirbase.org/,

http://www.targetscan.org/) ve konuyla ilgili ¢aligmalar degerlendirilmistir.

‘Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology’ dergisinde yayinlanan
Marquart ve arkadaslarina ait olan bir ¢alismada [12], bat1 tipi aterojenik bir diyetle
beslenen LDLr KO farelerindeki uzun vadeli (12 haftalik) anti-miR-33 tedavisinin

etkilerini arastirdilar.

Elde edilen sonuglar, miR-33 antisense tedavisinin beklendigi gibi ABCAl'in
hepatik ekspresyonuna neden oldugu ve ayrica birka¢ metabolik hedefinin (6rnegin
CPTla) de oldugu gosterilmektedir. Bununla birlikte, dolasimdaki HDL-C seviyeleri
tedavinin ilk 2 haftalik yemle beslenme evresinde artarken, yazarlar sasirtici bir sekilde
bu antimiR-33"in, yiiksek kolesterol bat1 tipi diyetlere gectikten sonra bagimli artisin
stirmedigini tespit ettiler. HDL-C diizeyleri tizerinde siirekli bir etkinin var olmamasina
ek olarak, Marquart ve ark. [12] calismasinda dolasimdaki trigliseridlerin 12 haftalik

anti-miR-33 tedavisinin sonunda anlamli bir sekilde ytikseldigini bildirmistir.

Bu veriler 15181nda ve buna ek olarak Tiirk Kardiyoloji Dernegi’nin belirlemis
oldugu Trigliserid seviyeleri referans alinarak; miR33a ekspresyonunun Trigliserid

seviyesi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistur.



2. GENEL BILGILER

2.1. MikroRNA
2.1.1. MikroRNA’nin Tarihgesi

Bitki ve hayvanlarda, organik olaylar mikroRNA’lar tarafindan diizenlenir.
MikroRNA’lar 17-25 niikleotid igeren ve posttranskripsiyonel diizenleyici olarak
davranan, kodlanmayan RNA’lardir. Caenorhabditis elegans’taki birincil miRNA
faktorii 'lin-4', 1993 yilinda larvalarin gelisim asamasindaki genetik kusurlariin
caligmalar1 boyunca Victor Ambros ve meslektaslar1 tarafindan incelendi [13]. Yirmi iki
niikleotid iceren bir bagska mikroRNA geni olan let-7, lin-4 ¢alismalarindan 7 yil sonra
C. elegans'in gelisme siirecindeki onemiyle dikkat ¢ekti. Bu raporlar, let-7 ve lin-4'iin
mRNAnin translasyonel baskilayicilart oldugunu géstermistir. Insan ve baska bazi
hayvanlar da let-7 gibi benzer genlere sahiptir ve bu da, bilim insanlarini, genlerin post-
transkripsiyonel regiilasyon iizerinde onemli rol oynadigi diistiniilen miRNA’lar
calismaya tesvik etmistir [14]. Bu arada, RNA interferansin kesfedilmesi (RNAi), her
yolagin ortak kisimlart paylastigini ve birbirine bagh oldugunu acik¢a ortaya koydu.
Ertesi yillar icerisinde, Drosophila melanogaster’de, solucanlarda ve insanlarda,
yiizlerce RNA’nin var oldugu biliniyordu. Su anda, elli organizma ile ilgili on sekiz bin
iki yliz yedi miRNA kayithidir. Memelilerdeki tiim kodlayict genlerin %60'indan fazlasi
bu kiiciik RNA'lar tarafindan kontrol edilir. Bu miRNAlar, gelisme, farklilagma,
cogalma ve programlanmis hiicre 6liimii gibi hiicresel olaylara diizenleyiciler olarak

katilirlar [15].

Insanin daha genis ¢esitlilikte olan miRNA's1, miRNA bilgi raporlar1 kapsayan
miRBase tarafindan rapor edilir [16]. Evrim caligmalari, bilateral hayvanlarda bazi
miRNA dizilerinin biyolojik siireci muhafaza ettigini gosterdi. Insanlarda miRNA'nin
yarist1 kadar genin C. elegans ile benzerlige sahip oldugu bulunmustur. Analiz
caligmalari, miRNA'larin ¢ogunlukla intergenik bolgeler (IGR) i¢inde bulundugunu,
buna karsilik intronik bdlgelerde (IR'ler) daha az bulundugunu gostermistir. Kiigiik
RNA kiimeleri, polisistronik olarak ve bazi durumlarda kendi oOnciisiinden gelen

monokristronik birincil transkript olarak ifade edilirler [17].



2.1.2. MikroRNA’nin Biyosentezi

MikroRNA'lar, 6nceden olusturulmus onciilerden yapilmis ve 21-25 niikleotid
iceren tek sarmallt RNA’lardir. Transkriptlerin ek bir islemi, miRNA'lar1 sentezlemek
icin ayrilmistir. Son yillarda, bitkilerde ve hayvanlarda yapilan miRNA ¢aligmalar artis
gostermistir [18]. MiRNA genleri, uzun bir birincil transkript lireten RNA enzim II
tarafindan kopyalanir. Olgun miRNA, RNase III enzimleri ve eslik eden c¢ift sarmalll
RNA baglama alan1 proteinlerini iceren 2 adimda fretilir. Cekirdekte, RNase III tipi
katalizor Drosha, uzun primer transkriptleri bir sa¢ tokas1 Onciisii iiretmek {izere isler
[19]. Pri-miRNA sag¢ tokasi, exportin-5 (EXP-5) yoluyla sitoplazmaya gonderilir ve
buradan ayrica bir RNase III tipi protein ile dicer tarafindan kararsiz miRNA dupleks
yapilarina islenirler. Dupleks icindeki 2 zincirin daha az stabil olani, makromolekiil
(protein) ifadesini diizenleyen ¢oklu-protein niikleaz kompleksine dahil edilir. Bu olay,
olgun miRNA’lar, ¢oklu-protein niikleaz kompleksiyle birlesip, RNA-indiiklenmis
susturma kompleksi (RISC) olusturup, Argonaute (ago) makromolekiiliine yiiklendikten

sonra gerceklesir [20].
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Sekil 2.1.2-1. Genel mikroRNA yolag1
[21]



2.1.2.1. MikroRNA’nin Cekirdekte Islenmesi
Farkli tiirde proteinler miRNA siireci ile ilgilidir; miRNAlar baslangicta

cekirdegin i¢inde yonetilir.

Poll II tarafindan iiretilen pri-miRNA'nin boliinmesi Drosha tarafindan
gerceklestirilir; Drosha, C. elegans ve D. melanogaster’de pasha’ya, insanlarda ise bir
kimyasal bilesik olan DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCR8)’e kofaktor olarak
ihtiya¢ duyar. Pasha ya da DGCRS ile birlikte Drosha, mikroislemci kompleksi adi
verilen karmasik bir yapi olusturur [22]. Fare modellerindeki biyolojik islemler igin
DGCRS8 genleri gereklidir; hayvanlarda Drosha ve DGCRS8 c¢ogunlukla korunmustur.
Metazoan pri-mikroRNA'lar1 genelde terminal ¢ember, stem-loop ve tek sarmallt RNA
(ssRNA) oblik kisimlar1 neredeyse otuz ili¢ baz ciftinden (bp) olusur. DGCR8 daha
sonra bu ssRNA béliimiiyle etkilesime girer ve Drosha'y1 pri-miRNA'y1 parcalamaya
yonlendirir. RNA dupleksleri, Drosha tarafindan ssRNA stem-loop diigiimiinden on bir
bp uzaginda parcalanir ve bdylece pri-miRNA iki niikleotid (nt) 30 ¢ikint1 (overhang) ve
50 fosfat kiimesi ile pre-miRNA'ya rafine edilir [23].

2.1.2.2. Sitoplazmik Tasinmasi

Pre-miRNA'lar olgun miRNA'larin sentezi ic¢in sitoplazmaya tasinir. Pre-
miRNA'larin taginmasi, niikleer membranda icgice yuvalanmis proteinlerin biiyiik
kanallar1 olan niikleer gozenek kompleksleri araciligiyla tamamlanir. Pre-miRNA'nin
tasinmasina RanGTP'ye bagli olan niikleer transport reseptorii exportin-5 (EXPS)
aracilik eder [24]. EXP5, GTP'ye bagh kofaktéor Ran ve ¢ekirdegin i¢indeki pre-
mikroRNA’nin her birinin kollektif baglanmasina neden olan 14-bp'den fazla cift
sarmalli RNA (ds-RNA) kok dongiisiinii tanimladiginda, ¢ekirdegin igindeki pre-

miRNA'nin taginmasi baslatilir [25].

2.1.2.3. Sitoplazmik Islenmesi ve Argonat’a Yiiklenmesi

EXPS5, sitoplazmada pre-miRNA'y1 serbest birakir ve daha sonra Dicer'in
etkisiyle olgun bir miRNA olusturmak iizere islenir. Dicer, pre-miRNA'dan yirmi iki
niikleotid 6l¢imii yapildiktan sonra, miRNA zincirini kesen son derece hassas bir
katalizordiir [26]. Bu Dicer proteinleri okaryotik organizmalarin ¢ogunda son derece

korunmus bir yapidir. D. melanogaster; Dicer-1 ve Dicer-2'ye sahiptir ve her ikisi de



tamamen farkli rollere sahiptir MiRNA olgunlasmasi i¢in Dicer-1 gereklidir ve
siRNA'nin olgunlasmas1 igin Dicer-2 gereklidir [27]. Insanda, Dicer, interferonla
uyarilabilir dsRNA'ya bagimli madde (PRKRA, ayrica PACT olarak da anilir) ve
transaktivasyon cevabi olusturan RNA baglanma proteini olan iki yakindan iligkili
makromolekiil enzimleriyle ilgilidir. Bu iliskili proteinlerin herhangi bir proses
aktivitesi i¢in gerekli oldugu diistiniilmemektedir; bununla birlikte, Dicer, RNA-
indiiklenmis susturma kompleksi (RISC) olusumunda yer alir. Dahasi, bu proteinlerin
0zel rolii belirlenmeye devam etmektedir. Dicer tarafindan gergeklestirilen boliinme,
bazen Agone ailesi makromolekiil kompleksiyle entegre edilmis, yirmi iki niikleotid
iceren miRNA dupleks tireterek efektdr kompleksi olusturur. Prensip olarak, bir zincir
Agone’a, olgun miRNA, kilavuz zincir olarak kalirken, yolcu veya gezici zincir
(passenger / traveler strand) olarak adlandirilan alternatif zincir bozulmustur. Yine de,
bazi durumlarda, gezgin miRNA zincirleri kararl kalir ve RISC'e yiiklenir. Dubleksin 2
ucunun giicii, alinacak pargaya karar verir [28]. Dicer, alternatif etkilesen proteinlerle
(insanlarda PACT veya TRBP, sineklerde LOQS) baglantili olarak bir RISC yiikleme
kompleksi (RLC) olusturarak RISC'in birlesmesine katkida bulunur. RNA'nin Agone'a
yiiklenmesindeki gercek RLC mekanizmas: iyi bilinmemektedir. Islenmis miRNA
duplekslerinin Dicer'den uzaklastirilmasiyla, Agone proteinleri kararsiz ug ile etkilesime
girer ve bu nedenle RLC'de etkilesen proteinler, miRNA dupleksinin kararli ucuna
baglanir [29]. Agone proteinlerinin endoniikleolitik aktivitesi, miRNA gezici zincirinin
cikarilmasina baglidir. Prensip olarak, miRNA uyumsuzluklar1 ortada bulunur;
genellikle, Agone proteinleri, miRNA'nin gezici zincirlerini olusturan ayirmada
yetersizdir. RNA helikaz, miRNA dupleksinin agilmasina aracilik eder ve se¢ilmemis
zinciri ¢ikarir.  Yikleme tamamlandiginda, RISC hedef mRNA'ya translasyonal

baskilamasi veya degradasyon ile bastirilan miRNA’ya rehberlik eder [30].

2.1.2.4. MikroRNA’nin Etki Mekanizmasi

MikroRNA, translasyonel baskilama veya miRISC'i kullanarak mRNA
boliinmesi olarak adlandirilan 2 posttranskripsiyonel mekanizmadan birini kullanarak
genlerin ekspresyonunu diisiirerek diizenler. Baslangigta, C. elegans lin-14 haberci
RNA'sinin translasyonunun lin-4 RNA tarafindan inhibe edildigi diisiiniilmiistiir; ancak,

daha sonraki ¢alismalarda, heterolog bir RNA tanima sorunu, miRISC'de 6ngoriilmiis,



daha sonra eksik miRNA baglama alanlar1 olmasina ragmen miRISC'nin tanimlanmast

ve baski altinda tutulmasina yardimci olur [31].

Hatali eslesmelere sahip hayvan miRNA’larinin baglanmasi, Watson-Crick baz
eslenmesinde yanal genislemeye neden olur. MiRNA-mRNA arasindaki tamamlayicilik
derecesi diizenleyici mekanizmanin temel belirleyicisidir. Hedef mRNA'y1 par¢alamak
icin Agone-katalizli mRNA kesilme mekanizmasi, tamamlayicilik derecesinin yiiksek
olmasi ile miimkiin olurken, translasyonel baski mekanizmasi, parcalanmay1 ihmal eden

merkezi bir ¢ift tarafindan desteklenmektedir [32].

2.1.3. mRNA’nin Yikimi

mRNA translasyonunu ve bozunmasini kontrol eden iki mekanizma bulunur:
anlamsiz-aracili mRNA bozulmasi (nonsense-mediated mRNA decay (NMD)) ve
mikroRNA (miRNA) aracili gen ifadesinin susturulmasi. NMD, erken terminasyon
kodonlarim1 (PTC'ler) barindiran mRNA'lar1 hizla parcalayan bir RNA denetleme
mekanizmasidir. miRNA'larin hedef mRNA'larinin 3'¢evrilmemis bdlgeleriyle

(UTR'leri) baz eslestirilmesi prensibine dayanir [33,34].

2.1.3.1. miRNA Aracili Gen ifadesinin Down-Regiilasyonu

RNA-indiiklenmis susturma kompleksine (RISC) dahil olduktan sonra,
miRNA’lar RNA dupleksleri olusturarak, RNAi mekanizmasim1 hedef mRNA’ya
yonlendirir ve bunun sonucunda iiretken translasyonun veya mRNA bozunmasinin
oldugu diziye 6zgii baskilamaya neden olur [35]. MiRNA'lar ile regiilasyon, hedef
mRNA'larin 3'UTR dizileri ile kismi hibridlerin olusumu ile gergeklesir. Belirli bir
miRNA hedefli mRNA, siklikla birden fazla miRNA hedef bolgesine sahiptir. MiRNA
hedef genlerini 6ngérmek icin gelistirilen hesaplama yontemleri, protein kodlayan
genlerin % 20-30'unun muhtemel miRNA hedefleri oldugunu diisiindiiriir [36].
Baslangigta, miRNA'larin sadece hedef mRNA translasyonunu inhibe ederek protein
ekspresyonunu down-regiile ettigi diisiiniilmekteydi [37]. Bununla birlikte, son
calismalar birgok miRNA'nin hedef mRNA'larin hizla azalmasina neden oldugunu ve
dolayisiyla dolayli olarak yapilan protein miktarini azalttigim1 gosterdi [38,39]. Bu

nedenle, metazoan hiicrelerdeki hedeflerin down-regiilasyonunda, miRNA aracili en az



iki genel mod vardir: miRNA aracili translasyonel baskilama ve miRNA aracili RNA

bozunumu [40].

miRNA Aracili Translasyonel Baskilama; MiRNA’lar tarafindan translasyonel
baskilama mekanizmasi halen tartigsmalidir. MiRNA aracili translasyonel baskilamanin,
hedef mRNA'larin miktarin1 etkilemeden nasil gerceklestirildigini agiklayan iki farkl
mekanizma Onerilmistir. Biri, miRNA'larin translasyon baslatilmasini inhibe ettigini ve
digeri, gelismekte olan peptitin es-translasyonel bozunmasini da ortaya g¢ikaran,

translasyonda bir "post-initiation" adiminin 6nlenmesini hipotez haline getirir [40].

MiRNA-RISC kompleksinin, bir anti-translasyon baslatma faktorii, elF6 ile
baglantili oldugu kesfedildi; elF6, 60S'nin 40S alt {iinitelerine katilmasini
engellediginden, translasyon baslatmay1 da engeller [41]. EIF6'nin insan hiicrelerinde
veya C. elegans'da yok edilmesi, miRNA aracili translasyonel baskiy1 etkili bir sekilde
ortadan kaldirir. Baska bir ¢calismada, mRNA stabilitesini etkilemeksizin, miRNA miR-2
aracili translasyonel baskiy1 tekrarlayan D. melanogaster embriyo 6ziitleri kullanilarak
bir sistem gelistirildi [42]. Translasyonel baskinin, Okaryotlarda, cap’e bagimlh
translasyon (cap-dependent translation initiation) baslatmasi i¢in gerekli olan mRNA
substratinin 5’ ucunda bulunan fizyolojik cap yapisinin, m7GpppG'nin, varligia bagl

oldugu tespit edildi [43].

RISC'in katalitik bileseni olan Argonat proteinlerinin, m7G-cap yapisina
baglanan, yliksek derecede korunmus bir motif i¢cermesi, miRNA'larin translasyon
baslatilmasini engelledigini desteklemektedir. Argonat proteinlerinin ‘cap’ baglanmasi
icin elF4E ile rekabet etmesi, dolayisiyla ‘cap’e bagimli translasyon baslatimi igin
gereken 5’ ucgtaki elF4F kompleksinin olusumunu Onliiyor olmast miimkiindiir [44,45].
Bu, Ago2'nin, cap-baglama motifinde mutasyonlara sahip olan varyanti degil,
mRNA'larin 3'UTR'sine yapay olarak bagli oldugu zaman translasyonu bloke ettigi

gozlemleriyle tutarlidir [46].

miRNA Aracili RNA Bozunumu; Son yillardaki kanitlar, miRNA araciligindaki
bozunmanin, deadenilasyon ile tetiklenebilecegini gdosteriyor. Zebra baliginda,

miR-430'in, ilk 6nce hizla deadenilasyonu tetikleyerek, bozunma i¢in ylizlerce maternal



mRNA'y1 hedefledigi gosterildi [47]. Drosophila hiicrelerinde, deadenilasyona Ccr4-
Cafl-Not poli(A) niikleaz kompleksi aracilik etmektedir [48].

Sitoplazmik poli(A) baglanma proteinleri (cytoplasmic poly(A) binding protein-
PABP), poli (A) kuyruklart ve 5” ucuna baglanan elF4F kompleksi ile etkilesime girer,
boylece mRNA'nin iki ucunu bir araya getirir [49]. Bu etkilesim, hem translasyon
baslatilmast hem de mRNA stabilitesi i¢in 6nem tasir [50]. MiRNA'larin translasyonu
baskiladig1 onemli bir agamada baglatma basamagi oldugu i¢in, hedef mRNA {izerinde
5’-3” ucu etkilesimini bozmak i¢in; miRNP ile olusturulan deadenilasyonun
kolaylastirilmasi, translasyon baslatmayi indirgemenin etkili ve dolaysiz bir yolunu
sunar. Birka¢ c¢alisma, 6zellikle baslatma asamasinda, deadenilasyon miRNA aracilt
translasyonel baskinin bir sonucu degil de, nedeni oldugunu diisiindiiriiyor. Hedef
mRNA"in 5'UTR'sindeki bir kok-dongiiyle translasyon baglatma islemini bloke etmek,
onun hizli deadenilasyonunu ve miRNA tarafindan indiiklenen bozunmay1 ortadan

kaldirdig1 gosterilmistir [39].

2.1.4. MikroRNA Ekspresyonun Hastahklar Uzerindeki Etkisi
MikroRNA'lar, viral hepatit enfeksiyonu, metabolik saglik sorunu, kanser ve
enfarktiis gibi ¢esitli hastaliklarda farkli ifadeler gdsterdiklerinden otiirii, gittikce deger

kazanmaya baslamistir [51].

2.1.4.1. MiRNA’nin Terapotik Molekiiler Temeli

MiRNA, mRNA'larin {igiincli ¢evrilmemis bdlgesine (UTR) diziye-0zgii
hibridizasyonu yoluyla, birden fazla hedef genin ekspresyonunu diizenler ve hedef
mRNA'larin dogrudan indirgenmesini veya translasyonunu engeller. miRNA'lar, hedefin
taninmasi i¢in miilkemmel tamamlayiciliga sahip degillerdir; bu nedenle, bir miRNA
birden fazla mRNA'y1r diizenleyebilme imkanmna sahiptir [52]. Her bir haberci
riboniikleik asit hedefi miRNA hassas etkiler gosterse de, kombine edilen sonug
onemlidir ve Olgiilebilir fenotipik sonuglar bununla olusturulmustur. MiRNAlar,
genlerin tiim agin1 etkileyecek; ve bu miRNA’larin yetenegi gilinlimiiz ilaglarinin
ozgiilliigiinden farklidir ve ¢esitli biyolojik siire¢clerde muazzam bir terapétik potansiyel
saglarlar [53]. Birden ¢ok hayvan tiirlinde, miRNA'lar korunmustur; bu da, evrimsel

siirecte miRNA'larin, esas olarak biyolojik siire¢ ve yollarda modiilator olarak énemini



gosterir. MiRNA aktivitesini modiile etmek i¢in ya viral vektor kullanilarak agiri
ekspresyon saglanir ya da bir miRNA'nin performansini yeniden kuran suni ¢ift sarmalli

miRNA'lar kullanilir [54].

2.1.4.2. Biyobelirte¢ olarak miRNA’lar

MiRNA'nin hiicre dis1 boslukta bulunmasinin, hiicre-hiicre iletisimini olusturmasinin,
plazma, idrar, tiikriikte bulunmasinin ve son yillarda bulunan lipoproteinlerin iizerinde
taginmasinin kesfi, miRNA aracili yolaklarin karmagikliginin artmasina yol agmustir.
Bu, dolasimdaki miRNA’larin, kardiyovaskiiler hastaliklar, DM ve disregiile
metabolizmanin diger terimleri de dahil olmak flizere ¢esitli hastaliklarda biyolojik
belirte¢ olarak kullanilabilecegi Onerisine yol agmigti. MiRNA'nin salgilanmasindan
sorumlu hiicresel mekanizmanin anlasilmasi eksik olsa da, miRNA'larin eksozomlar,
mikrovesikiil ve apoptotik cisimler i¢ine paketlendigi gosterilmistir [55,56]. Hastalik
baslangicindan Once, kodlanmamis RNA'larin hastalikli dokulardan aktif sekilde
salindigin1 giderek daha fazla kanit desteklediginden, miRNA'larin biyolojik belirte¢
olarak kullanilabileceklerine dair heyecan giderek artmaktadir. Hiicre dis1t miRNA'larin
hem tan1 hem de terapotik ajanlar olarak muazzam bir potansiyele sahip olabilecegi

goriisii giin gectikce kuvvet kazanmaktadir [57].
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2.2. MikroRNA-33a
Drosophila'dan insanlara yapilan organizmalarda SREBP genlerinin intronik

dizileri i¢inde, olduk¢a korunmus bir miRNA ailesi olan miR-33 bulunmaktadir [58].

A 40550000 | 40600000 |
SREBP2 ¢ ittt L i i e e ]
miR-33a—>»
Homo sapiens --GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
Pongo pygmaeus --GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
Pan troglody tes --GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
Mus musc ulus --GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
Rattus norvegicus --GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
Canis familiaris -=-GUGCAUUGUAGUUGCAUUGC
Gallus gallus --GUGCAUUGUAGUUGCAUUGC
Ornithorhynchus anatinus --GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
Xenopus tropicalis --GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
Ciona intest inalis --GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
Tribolium castaneum -=-GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
Apis mellifera --GUGCAUUGUAGUUGCAUUG

Drosophila melanogaste r AGGUGCAUUGUAGUCGCAUUG

R R

hsa-miR-33b 5’ GUGCAUUGCUGUUGCAUUGC 3’
hsa-miR-33a 5’ GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA 3’

*hkkhkkkkk *hkhkhkkkkkkk

Sekil 2.2-1. SREBP2 i¢inde miR33a lokalizasyonu ve dizilerin evrimsel korunumu.
(A) gomiilii miR-33a dizisine sahip olan insan SREBP2 lokusunun evrimsel korunumu
da dahil olmak {izere sematik gosterimi. (B) insan miR-33a ve miR-33b'nin hizalanmasi

[59].
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A <«— Intron17:474bp —>»

67 bp 312bp
hSREBP-1 Exons 1-17 miR-33b Exons 18-20

Chromosome 17

TGGTGCCAGGGGCCGGCTCCGGGCTGCACTGCCGAGGCACTGCACCCGCCTCACACACGTGCAATGCAACAGCAATGCACCGCGGGGCCGCCCGLCC

B <€—— Intron 15:2471bp ——>

hSREBP-2 444 bp 1959 bp

Chromosome 22

Exons 1-15 miR-33a

CTGTGGTGCATTGTAGTTGCATTGCATGTTCTGCGTGCGTACCCATGCAATGTTTCCACAGTGCATCACAGA

Sekil 2.2-2. SREBP ve miR-33 ailesi.

SREBPIler, SREBP'ler ile birlikte ifade edilen, korunmus intronik miR-33a / b'nin
konakc1 genleridir. Insan SREBP-1 (A) ve SREBP-2 (B) genleri, ilgili intronik
miRNA'lar1 barindirir (sirasiyla miR-33b ve miR-33a). Pri-miRNA'lar1 kodlayan

sekanslar, olgun miRNA dizileri kirmizi ile vurgulanmig olarak gosterilir [60].

Insanlarda miR-33"in iki izoformu mevcuttur: kromozom 17'de SREBP-1 geninin
17'inci intronunda bulunan miR-33b ve 22'nci kromozomda SREBP-2 geninin intron
15'inde bulunan miR-33a. Farede ise SREBP-2 geninin intron 15'inde bulunan yalnizca
bir tane miR-33 izoformu (insan miR-33a ile korunmaktadir) bulunurken, fare SREBP-1
genindeki intronl7, miR-33b'yi barindiran insan intronik sekanslariyla sekans

homolojisine sahip olmadigi gosterilmistir [60].
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2.2.1. SREBP Ailesi

Hem kolesterol hem de FA biyosentetik siiregleri, sterol diizenleyici eleman
baglama proteinleri (SREBPs) olarak isimlendirilen yaygin bir transkripsiyon faktorii
ailesi tarafindan kontrol edilir. SREBP'ler transkripsiyonel olarak endojen kolesterol,
FA, trigliserid (TG) ve fosfolipid sentezi i¢in gerekli olan bir enzim kaskatini aktive
eder. Boylece, SREBP'ler, kolesterogenezis ve lipogenezin ana diizenleyicileri olarak

tanimlanmaktadir [61].

SREBP'ler endoplazmik retikiil (ER) zarlarina baglanan 1150 amino asit (aa)
inaktif prekiirsor olarak sentezlenen bazik heliks-loop-heliks-16sin fermuar (bHLH-LZ)

transkripsiyon faktorleridir [61].

SREBF-1 gene SREBF-2 gene
17p11.2 18¢;19¢ 22q13
miimunirm
1a I \ 18a-19a
SREBP-1a SREBP-1c SREBP-2

SREBPs
precursors

Sekil 2.2.1-1. SREBPs genleri ve yapisi.
[63]

SREBP ailesi {i¢ iiyeden olusur: Insan kromozomu 17p11.2'de bulunan SREBF-1 adli
tek bir genden iiretilen SREBP-1a ve lc [62] ve insan kromozomu 22q13 iizerinde
bulunan SREBF-2 adli ayr1 bir genden SREBP-2'yi icerir [63]. SREBP-la ve Ic
transkriptleri, alternatif transkripsiyon baslangi¢ siteleri kullanilarak iiretilir ve ilk
ekzonlarinda (ekson la ve ekson Ic) farklilik gosterir. Diger ekzonlar her iki izoformda
da ortaktir. Insanlarda, 3 'ucunda alternatif ekleme de tarif edilmistir (ekson 18a ve 19a

veya ekson 18c ve 19c¢)
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Her SREBP onciisii ii¢ alan halinde diizenlenmistir: (a) transaktivasyon alanini
iceren yaklasik 480 amino aside sahip olan bir NH2-terminal bolgesi, serin ve prolin
bakimindan zengin bir bolge ve DNA baglama ve dimerizasyon i¢in bHLH-LZ bdlgesi;
(b) ER liimenine uzanan yaklasik 30 amino aside sahip kisa bir ilmekle kesilen iki
hidrofobik transmembran kapsayan segmentler; ve (¢) a = 590 aa COOH-terminal
segment diizenleyici bolge (Sekil 2.2.1-1.). Aktivasyona bagl olarak, ER sabitlenmis
SREBP onciisii, SREBP'nin niikleer formu (nSREBP) olarak adlandirilan NH2-terminal
aktif alanin1 serbest birakmak icin sirali bir iki asamali boliinme stirecine girer. BHLH-
LZ alani, nSREBP'lerin ¢ekirdege taginmasina izin veren, dogrudan importin'e baglanan
yeni bir niikleer lokalizasyon sinyali tiiriinii igerir. Cekirdek icine translokasyon
yapildiktan sonra nSREBPs, kolesterologenezis ve lipogenezde yer alan bir¢ok genin

sentezlenmesinden sorumludur [64-66].

SREBP-1a, daha uzun NH2-terminal transaktivasyon alanina sahip oldugu i¢in
SREBP-1c'den daha giiglii bir transkripsiyonel aktivatordiir (Sekil 2.2.1-1.) [67].
Bununla birlikte, SREBP-1c karaciger, beyaz adipoz doku (WAT), iskelet kasi, adrenal
bez ve beyinde Ozellikle yiiksek seviyelerde olan fare ve insan dokularinin ¢ogunda
ifade edilen baskin izoformdur. Buna karsilik, SREBP-1a, hiicre ¢ogalmas i¢in yiiksek
kapasiteli, dalak ve bagirsak gibi hiicre ¢izgilerinde ve dokularinda yiiksek diizeyde

eksprese edilir [68].

Bazik alanlarinda iyi korunmus bir arginin kalintis1 iceren diger bHLH-LZ

transkripsiyon faktorlerinin aksine, SREBP'ler bir tirosin kalintisi igerir [69].

SREBP transkripsiyon faktorleri {i¢ seviyede diizenlenir: (1) transkripsiyon, (2)
SREBP onciillerinin proteolitik boliinmesi ve (3) nSREBP'lerin translasyon sonrasi
modifikasyonu. SREBP izoformlarinda diizenleyici mekanizmalarin bazilarinda
cakismalar1 olmasina ragmen, énemli farkliliklar mevcuttur. Ozellikle, SREBP-1a ve
SREBP-2'nin oncelikle o©nciil boliinme seviyesinde diizenlendigi goriliirken,
SREBP-1c'min esas olarak transkripsiyonel seviyede diizenlendigine dair kanitlar

mevcuttur.
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2.2.2. ABCA1

ABCA1 geninde olusan mutasyondan dolayr meydana gelen otozomal resesif
kalitsal bir hastalik olan Tangier hastaliginin (TH) kesfinden sonra, ABCA1’1n ¢esitli
fonksiyonlar1 anlagilmistir. Bu hastalikta ciddi HDL eksikligi gdzlemlenir [70].

ABCAI1 geninde homozigot mutasyona sahip Tangier hastalarinda HDL ve
apoAl yok olmakla birlikte, azalmis diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyesi (%
40 normal) ve hipertrigliseridemi goriilmektedir [71,72].

ABCAI1’min Yapisal ve Fonksiyonel Analizi: insan ABCA1 gen promotorii ilk
once ekson 1'in (221 bp) yukar1 akis yoniinde, ardindan 24-kb intron 1 olarak rapor
edildi (Sekil 2.2.2-1). Reporter gen konstruktlarini kullanarak bu promoterin analizleri,

ABCAL gen ifadesini diizenleyen énemli fonksiyonel motifleri tanimlanmistir [71].

Cavelier ve ark. [73] ekzon 1'in (ekson 1a) 136 bp uzunlugunda ve ekzon 2'nin
2,210 bp yukar akisinda yer aldigim tespit etmistir (Sekil 2.2.2-1). Bu alternatif olarak
eklenmis transkript insan ABCA1 kod dizisinin tamamini igerir ve testis ve karacigerde

ifade edilir, ancak makrofajlarda s6z konusu 6zellik gozlemlenmemistir.

Ekzon lamin yukari akisinda, bir TATA kutusu ve CAAT alanlar ile birlikte
sterol algilayan niikleer reseptorler icin diger potansiyel baglanma alanlari igeren

alternatif bir promotor olarak tanimlanmstir [74].
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Transcriptional Transcriptional
Start Site Start Site
Promoter 1 Promoter 2

E Ela E2

1 1 1
[ap-1| | [sP1]|[TATA| ‘ [TaTA] A'Il'G
SP1 LXR

=

~237 -1a7 | -100 | 33 |=3s2—| %38 | %0
Translational

[e-Box] [HnFs| [sresp] [caar] Start Site
166 133 %9 %271 410 -74

Sekil 2.2.2-2. Insan ABCA1 gen promotorii.

Insan ABCAI1 geninin tanimlanan iki promotdriiniin organizasyonunun sematik bir
modeli gosterilmistir. Ekzon 1, 1a ve 2 gosterilir. Her iki promotdrde ABCA1 gen
ifadesini diizenleyen motiflerin yerleri gosterilmektedir. AP-1, aktivatér protein 1;
HNF-3, hepatosit niikleer faktor 3; LRH-RE, karaciger reseptor homolog yanit

elementi; SREBP, sterol diizenleyici element 1-baglayici protein [75].

Subseliiler Lokalizasyonu: ABCAI1 esas olarak plazma membranina lokalize
olmakla birlikte, bazen de hiicre i¢i bolmelerde lokalize olur. ABCA1 aracilit HDL
olusumu i¢in iki farkli mekanizma Onerilmistir. Birincisi, ABCA1'in, hiicre yiizeyi
tizerinde fosfolipidler ve kolestrol ile apoA-I'in kompleks olusumuna (hiicre yiizeyi
modeli) arac1 oldugu ve digerinin apoA-I'in hiicre ylizeyi lizerinde ABCA1'e baglandig1
ve ABCA1 / apoA-I komplekslerinin daha sonra olusturuldugu gézlemlenir. ApoA-I /
lipid kompleksleri, ge¢c endozomlarda olusur (muhtemelen ABCA1 aktivitesi yoluyla)

ve ekzositoz (retro-endositoz modeli) ile yeniden salgilanir [76,77].

ApoA-I'e dogru olan ABCA1 aracili kolesterol akisinin agirlikli olarak hiicre
ylizeyinde olustugu ve retroendositoz yolunun HDL olusumuna o6nemli katkida
bulunmadigina dair bir¢ok rapor bulunmaktadir. ABCA1 / apoA-I'in retroendositoz
yolu, asir1 lipoproteinden tiiretilen kolesterol hiicrelerde biriktiginde HDL olusumuna

katkida bulunur [78,79].
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Transkripsiyonel Regiilasyonu; ABCA1 aracili kolesterol akisi,
transkripsiyonel seviyede olduk¢a diizenlenmistir. Makrofajlar ve fibroblastlar gibi

cevresel hiicrelerde ABCAT1 gen ekspresyonu kolesterol yiiklemesi ile arttirilir [80].

Bu tepki, ligandlar1 22- (R) -hidroksi kolesterol, 24- (S) -hidroksi kolesterol, 27-
hidroksikolesterol ve 24- (S), 25-epoksi-kolesterol gibi sterol metabolitleri olan niikleer

reseptorler olan LXRa ve LXRb ile saglanir [81].

LXRb, her yerde eksprese edilirken, LXRa ekspresyonu, karaciger, yag dokusu,
adrenal bezler, bagirsak, akcigerler, bobrekler ve miyeloid kaynakli hiicrelerle
sinirlandirilmistir. Insan LXRa ekspresyonu yiiksek oranda diizenlenir ve kendiliginden
diizenlenebilir, oysa insan LXRb’1 asir1 kolesterol yoklugunda bile stabil olarak
eksprese edilir. Bazal halde, LXRD ve retinoid X reseptdr (RXR) heterodimerleri, hedef

genlerin promotorlerinde karaciger X cevap elementlerine (LXRE) baghdir [82].

Kolesterol hiicrelerde birikirse, hiicre i¢i oksisterol konsantrasyonlari artar; Daha
sonra, oksisterollerin baglanmasi yoluyla aktive olan LXRb, ABCA1’in [83] ve ayrica
LXRa'nin transkripsiyonunu uyarir. ilging olarak, farelerin veya sicanlarin kolesterol
beslemesi, hepatik ABCA1 mRNA ekspresyonunda belirgin bir artis gostermekte
basarisiz olmustur. Sterol diizenleyici eleman baglama protein 2'ye (SREBP-2) yanit
veren bir destekleyici bolge, ABCA1 geninin ilk intronunda tanimland1 ve karacigerde

ABCAI1 ekspresyonunun diizenlenmesinde yer aldig1 bildirildi [84].

Son zamanlarda, bir kolesterol sentezinin transkripsiyonal bir diizenleyicisi olan
SREBP-2'yi kodlayan genin i¢inde bulunan bir intronik mikroRNA olan MiR-33'"iin,
transkripsiyon sonrasi seviyede ABCA1'in ekspresyonunu modiile ettigi bulunmustur

[60,85].

ABCAIl Aktivitesinin Post-Translasyonel Regiilasyonu; ABCA1 aracili
kolestrol iletimi ayrica translasyon sonrasi seviyede yiiksek oranda diizenlenir.
Kolesterol, hiicrelerin vazge¢ilmez bir bilesenidir, ¢linkii asir1 kolesterol eliminasyonu
da hiicre o6liimii ile sonuglanabilir. Sonug olarak, asir1 eliminasyonun onlenmesi igin
ABCAT1'1 hizla indirgeme yetenegi de onemlidir. Aslinda, ABCAI proteini, 1-2 saatlik

yarilanma 6mriiyle hizla doner [86].
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Al-syntrophin, bl-syntrophin, calmodulin ve apoA-I gibi ¢esitli proteinlerin
ABCA1 ile etkilesime girdigi ve ABCAI1 proteininin bozunum hizin1 azalttigi
bildirilmistir [87,88].

ABCA1'in bozunmasi ¢esitli yollarla diizenlenir: (a) hiicre ylizeyindeki ABCAL,
endositozlanir ve plazma membranina yerlestirilir veya bozunma icin erken ve geg
endozomlar yoluyla lizozomlara goénderilir [89,90]; (b) kalpain proteazi, 6zellikle apoA-
I ABCAl'e baglanmadiginda [91], plazma zarinda ABCAI1'i hiicre iginde
parcalamaktadir. Kalpain proteaz plazma zarinda [86,92] ABCAT1'i ve hiicre i¢i olarak,
ozellikle apoA-I ABCAl'e baglanmadiginda [91] degrade olur. Buna ek olarak,
ABCAI, ubikuitin-proteazom yolu ile de bozunur [79].ApoA-I ayrica PKCa’y1 ve
ABCAT1'in fosforilasyonunu da aktive eder. Bu reaksiyon, ABCA1'i kalpain tarafindan

bozunumuna kars1 korur [93].

A. Asir1 kolesterol
yoklugunda

B. Kolesterol birikimi
oldugu zaman

Sekil 2.2.2-3. Kolesterol yoklugunda ve birikiminde, ABCA1 diizenlenmesi.

(A) LXRb / RXR kompleksi, oksisterollerin hiicre i¢i konsantrasyonu diisiik oldugunda
ABCAT1'e baglanir ve ABCAI-LXRb / RXR kompleksi plazma membrani iizerine
dagitilir ancak kolestrol iletimi agisindan etkisizdir. (B) Kolesterol birikip ve
oksisterollerin hiicre i¢i konsantrasyonu arttiginda, oksisteroller LXRb'ye baglanir ve
LXRb / RXR kompleksi ABCAl'den ayrilir. LXRb / RXR'den bir kere serbest
kaldiginda, ABCA1 HDL olusumunda aktiftir ve lokal kolesterol konsantrasyonunu
hemen distiriir. Oksisterollere baglandiktan sonra, LXRb / RXR ABCATl'in ve diger
genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Sonug olarak, LXRb, kolesterol homeostazini
korumak i¢in bir translokasyon sonrasi tepki yani sira translasyon sonrasi bir yanita

neden olabilir [76].

18



ABCAI igin Lipid Alicisi; Kolesterol ve fosfolipidler ¢ok hidrofobik
oldugundan dolayi, lipid sekresyonu ig¢in onlar1 sulu soliisyonlarda ¢ozebilen lipid
alicilart gereklidir. Amfipatik heliksleri igeren anfizyolojik kosullar, apoA-I ve apoE,
ABCALI1 tarafindan serum ig¢ine salman lipidlerin alicilar1 olarak islev goriir. Sentetik
amfipatik helikal peptid, ABCA1 eksprese eden hiicrelerden kolesterol ve fosfolipid
iletimini de yiikseltir [94-96].

ABCAI ve ateroskleroz iliskisi; Aterosklerotik plak kompozisyonu plak
bozulmasinin ve takip eden komplikasyonlarin ana belirleyicisidir. Bir ateromatdz
plagin aetiyo patogenezi, lipid metabolizmasi, diizensiz hiicre dongiisii ve hiicre dis1
matriks turnoverindan etkilenir. ABCA1, bu olaylarin tiimiinde rol oynar, bu nedenle bu
tasiyiciyr aterosklerotik vaskiiler hastaligin baglatilmasi, ilerlemesi ve patogenezi

potansiyel olarak etkileyebilir [97].

Apoptosis and
macrophage engufment Spoloprtei A1 DL oythess
of apoptotic cells
: Anti-inflammatory Reduced cardiovascular risk
Clearance of cell debris Anti-proteolysis Potential influence on lipid core

Sekil 2.2.2-4. ABCA1'in aterosklerotik plaka tizerindeki etkisi.
[97]
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Aterosklerotik plak; lipidler, hiicreler ve hiicre dis1 matristen olusan dinamik bir
yapidadir. Kararsiz plakalarda ince bir kap, yogun inflamatuar infiltrat ve biiyiik bir
lipid ¢ekirdegi bulunurken, gelismis kararli yapidaki plaklar yiiksek seviyede kollajen
ve diiz kas hiicreleri ile kalin bir fibroz kap olustururlar (43). Kararsiz plaklar daha
sonraki in situ trombozu ve embolisi (44) ile riiptiir olma egilimi gosterir, bu da belirgin
klinik sonuglara yol agar. Bu plaklarin davranis1 ongoriilebilir degildir ve karasizliga
gecisin kesin mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamistir. Plaklarin gelisimi ve ilerleyisi
lic ana bilesendeki degisikliklerle belirlenir ve ABCAT1, plak mimarisini diizenleyen tiim
siirecleri potansiyel olarak etkileyebilir; bu mekanizmalar su sekildedir: (1) lipid
birikimi ve metabolizmast; (2) apoptoz ve iltihap igeren hiicre dongiisiinde degisiklikler;

(3) degismis ekstraselliiler matriks doniigiimii [97].

2.2.3. miR-33a’nin Metabolizmadaki Gorevi
Srebp2 ve Srebpl'in hizla ekspresyonunu hizlandiran metabolik uyaranlar,
miR-33a / b ifadesini de ayarlarlar; bu da, miR-33a ve miR-33b'nin konakg1 genleri ile

birlikte sentezlendigini gosterir.

Her bir miRNA hedef geni, ABCA1, ABCGI, NPC1, CPT1A, CROT ve
HADHB de dahil olmak iizere hiicre kolesterolii ihract ve yag asidi oksidasyonunu
diizenlemekle ilgilidir ve bu durumla birlikte, SREBP transkripsiyon elemanlar1 ve
miR-33a / bmin LDL kolestrol ve yag asidi metabolizmasinda is birligi yaptigi
goriilmiistiir [98].

Endolizozomal nakil proteinleri Niemann-Pick C1 (NPC1) ve ATP-baglayict
kaset (ABC) tasiyicilart ABCG1 ve ABCAL1 gibi kolestrol ihracati ile ilgili genler

miR-33a tarafindan hedeflenir.

miR-33a seviyesindeki bir degisiklik, makrofajlardaki kolesteroliin akisindaki
etkileri kapsar; bu nedenle, lipoproteinin in vivo diizenlenmesi, miR-33a'ya atfedilebilir

[99].
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2.2.4. miR-33a’nin Ateroskleroz’daki Gorevi

Aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde, makrofajlar arterin intimasinda birikir.
Apoptotik hiicreler efferasitoz ile temizlendiginden, erken lezyonlar aterosklerozda
nadiren bulunurlar. Makrofajlar aterosklerotik plaklarin olusumuna katildiginda,
iltihaplanmay1 gidermede basarisizliga katkida bulunan ve diiz kas hiicrelerini
inflamatuvar siirece dahil eden go¢ etme kapasitesinde azalma goziikmektedir [100]. Bu
ileri plaklarda makrofajlar inflamatuar sitokinleri salgilar ve nekroz ve apoptoz
meydana getirir ve fibroz kapak daha incedir ve riiptiire egilim gosterir, bdylece

tromboza neden olur [101,102].

Ters kolesterol tasinmasi sirasinda (RCT), ATP-baglayici kaset A1 (ABCA1),
kolesterol ve fosfolipidleri, zarin igerisinden disina dogru tasir; burada, apolipoprotein
A-1'in (ApoA-1), lipit bilesenlerini, daha biiylik HDL iiretmek i¢in; yeni olusmus
HDL ye tagir [103,104].

Transgenik farelerde, insan ABCA1'in asir1 ekspresyonu, makrofajlardan artmis
kolesterol akisi ile sonuclandi. Bu, artmis ABCA1 aktivitesinin in vivo ateroskleroza
kars1 koruyabilecegi anlamina gelir [105]. Makrofajlarda mikroRNA-33a'nin (miR-33a)
bir ifadesi anormal sekilde artarsa, ABCA1 ifadesi asagi dogru diizenlenir ve RCT
diizgiin sekilde calismayabilir. Hepatositlerde ve makrofajlarda, ABCA1 antitetik olarak
miR-33a ifadesine eksprese edilir [98,106].

MiR-33a / b'nin asir1 ekspresyonu hepatik hiicre dizilerinde hem yag asidi
oksidasyonunu hem de insiilin sinyalini azaltir [107]. Bununla birlikte, bir anti-miR-33a
oligoniikleotidi hiicrelere verildiginde, miR-33anin ABCA1 ekspresyonu iizerindeki
onleyici etkisi hafifletilmis olur [108,109]. Bu nedenle, anti-miR-33a oligoniikleotidleri
ABCA1l veya HDL ekspresyonunu artirmak ig¢in terapdtik bir arag¢ olarak
arastirilmaktadir [110,111].
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2.2.5. Kolesterol ve Yag Asidi Metabolizmasinin Diizenlenmesi ve miRNA

Lipit homeostazi, sentez ve kolesterol, FA'lar, trigliseridler ve fosfolipidlerin
aliminin yani sira NADPH kofaktorii i¢in gerekli 30 genin sentezini direkt olarak aktive
eden sterol-diizenleyici eleman baglama proteinleri adi verilen, membrana bagl
transkripsiyon faktorleri ailesinden diizenlenir. SREBP izoformlarinin arasinda,
SREBPI1, FA metabolizmas1 ve denovo lipogenezinde rol oynayan genlerin aktive
edilmesinde segici olarak yer alirken, SREBP2 direkt olarak kolesterol homeostazi ile
ilgili genler i¢in daha segicidir [112]. Farelerde anormal SREBP ifadesi, insanlardaki
spesifik lipid metabolizma bozukluklarina benzer fizyolojik etkilere sahip metabolik

sendroma (MS) yol acar [81].

SREBP'nin yani sira karaciger X reseptorii (LXR'ler) de kolesterol
metabolizmasinin 6nemli transkripsiyonel diizenleyicilerindendir [113]. LXRa
(NR1H3) ve LXRP (NRIH2) niikleer reseptorleri, retinoid X reseptorleri ile
heterodimerler olusturur ve kolesterol biyosentezi sirasinda olusan oksisterol ara
maddeleri de dahil olmak iizere ¢esitli sterol ile aktive edilir [114]. LXR, Abcal ve
Abcgl dahil olmak iizere, hiicresel kolesterol akisi ile ilgili genlerin transkripsiyonunu
aktive eder. LXR, ayrica, SREBP1’1 etkiler ve boylece FA sentezini artirmak igin bu
yolaklar arasindaki c¢apraz akima aracilik eder [115]. LXRA geninde hedeflenen
silinmenin gergeklestigi farelerde, SREBPIc, yag asidi sentaz (FAS), SCDI (stearoil
CoA desatiiraz 1) ve ACC (Asil CoA Karboksilaz) ekspresyonunda yetersiz oldugu
kaydedildi [116].

2.2.6. Lipit Metabolizmas1 Uzerine Etkisi

Son yillardaki arastirmalar, lipid metabolizma genlerinin post-transkripsiyonel
diizenlenmesinde yer alan dolasimdaki miRNA'lar1 tanimladi; bu miRNA'lar, kolesterol
metabolizma genlerinin post-transkripsiyonel diizenlenmesiyle iliskilendirilen miR-33"i

igerir [98].

miR33a ve miR33b, bir¢cok intronik miRNA gibi konak genleriyle birlikte
kopyalanirlar ve kolesterol homeostazin1 (Abcal, Abcg ve Npcl) [59,110] ve yag asidi

metabolizmasini (Ampk, Cptla, Crot, Hadhb ve Sirt6) diizenleyen genleri hedef alirlar
[59,117].
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MiR biyogenezi sirasinda olusan premiR33 (hem de diger premiR’ler), dicer ile
parcalanip, olgun miR33 ve gec¢is miR33 (miR33%*) ipliklerinden olusan bir miR33
dupleksi olusturulur [118]. Kolesterol metabolizmasi i¢inde, hem miR33 hem de
miR33*, sirasiyla, kolesterolii HDL pargaciklarina yiiklemek ve hiicredeki lizozomal

bolmeden kolesterol tasinimi i¢in 6nemli molekiiller olan ABCA1 ve Niemann-Pick

hastalik C1'1 (NPC1) hedef alir [117].

miR 33'lin kendisi, ABCAl'e benzer bir isleve sahip olan, HDL olusumunu ve
ters kolestrol tasinmasini (6rnegin, aterosklerotik plak makrofajlarindan karacigere geri
donerek kolesterol tasinmasini) saglayan farelerde ABCG1'i hedef aldig1 gosterilmistir;
Ancak bu hedef insanlarda dogrulanmamistir [60]. ilging sekilde hem ABCA1 hem de
ABCG1, LXR'nin transkripsiyonel kontrolii altindadir [60] ve bdylece miR33, SREBP
ile indiiklenen kolestrol sentezi ve tutulumu ile LXR aracili kolesterol akisi ve ters

kolestrol taginimi1 arasinda baglant1 olusturmaktadir [119].

miR 33, her ikisi de safra kanallarina kolesterol akisi i¢in dnemli molekiiller
olan ABCBI11 ve ATP8BI1'i hedef alir; bu nedenle bu hedefleme, hepatositlerde SREBP
ve miR33'lin upregiilasyonundan kaynaklanan kolestrol tutulumunu desteklemektedir.
Bu upregiilasyon, diisilk dolagimdaki kolesterol diizeyleri veya statin tedavisi dahil

olmak iizere hiicre dis1 sinyaller ile indiiklenebilir [120].

Yag asidi metabolizmasindaki hem miR33 hem de miR33* i¢in dogrulanmis
hedefler arasinda karnitin palmitoiltransferaz 1A (cptla) ve karnitin O-oktaniltransferaz
(CROT) bulunur [121]. Ayrica miR33*, sterol reseptor koaktivatoriil (SRC1), SRC3,
Niikleer transkripsiyon faktorii Y (NFYC) ve reseptor etkilesen protein 140 (RIP140)’1
hedef alirken, miR33 ayrica hidroksil agil-Co-A-dehidrojenaz (HADBH), sirtuin 6
(SIRT6) ve AMPKa'y1r hedef alir. Bu molekiillerin hepsini transkripsiyonel olarak
diizenleyerek, hem miR33 hem de miR33*, yukarn regiile edildiginde yag asidi
oksidasyonunu azaltir ve bunun tersi de asag1 yone c¢evrildiginde siireci uyarir [117].
MiR 33 ayni zamanda insiilin reseptor substrat 2'yi (IRS2) hedefleyerek hem yag hem
de glikoz metabolizmasini etkileyerek insiilin sinyalizasyonunu etkiler; glikoz
metabolizmas1 da glikoz-6-fosfataz (G6PC) ve fosfoenolpiruvat karboksil kinaz

hedeflemesinden etkilenir [117]. Dolayisiyla, HDL diizeylerinde bir artisa ve yag
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asitleri ve glikoz diizeylerinde bir diisiise neden olacagi ig¢in, sinyal verme
yontemlerinin terapotik asagi diizenlenmesi, aterosklerozdan mustarip hastalarda faydal
olabilir. Bu bulgular, transkripsiyon faktorlerini kodlayan Srebp genomik lokusunun ve
miR 33a / b'nin lipit metabolizmasini diizenlemek i¢in isbirligi yapabilecegini ortaya

koymaktadir [111,119].

Farkli stratejileri kullanarak miR33'%in inhibisyonu faredeki plazma yiiksek
yogunluklu lipoproteinlerini (HDL) arttirir ve farelerde aterosklerozun ifadesini arttirir
[122]. Tamamen bu gozlemler, intronik miRNA'larin benzer hiicresel siirecleri

diizenlemek i¢in konakg1 genlerle birlikte calistiklarin1 gostermistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Secimi Ve Tanim1

Calisma Tiirk Kardiyoloji Dernegi’nin belirlemis oldugu Trigliserid seviyeleri
referans almarak; Trigliserid seviyesi 150 mg/dl’den yiiksek (n=29) ve 150 mg/dl’den
diisiik (n=38) olmak {izere iki ana gruptan ve her iki grupta; Ateroskleroz Hasta grubu,
ve Saglikli Kontrol grubu olmak iizere 2 alt gruptan olugsmaktadir. Caligmaya Marmara
Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim
Dalr’na bagvuran hastalar ve check-up kontrolii i¢in yine ayni klinige basvuran saglikli

kontroller dahil edildi.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
3.2.1. Kullamilan Sarf ve Ayra¢ Malzemeler

mikroRNA izolasyon Kiti (miRNeasy Serum/Plazma Kit, Qiagen): Trizol
(Quiazol, Qiagen), Kloroform (Sigma Aldrich) %100 Etanol (Sigma Aldrich), cDNA
Reverse Transkripsiyon kiti (miScript II Kit, Qiagen): microRNA Universal Primer
(Qiagen), miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen), miReasy Spike in kontrol (mir39,
Qiagen), microRNA Primer Assay (hsa-miRNA33a-5p, Qiagen), microRNA
Housekeeping Assay (SNORD68, Qiagen),

Izolasyon igin kullamilan RWT Tamponu Guanidine tuzu igerir ve islemden
hemen once 44 ul ethanol eklenerek hazirlanir. RPE Tamponu izolasyon sirasinda
kolonlarda kalan tuz ve kalintilar1 uzaklastirmak i¢in kullanilir ve 30 pl etanol eklerek

hazirlanmistir.

Flurometre ile mikroRNA diizey belirleme: miRNA 06zgli Reagent, miRNA
tamponu ile calisma soliisyonu hazirlanir. Cihaz kalibrasyonu 10ng/ul rRNA igeren
standart 1 ve 250pg/ul rRNA standart 2 kullanilarak yapilir. (Qubit 3.0 microRNA

Assay kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc).

Real Time PCR 96 Well Plate (Thermo Fisher Scientific Inc), DNase RNase free

18m Q su, Microamp Clear Adhesive Film.
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3.2.2. Kullanilan Cihazlar

DNA izolasyon Robotu (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc), NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), Ger¢ek Zamanli PZR (Lightcycler
480 II Instrument, Roche Diagnostics), Gergek Zamanli PZR (Fast Real Time 7500,
Applied Biosystems), Fluorometre (Quibit 3.0, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc), Plate Santrifiij (Hettich), Santriflij (Centrifuge 22R, Beckman Coulter), +4°C
Buzdolab1 (Haier), —20°C Buzdolabi (Haier), Ultra saf su cihazi (Purelab option Q,
Elga), Vorteks (V.I. Plus Biosan), Pipet Takim1 (Thermo Fisher Scientific Inc).

3.3. Yontemler
3.3.1. MiRNA lzolasyonu ve Saflik Tayini
3.3.1.1. Serumdan mikroRNA izolasyonu

MikroRNA izolasyonu i¢in hasta ve saglikli goniillillerden diiz tiipe alinan kan
ornekleri 4500 rpm’de 15 dk santrifiij yapilarak serum elde edilip calisma yapilana
kadar -80°C’de sakland.

Serum Ornekleri -80°C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢éziinmeye birakildiktan
sonra 37°C’de inkiibe edildi. 200 pl serum steril ependorflara alinds, iizerlerine 1000 pl
liziz ¢bzeltisinden (Qiazol Lysis Solution) eklendi ve calkalandi. Bu islemden sonra
ornekler oda sicakliginda 5 dk bekletildi ve iizerine stok olarak hazirlanan 3,5 pl
“miReasy Spike in kontrol” (1.6 x 10% kopya/ul) ilave edildi. Ceker ocak altinda
orneklere 200 pl kloroform eklendikten sonra 5dk vorteks cihazi ile ¢alkalandi ve oda
1s1sinda 3 dk bekletildi. S6z konusu karisim +4°C’de 12.000g’de 15 dk. santrifiij edildi.
Ustte bulunan renksiz stvidan 600 pl alinarak temiz ependorflara alindi. Ayrilan berrak
karigima 900 pl %100 etanol eklendi ve vorteks cihazi ile karistirildi. Bu karigimdan
700 pl alinarak kolonlarin iistiine konulduktan sonra oda sicakliginda 15 sn 8000g’de
santrifiij edildi ve ayni islem tekrarlandi. Kolonlarin tlizerine 700 ul RWT tamponu
eklendikten sonra 15 sn 8000g’de yapilan santrifiij isleminden sonra supernatant atildi.
Ayni islem 500 plt RPE tamponu eklenerek tekrarlandi. Ayni kolonlara 500 plt % 80
etanol eklendi, 2 dk 8000g santrifiij edildi, supernatant atildi. Kolonlar yeni tiiplere

yerlestirildi ve kuru olarak 5 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi. Son olarak tlizerine 14
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pl RNA free su koyuldu 1 dk en yiiksek hizda santrifiijlenerek mikroRNA izolat1 elde

edildi.

3.3.1.2. cDNA Eldesi

Elde edilen mikroRNA izolatlarina ters transkripsiyon islemi (Tablo 3.3.1.2-1)

uygulanarak (miScript I Kit, Qiagen) cDNA’ya ¢evrildi (Tablo 3.3.1.2-2). Elde edilen

ornekler calismaya kadar -20°C*“de saklanmaistir.

Tablo 3.3.1.2-1. cDNA Sentezi icin PZR I¢erigi

5x miScript Hiflex Buffer 4 ul
10x miSeript Nueleie mix | 2ul 777777777777777777777777777777777777777777777777
miScript Reverse Transcriptase Mix | 2ul 777777777777777777777777777777777777777777777777
RNAfreesu | 0sg
mikroRNA  1sa
Toplam 20 ul
Tablo 3.3.1.2-2. cDNA Sentezi icin Inkiibasyon Kosullar
60 dk 37°C
sa | os°c
0 95°C

3.3.1.3. MikroRNA Saflik Tayini

RNA o6rneklerin safligi Nanodrop2000 cihazi ile 6lgiildii ve saflifi ODjgq/

OD»go oranmi kullanilarak belirlendi. Saflik degeri OD,go/ ODsgg degeri 2’den biiyiik

olan 6rnekler uygun olarak kabul edildi.
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3.3.2. MikroRNA Diizeylerinin Belirlenmesi

mikroRNA diizeyleri florometrik olarak belirlendi. Ilk asamada 199ul miRNA
Tamponu ve 1ul miRNA Reagent (Qubit microRNA Assay, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc) karistirilarak 200ul ¢alisma soliisyonu hazirlandi. 10ul standart 1 iizerine
190ul calisma soliisyonuna eklenerek 1 numarali standart ve 10ul standart 2 iizerine
190ul ¢alisma soliisyonuna eklenerek 2 numarali standart hazirlanmis ve sirayla cihaza
standartlar tanitilmistir. Her 6rnek Ol¢iimi icin 198ul calisma ¢ozeltisine 2ul 6rnek
eklenerek toplamda 200ul’lik karisim elde edilmis ve cihazda okuma yapilarak miRNA

diizeylerinin tayinleri yapilmustir.

3.3.2.1. Es Zamanh PZR ile Genotip ve MikroRNA Ekspresyon Analizleri

Calisma cergevesinde arasgtirilmasi planlanan mikroRNAlar “mirbase” ve
“targetscan” veri tabanlar1 (http://www.mirbase.org/, http://www.targetscan.org/)
kullanilarak belirlenmistir. Aterosklerozun molekiiler mekanizmasi tizerinde farkl
etkileri olan mikroRNAlar ve hedef proteinleri bu veri tabanlari ile analiz edilmistir.
Lipid metabolizmasinda rol alan hsa-miR-33a-5p, trigliserid seviyesi iizerine etkisinin
arastirilmasi tizere se¢ilmistir. Sec¢ilen mikroRNA’nin primer dizisi Tablo 3.3.2.1-1’de
verilmistir. MikroRNA ekspresyon seviyelerini karsilastirmak delta Ct (ACt) ve kat
degisimi farklarini hesaplamak i¢in 1 internal kontrol (housekeeping assay; SNORDG6S)
kullanilmistir. mikroRNA diizey belirleme hesaplamalar1 Livak formiilii (2 delta delta

Ct=2AACr) kullanilarak yapilmistr.

miRNA ekspresyon analizleri Ger¢ek Zamanli PZR cihazinda (Fast Real Time
7500, Applied Biosystems) gerceklestirilmistir (Tablo 3.3.2.1-2 ve Tablo 3.3.2.1-3).
Syber Green (miScript SYBR Green PCR, Qiagen) ile isaretlenmis cDNA dizisine
analiz edilecek mikroRNA primerleri (hsa-miRNA 33a-5p, Qiagen) ve mikroRNA
endojen kontrol (housekeeping) primeri (SNORDG68, Qiagen) baglanmasi sonucunda
cihaz tarafindan cyber green boyasmin floresan 1sima miktar1 saptanilmasi ile

gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.3.2.1-1. Kullanilan mikroRNA primer dizisi

hsa-miRNA 33a-5p GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA

Tablo 3.3.2.1-2. MikroRNA Ekspresyon icin Es Zamanh PZR Icerigi

SYBR Green PCR 12,5ul
Mix miScript Universal Primer | 2 ,Spl 7777777777777777777777777777777777777777777777
miScript Primer Assay | 2,5l~l1 7777777777777777777777777777777777777777777777
RNAase freess | - 7777777777777777777777777777777777777777777777777777
coNA 750
Toplam 25l

Tablo 3.3.2.1-3. MikroRNA Ekspresyon i¢cin Es Zamanh PZR Kosullari

Holding Evresi 95°C 15 dk
Dongii Eviesi | R e
55°C 30 sn 40 Déngii
"""""""""" 0°Cc s
Melt Curve Evresi | 95°C 77777777777777777777 30sn 7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777

3.4. Lipid Profillerinin Ol¢iilmesi
Plazma kolesterol, TG, VLDL, HDL diizeyleri Marmara Universitesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda bulunan klinik

otoanalizatorler ile enzimatik yontemler kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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3.5. Istatistiksel Analiz
Bu caligmanin istatiksel analizi lisansli SPSS 25.0 programi kullanilarak

yapilmustir. Istatiksel anlamlilik smir1 p<0.05 olarak almmustir.

Demografik veriler acisindan istatistik analizi; Pearson, Fisher’s Exact Testi,
2
ileri ki-kare testi (X ), ve ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir. Lipid

Degerlerindeki ortalamalar arasindaki farklilik, ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi
ile incelenmigtir. miR33a Ekspresyon analizi degerlendirmesinde ise, ayni sekilde

ortalamalar arasindaki farklilik ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile belirlenmistir.

Tan1 saptamak amaciyla, MedCalc Programi kullanilarak Alict Isletim

Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic = ROC) analizi yapilmustir.

miR33a ifade Diizeyleri ile Lipid Degerleri ve Viicut Kitle Indeksi arasindaki

iliski, ikili degiskenli Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarina ait Demografik Veriler

Tez projemize katilan 38 goniilliiyli iceren Trigliserid seviyesi 150 mg/dl’den

kiictik kontrol grubu ve 29 goniilliiyii iceren Trigliserid seviyesi 150 mg/dl’den biiyiik

hasta grubunun demografik verileri karsilastirmali olarak Tablo 4.1-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1-1. Kontrol ve Hasta Grubuna ait Demografik Veriler

Kontrol Hasta Grubu < .
sz;’ (TG < 150 mg/dI) (TG > 150 mg/dl) P dgglsrl /
(n=67) (n=38) (n=29)
Yas (X£SD) 59,97 + 11,98 61,66=10,75 0,554
Cinsiyet % %26,3 / %73,7 %51,7 / %48.3 0,033*/
(K/E) n n=10 / n=28 n=15 / n=14 3,00
VKi (kg/m?) (X:I:SD) 26,16 £ 5,79 28,94 + 4,67 0,033*
VYA (m?) (R£SD) 1,84+ 0,17 1,88 + 0,24 0,417
K %71,1 %55.2
yo n=27 n=16
Diabet [ 0,179
%289 %44.,8
var n=11 n=13
K %89,5 %82,8
yo n=34 n=24
KOAH | 0,485
%10,5 %17.,2
var n=4 n=5
Kull %50 %51,7
ullanmayan =19 =15
Sigara [ 0,889
Kull %50 %48.3
utlanan n=19 n=14
%68.4 %86.2
. kullanmayan . _
Kolesterol lacx | n—26 77777777777777777777777777777777777777 n—25 77777777777777777777 0.091
Kullanimi ull %3 1,6 %13,8 ’
thanan n=12 n=4

n=6rnek sayisi, X+ SD (Ortalama + Standart Sapma), OR= Odss Ratio, K/E =Kadin/Erkek,
TG=Trigliserid, VKi=Viicut Kitle Indeksi, VYA=Viicut Yiizey Alani, KOAH=Kronik Obstriiktif Akciger

Hastaligi

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik goéstermektedir (p<0,05).

Gruplar aras1 farklilik ileri ki-kare testi (Xz), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.
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[leri ki-kare testi ve ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi analizi ile, kontrol ve
hasta gruplar1 demografik 6zellikleri agisindan karsilastirildigi zaman; istendigi tizere
yas ortalamalar1 goz Oniine alindiginda anlamli bir fark gézlemlenmezken (p=0,554),
cinsiyet dagilimlar arasinda ve viicut kitle indeksinde istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (p=0,033; p=0,033). Tablo 4.1-1’de gosterildigi lizere, analiz sonuglarina
gore, kadin olmak Trigliserid seviyesini 3 kat 150 mg/dI’nin {istiine arttirmaktadir.
Viicut kitle indeksinde bakildiginda ise, Trigliserid seviyesinin 150 mg/dI’nin altinda
oldugu durumda ortalama 26,16 kg/m? iken, Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’nin
iistiinde olmasi halinde ortalama 28,94 kg/m? olarak saptanmistir. Tablo 4.1-1 de verilen
bilgilere gore, hasta ve kontrol grubu arasinda diabet (p=0,179) ve KOAH (p= 0,485)
hastas1 olmak/olmamak ve ayn1 sekilde sigara (p= 0,889) ve kolesterol ilact (p=0,091)

kullanmak/kullanmamak anlamli bir fark olusturmamustir.

4.2. Cahisma Gruplarna Ait Lipid Degerleri
Hasta ve kontrol gruplarinin tiim lipid degerleri, karsilagtirmali olarak Tablo

4.2-1’de verilmistir.

Tablo 4.2-1. Kontrol ve Hasta Gruplarina ait Lipid Degerleri

Kontrol Hasta Grubu %95 Giiven Arahg
Lipid Degerleri  (TG<150 mg/d) (TG>150mg/a)y _ P )
(n=38) (n=29) degeri At Symr  Ust Simr

Kolesterol (X+SD) | 179,16 +45,63 221,72+35,14 0,000% -62,973 -22,159

TG (X&SD) | 106,71 +25.83 22093+ 69,13 0,000% -138,536 -89,905

LDL  (X&SD) | 122,76 £43,62 138,90+32,34 0,100 -35418 3,151

HDL  (X#SD)| 40,05£799 3862+6,63 0437 2228 5092

VLDL (X£SD)| 2234+6,14 44,14+1391 0,000% -26.837 -16,755

n=6rnek sayisi, (X + SD) (Ortalama + Standart Sapma), TG=Trigliserid, LDL=Diisiik yogunluklu
lipoprotein, HDL=Yiiksek yogunluklu lipoprotein, VLDL=Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05).

Ortalamalar arasindaki farklilik, ikili bagimsiz érneklem student t-testi ile incelenmistir.
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Gruplar arasinda kolesterol diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamlilik
gozlenmis olup (p=0,000), kontrol grubunda ortalama 179,16 mg/dl iken, hasta
grubunda ki ortalama 221,72 mg/dl olarak saptanmigtir. Ayni sekilde istendigi iizere,
Trigliserid seviyeleri agisindan gruplar arasinda ortalamalar bakimindan istatistiksel
olarak anlamlilik bulunurken (p=0,000), buna ek olarak VLDL seviyeleri acisindan da
anlamli bir fark tespit edilmistir (p=0,000). Trigliserid degerlerinin ortalamasi kontrol
grubunda 106,71 mg/dl iken, hasta grubunda 220,93 mg/dl olarak hesaplanmistir.
VLDL seviyelerinde ise, kontrol grubundaki ortalama 22,34 mg/dl iken, hasta
grubundaki ortalama 44,14 mg/dl olarak belirlenmistir.

Bunlara ek olarak, LDL ve HDL seviyeleri agisindan her iki grup arasinda

anlaml bir fark saptanamamistir (p=0,100; p=0,437).

4.3. Calisma Gruplarma Ait miR33a Ekspresyon Sonuclari

miR33a’nin ekspresyon diizeyi, internal kontrol olan SNORDG68 ile
kiyaslandiktan sonra elde edilen ACt degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda,
Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den biiyliik olma durumunda, +5,55 kat; Trigliserid
seviyesinin 150 mg/dl’den kiigiik olma durumunda +5,82 kat arttirdig1 saptanmistir
(Sekil 4.3-1A). 2*(-AACT) degisimi kontrol (1) kat degerine gore incelendiginde ise,
Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den biiylik olma durumu 1,2 kat arttirdig:
belirlenmistir (Sekil4.3-1B). Incelenen miRNAlarin tiim kontrol olusturularak
hesaplanan ( LN[2"(-AACT)] ) kat degisim degerleri Sekil 4.3-1C’de gdsterilmistir ve
sonu¢ olarak Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den biiylik olma durumunda; tiim

kontrole gore ifade diizeylerinin 0,19 kat arttig1 goriilmiistiir.

Trigliserid seviyelerine gore ayrilan Kontrol ve Hasta Grubuna ait ekspresyon

sonu¢ analizleri Tablo 4.3-1"de verilmistir.

Belirtilen degerlere gore; Ct, ACt, Livak degeri ve kat degisiminde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamakla birlikte p degerleri sirasiyla su

sekildedir: 0,457; 0,687; 0,387 ve 0,654.
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Sekil 4.3-1. mikroRNA Ekspresyon Analizleri.

5,55

miR33a

miR33a

miR33a

u TG >150 mg/dl
= TG <150 mg/dl

u TG <150 mg/dl
E TG >150 mg/dl

E TG >150 mg/dl

(A) ACrt degerleri dagilim grafigi kontrol (sifir) degerine gore ¢izilmistir, (B) 2"(-

AACT) degerlerinin dagilim grafigi kontrol (1) kat degerine gore, (C) Real Time PCR

ile belirlenen plazma miRNA seviyelerinin kat degisim ( LN[2"(-AACT)] ) dagilim

grafigi kontrol (sifir) kat degerine gore ¢izilmistir.
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Tablo 4.3-1. miR33a Ekspresyon Analizi Sonuglari

Kontrol Grubu Hasta Grubu " %95 Giiven Arahig:

iR33 TG <150 mg/dl TG > 150 mg/dl ..
mi a (TG < mg/dl) (TG> mg/dl) degeri Alt Ust
(n=38) (n=29)

Sinir Sinir

Ct  (XSD)| 3606+3,09  3651+1,02 0457 -1,64288 0,74701

ACt (XSD)| 581+320 555161 0,687 -1,03583 1,56148
Livak  _
(X4SD) | 827,63+321  205+1,61 0,387 -1066,520 2717,684
Degeri : i : :
Kat
(X£SD) | -0,0008£2,2222  0,19=1,12 0,654 -1,08871 0,71403
Degisimi

n=6rnek sayisi, (X + SD) (Ortalama + Standart Sapma), TG=Trigliserid,

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05).

Ortalamalar arasindaki farklilik, ikili bagimsiz 6érneklem student t-testi ile incelenmistir.
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4.4. miR-33a ROC Sonuc¢lan

MedCalc Programi kullanilarak Alici Isletim Karakteristigi (Receiver Operating

Characteristic = ROC) analizi yapilarak, tiim plazma miRNA seviyeleri ile hasta ve

kontrol gruplarinda tan1 saptamasi amag¢lanmistir.

Yapilan analizin sonucuna gore, miRNA33a ekspresyon seviyesinin hasta

gruplarinda tan1 olarak degerlendirilebilecegi esik deger ortaya konulmamistir. ACt

degerlerine gore miRNA33a AUC=0,572 olarak gosterilmis olup p=1,019"dir (Sekil

4.4-1A), kat degisimi i¢in ise AUC=0,572 ve ve p=1,012 olarak belirlenmistir (Sekil

4.4-1B).

A) miR33a ROC Grafigi (ACY)

deltaCt
100 ee——
sof .~
> S N o -
S 60
I
5 aof
S 40f
20 [
ot ot o o
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
AUC=0,572
%95 C1=0,445 - 0,692
p=1,019

B) miR33a ROC Grafigi (Kat degisimi)

Sensitivity

100
805
605
40 f

20 H

100-Specificity

AUC=0,572
%95 C1=0,445 - 0,692
p=1,012

Sekil 4.4-1. Plazma miRNA33a seviyesinin kontrol ve hasta gruplarma goére ROC

Analizi.

A) ACt degerlerine gére miRNA33a seviyesinin analizi B) Kat degisimi degerlerine

gore miRNA33a seviyesinin analizi.
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4.5. Calisma Gruplarina ait miR33a ifade Diizeyleri ile Lipid Degerleri ve Viicut

Kitle Indeksinin Korelasyonu

Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den kii¢iikk olmasi durumunda, miR33a ifade
diizeyleri ile lipid degerleri ve viicut kitle indeksinin korelasyonu Tablo 4.5-1’de

verilmistir.

Yapilan Pearson korelasyon analizi ile, Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den
kiigiik oldugu grupta, HDL ve miR33a Ct degeri arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
iligki ortaya konulmustur (p=0,036) ve pearson korelasyon degeri 0,341 oldugundan;
cok giiclii olmayan pozitif bir iliski saptanmustir. Bu iligki grafiksel olarak, Sekil

4.5-1’de gosterilmistir.

Buna karsin, ACt, livak degeri ve kat degisimi ile lipid degerleri ve VKI

arasindaki korelasyonda herhangi bir istatistiksel bir anlam saptanamamustir.
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Tablo 4.5-1. Kontrol Grubuna ait miR33a Ekspresyonunun Lipid Degerleri ve VKI ile

Korelasyonu
miR33 /Kontrol o terol TG LDL HDL VDL  VKi
(TG < 150 mg/dl)
Pearson
0,069 -0,054 0,050 = 0,341* @ -0,049 0,023
korelasyonu f
Ct |
p degeri 0,679 0,746 | 0,767 = 0,036* 0,769 0,889
N 38 38 38 38+ 38 38
Pearson 3
0,147 -0,077 + 0,152 = 0,267 @ -0,124 : -0,042
korelasyonu ‘
ACE |
p degeri 0,379 0,645 @ 0,363 0,105 0,459 0,802
N 38 38 38 38 38 38
Pearson ‘
- -0,026 -0,017 @ -0,011 = -0,189 @ -0,036 @ -0,069
Livak | Korelasyonu
Degeri p degeri 0,876 0,917 0,950 | 0,256 0,829 0,682
N 38 38 38 38 38 38
Pearson
- -0,150 0,065 -0,170 @ -0,267 0,110 0,050
Kat korelasyonu 3
degisimi p degeri 0,370 0,696 0,309 = 0,106 0,510 0,766
N 38 38 38 38 38 38

n=6rnek sayisi, (X + SD) (Ortalama + Standart Sapma), TG=Trigliserid, LDL=Diisiikk yogunluklu

lipoprotein, HDL=Yiiksek yogunluklu lipoprotein, VLDL=Cok diisiik yogunluklu lipoprotein

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05).

Korelasyon analizi, ikili degiskenli Pearson korelasyon testi ile yapilmistir.
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Sekil 4.5-1. Kontrol grubuna ait miR33a Ct ve HDL korelasyonu analizi.

Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den biiylik olmasi durumunda, miR33a ifade
diizeyleri ile lipid degerleri ve viicut kitle indeksinin korelasyonu Tablo 4.5-2’de

verilmigtir.

Yapilan Pearson korelasyon analizi ile, Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den
bliyiik oldugu grupta, Trigliserid ve VLDL seviyeleri ile miR33a Ct degerlerinin
korelasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (Sekil 4.5-2.). Bu
negatif iliski giiclii olmamakla birlikte ((-0372); (-0,375)), p degerleri sirasiyla 0,047 ve
0,045 olarak saptanmistir. miR33a ACt degeri ile HDL arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir negatif korelasyon belirlenmistir (p=0,044; (-0,376)). Bu korelasyon Sekil
4.5-3’de gosterilmistir. miR33a Livak degeri ile TG ve VLDL arasindaki istatistiksel
olarak anlamli pozitif korelasyon Sekil 4.5-4’de gosterilmistir. (TG: p=0,005, (0,502);
VLDL: p=0,005, (0,506)). Son olarak, HDL ve miR33a kat degisimi arasinda anlaml
bir iligki bulunmus olup (p=0,045), gii¢li olmayan pozitif bir iliski oldugu
gbzlemlenmektedir (0,375) (Sekil 4.5-5).
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Tablo 4.5-2. Hasta Grubuna ait miR33a Ekspresyonunun Lipid Degerleri ve BMI ile

Korelasyonu
miR33 /Hasta Grubu o\ ool TG LDL HDL VLDL  VKi
(TG > 150 mg/dl)
Pearson
. -0,144 1 -0,372*% 0,004 1 -0,253 | -0,375* @ 0,088
korelasyonu :
Ct e e e e
p degeri 0,457 0,047* 0,982 0,185 0,045* 0,650
N 29 29* 29 29 29* 29
Pearson
- -0,091 -0,281 1 0,020 : -0,376* @ -0,285 0,099
korelasyonu %
ACt | e
p degeri 0,640 0,140 0917  0,044* 0,134 0,611
N 29 29 29 29% 29 29
Pearson
- 0,094 0,502* 1 0,131 : 0,305 0,506* | -0,071
Livak | Korelasyonu =~
Degeri p degeri 0,628 0,502* 0,498 ¢ 0,108 0,005* 0,716
N 29 29* 29 29 29* 29
Pearson
0,089 0,280 -0,020§ 0,375* 0,284 -0,099
Kat | Korelasyonu = S A S
Degisimi p degeri 0,646 0,141 0,918 0,045* 0,135 0,609
N 29 29 29  29% 29 29

n=0rnek sayisi, TG=Trigliserid, LDL=Diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL=Yiiksek yogunluklu

lipoprotein, VLDL=Cok diisiik yogunluklu lipoprotein, VKi=Viicut Kitle Indeksi

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05).

Korelasyon analizi, ikili degiskenli Pearson korelasyon testi ile yapilmistir.
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Sekil 4.5-2. Hasta grubuna ait miR33a Ct ile TG ve VLDL arasindaki korelasyonunun
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Sekil 4.5-3. Hasta grubuna ait miR33a ACt ile HDL arasindaki korelasyonunun analizi.
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Sekil 4.5-5. Hasta grubuna ait miR33a Kat degisimi ile HDL arasindaki korelasyonunun

analizi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyadaki oliimlerin baslica nedeni kardiyovaskiiler hastaliktir (KVH).
Ateroskleroz, kalp krizi ve felg gibi en yaygin kardiyovaskiiler hastaliklarin nedenidir
[123,124]. Digerleri arasinda, aterosklerozun en 6nemli risk faktorleri, LDL-kolesterol
(LDL-C) ve HDL-kolesterol (HDL-C) diizeylerinin dolasimdaki seviyeleridir. Bu iki
faktore ek olarak, Hokanson ve Austin, 1996'da bir meta analizde TG'nin KKH i¢in
bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gosterdiler [125]. Aterojenik TG bakimindan zengin
kalint1 lipoproteinlerinin yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi, bu iliskiden sorumlu

olan temel anormal olarak tanimlanmaktadir [126].

Bununla birlikte, TG'in KKH i¢in bagimsiz bir risk faktdrii olduguna dair
kanitlar bir dereceye kadar tartismalidir; ¢iinkii biiyiik klinik ¢aligmalarda elde edilen
veriler her zaman kesin degildir. Ustelik, olumlu bulgularin olmas1 durumunda bile, etki
boyutlar1 ¢ok tahmin edici degildir. Bu yetersiz sonuglar1 agiklamak icin bir takim
konular glindeme getirilmistir. Plazma TG, giinliik yag tiiketimini yansitan ¢ok degisken
bir lipid bilesenidir. Giinlimiizde insanlar giinde en az ii¢ ardisik yemek tiiketiyorlar.
Sonug olarak, insanlar siirekli olarak post-prandial (tokluk) bir haldedirler ve bu

durumun son derece degisken plazma TG diizeylerine yansidigi gosterilmistir [127].

Ikincisi, yiiksek TG seviyesine sahip hastalar siklikla ateroskleroza
duyarliliklarini etkileyebilecek insiilin direnci gibi ek risk faktorleri sergilerler. Sonug
olarak, yiiksek plazma TG seviyeleri diisik HDL-C seviyeleri ile giliglii bir sekilde
iliskilidir [128].

Prospektif epidemiyolojik calismalarda, HDL ve TG'nin ateroskleroz
duyarliligma olan katkilarimi ayirmak giic olacaktir. Bir dizi popiilasyon caligsmasi,
plazma TG'sinin KVH i¢in bagimsiz bir risk faktorii olup olmadigini aragtirmigtir.
Prospektif Kardiyovaskiiler Miinster (PROCAM) c¢alismasi, 4849 orta yash erkegi
kapsamaktadir ve bunlar, ¢alisma girisinde mevcut risk faktorlerine gore koroner kalp
hastaligt (KKH) olaylarinin goriilme sikligin1 kaydetmek i¢in 8 yildir takip
edilmektedir. Calisma, TG'nin aglik diizeylerinin HDL-C veya LDL-C serum
diizeylerinden bagimsiz olarak KKH olaylar1 i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu

gostermistir [129].
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Baslangigta kardiyovaskiiler hastaligi bulunmayan 2906 erkegin dahil edildigi
prospektif bir calisma olan 8 yillik Copenhagen Erkek calismasinda [130], iskemik kalp
hastaligr riski, diisiik seviyeye sahip olanlar baz alinarak yapildiginda, orta TG
seviyesine sahip olanlarda % 50, iist seviyeye sahip olanlarda % 120 olarak
belirlenmistir. Bu risk faktorii viicut kiitle indeksi (VKI), alkol alim, sigara, fiziksel
aktivite, hipertansiyon, diyabet ve LDL-C ve HDL-C seviyeleri gibi konvansiyonel risk
faktorleri ayarlandiktan sonra elde edilmistir. TG diizeyleri ile KKH riski arasinda
HDL-C diizeylerinden bagimsiz bir iliski bulundugunu gosteren bir dizi meta-analiz
yayinlandi [131-133]. Erkeklerde 1.32 (% 95 CI 1.26-1.39) ve kadinlarda 1.76'da (% 95
CI 1.50-2.07) goreceli bir risk olabilecegi gosterilmistir [134].

miRNA'lar, yliksek sicaklik, asir1 pH degerleri, uzun siire oda sicakliginda
depolanma ve tekrarlanan donma-¢6zme dongiileri gibi sert kosullar altinda stabilitesini
korurlar. Dahasi, bunlar muhtemelen ekzozomlar, mikrovezikiiller icerisinde veya Ago2
veya HDL ile baglantili olduklar1 i¢in RNaz agisindan zengin plazmada bile kararlhidirlar
[135,136]. Genis molekiil agirlig1 olan plazma RNA'ya kiyasla, ekzozomal miRNA'lar
ve plazma miRNA'lar1, farkli saklama kosullarinda kararlidir ve plazma miRNA'larinda
Oonemli bir etkisi yoktur [137]. Serum miRNA'lar tekrarlanan donma - ¢oziilme
dongiilerine direnglidir. Serum diisik (pH = 1) veya yiikksek (pH = 13) pH
soliisyonlarinda 3 saat siireyle muamele edildiginde, miRNA'lar stabil kalir [138,139].
Bu nedenle, serum gibi plazma, hiperlipidemi ve koroner arter hastalig1 aragtirmalari

icin milkemmel bir miRNA kaynagidir [140].

Son yillarda bir¢cok arastirma grubunun katkilar1 ile, miRNA'larin lipit
metabolizmast ve KVH'nin diizenlenmesindeki 6nemli rolii agik¢a ortaya konmustur
[141,142]. miRNA'lar yakin zamanda, KVH riskini etkileyen énemli bir faktor olan
dolasimdaki lipidlerin diizenleyicisi olarak belirlenmistirler. HDL-C seviyesinin
azalmasi, KVH gelisme riski ile iliskilidir. Bir dizi miRNA, HDR-C metabolizmasinda,
sentezden temizlemeye kadar farkli asamalar1 diizenler, ki bunlarin arasinda miR-33a /b
en iyi ¢alisilmis olanidir [143,144]. HDL-C metabolizmasini diizenlemedeki rolii derin
bir sekilde incelenirken, TG metabolizmasini kontrol altina alma konusundaki 6nemi

geride kalmistir.
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Bu c¢aligmada, miR33a ekspresyonunun Trigliserid metabolizmasindaki

etkilerini gérebilmek amaclanmastir.

Yapilan bu c¢aligmada Oncelikle gruplarin 6zelliklerini tanimlamak amaciyla
hasta ve kontrol grubunun tiim demografik verileri karsilastirilmistir. Tablo 4.1-1.’de
Ozetlendigi lizere, cinsiyete bakildigi zaman, kadin olmanin Trigliserid seviyesini
arttirmada anlamli bir fark bulunmustur (p=0,033). 2000°de yapilan Bertrais ve
arkadaslarina ait olan bu ¢alisma, ortaokulun birinci sinifinda, Fransiz bir boliimdeki
kamu veya 06zel kuruluslarda olan ¢ocuklar1 kapsiyordu. Aglik kan 6rnekleri ile 10-13
yaslar1 arasindaki diyabetik olmayan erkek ve kiz ¢ocuklar1 arasinda cinsel olgunluk
acisindan heterojenite vardi. Sonu¢ olarak, Trigliserid ortalama seviyeleri agisindan

kizlarda anlamli olan pozitif bir iligski gézlenmistir [145].

Aym sekilde, viicut kitle indeksinde de, Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den
bliylik oldugu hasta grubunda da istatistiksel anlamli olan ortalama yiiksekligi
saptanmistir  (p=0,033). Bu beklenen bir anlamliliktir ¢iinkii Sommariva D ve
arkadaslarinin ¢aligmasina [146] gore, 72 obez kadinda viicut kitle indeksi yasla pozitif
korelasyon gosterdi ve her ikisi de serum lipidleri ve lipoprotein lipitleri ile ¢oklu
korelasyon gosterdi. Yaga gore ayarlandiktan sonra (kismi korelasyon prosediirii), viicut
kitle indeksi serum trigliseridleri, VLDL lipidleri, HDL-trigliseridler ile pozitif yonde
iliskilendirildi ve HDL-kolesterol ile negatif korelasyon s6z konusu ¢alismayla

gosterilmigtir.

Baska bir ¢alismaya gore ise, yine yiiksek olan VKI, trigliserid seviyesi ile
dogru orantili olarak iligkilendirilmis olup, bu iliskinin insiilin rezistansindan

kaynaklanabilecegi rapor edilmistir [147].

Lipid degerleri ortalamasinin gruplara gére anlamliliginin karsilastirildigi Tablo
4.2-1’e gore ise, gruplar bu kritere gore belirlendiginden, Trigliserid seviyesinde
anlamlilik bulunmas1 beklenen bir ¢iktidir (p=0,000; %95 CI = [-138,536], [-89,905]).
Buna ek olarak, VLDL seviyesinde de, Trigliserid seviyesi yliksek olan grupta fazla bir
ortalamaya sahip oldugu gézlemlenmistir (p=0,000 ; %95 CI = [-26,837], [-16,755]). Ki

bu da soyle aciklanabilir; ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL), besin maddeleri
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ve hormonlara tepki olarak karacigerde bir araya getirilen lipidlerin ve proteinlerin
kompleksleridir. VLDL salgilanirsa, hemen hemen tiim kan akisindaki trigliseridi
tasirlar. Gorevleri karacigerden trigliseridleri tasimak, muhtemelen yagl karaciger
gelisimini 6nlemek, onlar1 yag dokusunda depolamak veya iskelet kasinda kullanmak
tizere periferik dokulara goétiirmektir. VLDL plazmada trigliseridin ¢ogunu tasidigindan,
VLDL trigliserid ve plazma trigliserid diizeyleri neredeyse aynidir (diisiik yogunluklu
lipoprotein ve yiiksek yogunluklu lipoproteinde de biraz trigliserid vardir).
Postprandiyal donemde, plazma trigliseridleri, silomikronlar ve bunlarin kalintilarinda

da belirgindir.

Ve son olarak kolesterol seviyesinde de istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (p=0,000; %95 CI = [-62,973], [-22,159]). Yapilan bir ¢alismaya ait in vitro
gozlemlere gore, hepatik miR-33 seviyeleri, kolesterol seviyeleri ve ABCAI
ekspresyonu ile ters korelasyon gostermis ve SREBF2 mRNA seviyeleri ile pozitif
korelasyon gostermis olup, bu durum, miR-33'in in vivo diyet kolestrolii tarafindan
diizenlendigini diislindiirmektedir [85]. Bizim yapmis oldugumuz calismada ise, TG

seviyesi yiiksek olan grupta kolesterol seviyesi ortalamasi yiiksek ¢ikmustir.

Demografik veriler ve lipid degerlerinin karsilagtirilmasindan sonra,
miRNA33a’nin hasta ve kontrol gruplarindaki ekspresyon analizleri yapilmistir (Sekil
4.3-1). Bu analizin gostermis oldugu sonuca gore, Trigliserid seviyesi 150 mg/dl’den
biiylik (hasta grubu) olarak segilen grupta miRNA ekspresyon seviyesinin yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Fakat istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmemistir. Bu
sonu¢ ve kolesterol degerinin hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
ylksek bir ortalamaya sahip olmasi, miR33a ekspresyonunun ABCA1 aktivitesini
etkilemesinden dolayidir. 2012 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada (148) elde edilen
veriler, miR-33a'nin pankreatik adaciklar ve B hiicrelerinde eksprese edildigini ve izole
adaciklardan kolesterol diizeylerini ve insiilin sekresyonunu etkileyen ABCAT1 ifadesini
modiile etmek lizere islev gordiiglinii gostermektedir. MiR-33a ifadesinde degisiklikler
adaciklardaki ABCA1 ekspresyonundaki degisikliklerle ters korelasyon gosterdiginden,
miR-33a adactk ABCA1'in 6nemli bir regiilatdrii olarak tanimlanabilir. miR-33a'nin

adaciklardan insiilin sekresyonunu diizenledigini gdstermislerdir. Bu veriler 1s181nda,
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miR-33a inhibisyonunu kullanarak, ABCA1 ekspresyonunu arttirip ve pankreatik
adaciklardaki hiicresel kolesterol seviyelerini normallestirerek normal insiilin

sekresyonunu diizeltebilecegi gozlemlenmistir.

Daha sonra, MedCalc Programu kullanilarak Alici Isletim Karakteristigi
(Receiver Operating Characteristic = ROC) analizi yapilmistir. Duyarliliga karsin
Ozgiilliigiin ¢izildigi egri, deneklerin gergek durumunu ayirt etmek igin testlerin tanisal
kabiliyetini degerlendirmede ve optimum kesme degerlerini bulmada merkezi bir rol
oynar (149). Pubmed arastirmasi, bu analizin, klinik epidemiyolojide, biyolojik
belirteglerin (6rnegin serum belirtegleri) tanisal kabiliyetinin degerlendirilmesi igin ve
aglikl kisilerden gelen hastaliklarin siniflandirildigr testleri goriintiilerken yaygin olarak
kullanildigin1 ortaya koymaktadir. Bu tahmini model, tibbi arastirmacilardaki hastanin
risk profiline dayanarak olumsuz sonug¢ riskini tahmin etmek i¢in de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu analizin sonucunda ise, kurulan deney kosullarinda, miR33a’nin

biyobelirte¢ olarak kullanilamayacagi gézlemlenmistir (150).

Pearson Korelasyon testleri sonucunda, Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’den
kiiciik oldugu grupta, miR33a Ct degeri ile HDL pozitif bir iligskiye sahipken (p=0,036)
(Sekil 4.5-1); Trigliserid seviyesi 150 mg/dl’den biiyiik olan hasta grubunda, ACt ile
HDL negatif bir korelasyon gozlenirken (p=0,044) (Sekil 4.5-3), kat degisim degeri ile
HDL arasinda pozitif bir iligki saptanmustir (p=0,045) (Sekil 4.5-5). Bu sonuglara gore,
hasta grubunda, mir33a ekspresyonu ile HDL seviyesi arasinda dogru orantili olan

iliski, kontrol grubunda tam tersi etki olusturmaktadir.

Yapilan bir aragtirmaya gore [60], miR33iin hedef aldig1 ABCAL1 ile olan iliskisi
ilk once, miR33 inhibitorleri kullanildig1 zaman agiga ¢ikmis olup, deneyin sonucunda
plazma HDL-kolesterol seviyesinin, farelerde %30 oraninda arttigi gdzlemlenmistir.
Daha sonra miR33 {in delesyonunu igeren bir baska calismada [122] erkek ve disi
farelerde sirastyla HDL-kolesterol seviyesinde %25 ve %30 luk bir artis gdsterdigi

belirtilmistir.

Her iki sonugta degerlendirildigi zaman, miR33a’nin farkli Trigliserid

seviyelerinde HDL-Kolesterol diizeyine farkli sekilde etki ettigi sonucuna varilabilir.
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Ciinkii yaymmlanan diger arastirmalar insan olmayan deneklerde gergeklestirildiginden

dolay1, miR33a insan metabolizmasinda farkli sekillerde davraniyor olabilir.

Korelasyon testinin bir diger sonucu ise, VLDL ve TG seviyeleri, miR33a Ct
degeri ile negatif bir korelasyon gosterirken (p=0,045; p=0,047) (Sekil 4.5-2), Kat
degisimi ile pozitif bir korelasyon saptanmistir (p=0,005; p=0,502) (Sekil 4.5-3).
Burdan c¢ikartabilecegimiz sonu¢ su sekildedir; Trigliserid seviyesinin 150 mg/dl’de
yiiksek oldugu durumda; miR33a ekspresyon seviyesi artarken ayni sekilde VLDL ve

TG seviyeleri de artis gosterir, ayn1 sekilde tersi seklindeki durumda dogrudur.

2010 yilinda yapilmis olan calismada [151] bulgumuzu dogrular niteliktedir;
miR-33’{in yag asidi B-oksidasyonu iizerindeki etkisi degerlendirilirken, palmitik asitten
suya dahil edilen radyoaktivite 6l¢iilmiis olup, sonucunda miR-33'"lin asir1 ekspresyonu,
mitokondriyal B-oksidasyonun % 20'lik bir azalmas: ile iliskili oldugu ortaya ¢ikmustir.
TLC ile hiicresel ekstraktlar1 analiz ederken, hiicresel serbest yagli asit seviyeleri ve
triasilgliseridlerde belirgin bir artis gozlemlemislerdir. MiR-33"lin miRNA siingerleri
veya antisens oligoniikleotidleri ile inhibisyonu, yag asidi [B-oksidasyonunda

tekrarlanabilir bir artisa neden olmamustir.

Fakat, yapilan baska bir ¢alismada [152], plazma HDL seviyelerinin kontroliinde
miR-33"lin belirlenmis roliine ilaveten, in vitro olarak miR-33"lin inhibisyonu, yag asidi
oksidasyonunu belirgin sekilde arttirarak, anti-miR-33 tedavisinin, hepatik lipid
birikimini azaltmak ve NAFLD'li hastalar tedavi etmede faydali olabilecegini diislinen
aragtirmacilar, lipoprotein metabolizmasi {izerine uzun vadeli anti-miR-33 tedavisinin
etkinligini test etmeye karar vermislerdir ve sasirtict bir sekilde, yiiksek yaglh diyetle
beslenen farelerde miR-33'lin susturulmasinin uzun siirede hepatik lipid birikimi ve

artmis plazma TG diizeyleri ile sonuclandigini belirtmislerdir.
SONUC OLARAK DIYEBILIRIZ Ki;

miR-33a'nin direkt fonksiyonel rolii heniiz tam olarak anlasilamamis olsa da,
raporlar serum HDL kolesterolii, trigliserid seviyeleri, yag asidi oksidasyonu ve sentezi
modiile ettigini ve inhibisyonunun ateroskleroza kars1 koruyucu olabilecegini

gosteriyor. Bu nedenle, miR-33a araciligiyla ABCA1'in upregiilasyonu, [ hiicre
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fonksiyonunda ve kolesterol homeostazinda kombine kusurlara sahip kisiler i¢in umut

verici bir terapotik strateji olabilir.

Fakat bir miRNA'nin birgok hedefi olabilir ve bircok genin ekspresyon
diizeylerini etkileyebileceginden, miRNA biyolojisinin karmagikligini anlamak icin
daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir. MiR-33'lerde tam inhibisyon, bazi durumlarda
istenmeyen hastaliklara ve durumlara yol agabilir; bu nedenle, gerektigi durumlarda

(spatiotemporal) diizenlemeler yapilmasi daha uygun olabilir.

Hepatik ABCA1, plazma HDL'sinin iiretilmesi i¢in kritik oldugundan, statinler
ve miR-33 antagomirleri igeren bir kombinasyon terapinin hem LDL, TG diizeylerinde
azalma hem de HDL diizeylerinde artisa neden olacagi ve boylelikle hiperkolesterolemi
ve kardiyovaskiiler hastalig1 olan hastalarda prognozu iyilestirdigine dair bir umut 15181

olabilecegi goriisiindeyiz.
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HAM VERILER

ROC curve
Variable deltaCt
Classification variable Diagnosis

Positive group

Diagnosis =1

Sample size 29

Negative group

Diagnosis =0

Sample size 38

Disease prevalence (%) unknown
Area under the ROC curve (AUC) 0,572
Standard Error 0,0704
95% Confidence Interval 0,445 to 0,692
z statistic 1,019
Significance level P (Area=0.5) 0,3083

Criterion values and coordinates of the ROC curve [Hide]

Criterion Sensitivity 95% Cl Specificity 95% ClI
<-9,12 0,00 0,0-12,1 100,00 90,7 - 100,0
<=-9,12 0,00 0,0-12,1 97,37 86,1 - 99,6
<=2,26 3,45 0,6-17,8 97,37 86,1 -99,6
<=2,91 3,45 0,6-17,8 94,74 82,2 -99,2
<=3,41 6,90 1,0-22,8 94,74 82,2 -99,2
<=3,43 6,90 1,0-228 92,11 78,6 - 98,2
<=3,73 6,90 1,0-228 89,47 75,2-97,0
<=3,79 10,34 2,3-274 89,47 75,2-97,0
<=3,83 10,34 2,3-274 86,84 71,9-955
<=3,88 13,79 4,0-31,7 86,84 71,9-955
<=3,9 17,24 5,9-358 86,84 71,9-955
<=3,96 17,24 5,9-358 84,21 68,7 - 93,9
<=4,04 20,69 8,0-39,7 84,21 68,7 - 93,9
<=4,13 24,14 10,3 -43,5 84,21 68,7 - 93,9
<=4,16 27,59 12,8 -47,2 84,21 68,7 - 93,9
<=473 27,59 12,8 -47,2 81,58 65,7 - 92,2
<=4,36 27,59 12,8 -47,2 78,95 62,7 -90,4
<=4,37 27,59 12,8 -47,2 76,32 59,8 - 88,5
<=4,43 27,59 12,8 -47,2 73,68 56,9 - 86,6
<=4,48 27,59 12,8 -47,2 71,05 54,1 - 84,6
<=4,55 31,03 15,3 - 50,8 71,05 54,1-84,6
<=4,74 34,48 18,0 - 54,3 71,05 54,1-84,6
<=4,83 37,93 20,7 - 57,7 71,05 54,1 -84,6
<=4,94 41,38 23,5-61,1 71,05 54,1 -84,6
<=5,23 44,83 26,5 - 64,3 71,05 54,1-84,6
<=5,25 48,28 29,5 -67,5 71,05 54,1-84,6
<=527* 51,72 32,5-70,5 71,05 54,1-84,6
<=5,37 51,72 32,5-70,5 68,42 51,3-82,5
<=5,44 51,72 32,5-70,5 65,79 48,6 - 80,4
<=5,47 55,17 35,7-73,5 65,79 48,6 - 80,4
<=5,48 55,17 35,7-735 63,16 46,0 - 78,2
<=5,55 55,17 35,7-73,5 57,89 40,8 - 73,7
<=5,68 55,17 35,7-73,5 55,26 38,3-71,4
<=5,87 55,17 35,7-73,5 52,63 35,8 -69,0
<=5,89 58,62 38,9-76,5 52,63 35,8 -69,0
<=6 58,62 38,9-76,5 50,00 33,4 -66,6
<=6,13 62,07 42,3-79,3 47,37 31,0-64,2

+LR

0,00
1,31
0,66
1,31
0,87
0,66
0,98
0,79
1,05
1,31
1,09
1,31
1,53
1,75
1,50
1,31
1,16
1,05
0,95
1,07
1,19
1,31
1,43
1,55
1,67
1,79
1,64
1,51
1,61
1,50
1,31
1,23
1,16
1,24
1,17
1,18

95% CI

0,2-9,0
0,1-45
0,3-50
0,2-33
02-25
0,3-29
03-23
04-26
0,6-29
05-25
06-27
0,8-3,0
1,0-3,2
0,8-28
0,7-24
0,6-22
06-19
05-1,8
0,6-1,9
0,7-2,0
0,8-22
09-23
1,0-24
1,1-2,6
1,2-2,7
1,1-25
1,0-23
1,1-24
1,0-23
09-20
0,8-1,9
0,7-1,8
0,8-1,9
08-1.8
0,8-1,8

1,00
1,03
0,99
1,02
0,98
1,01
1,04
1,00
1,03
0,99
0,95
0,98
0,94
0,90
0,86
0,89
0,92
0,95
0,98
1,02
0,97
0,92
0,87
0,83
0,78
0,73
0,68
0,71
0,73
0,68
0,71
0,77
0,81
0,85
0,79
0,83
0,80

95% ClI

0,1-7,1
0,1-6,9
0,3-39
03-38
0,3-30
04-286
04-26
05-24
04-23
04-22
0,5-2,1
04-20
04-19
04-19
04-18
05-18
05-1,8
06-18
06-18
0,6-1,7
0,5-1,6
05-1,6
05-15
04-14
04-1,3
04-13
04-13
04-1,3
04-12
04-13
04-13
0,5-14
0,5-14
0,5-14
05-14
05-14
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ROC curve

Variable livak
Classification variable Diagnosis

Positive group

Diagnosis =1

Sample size 29

Negative group

Diagnosis =0

Sample size 38

Disease prevalence (%) unknown
Area under the ROC curve (AUC) 0,574
Standard Error 0,0712
95% Confidence Interval 0,447 to 0,694
z statistic 1,032
Significance level P (Area=0.5) 0,3021

Criterion values and coordinates of the ROC curve [Hide]

Criterion Sensitivity 95% Cl | Specificity 95%Cl | +LR 95% CI -LR 95% ClI
>=0 100,00 87,9-100,0 0,00 0,0-93 1,00

>0 100,00 = 87,9-100,0 2,63 04-139 103 01-7,1 0,00

>0,07 96,55 82,2-99,4 5,26 08-178 102  03-39 0,66 0,1-45
>0,12 96,55 82,2-99,4 7,89 18-214 105 04-31 044 0,06-3,0
>0,16 96,55 82,2-99,4 10,53 30-248 108 04-27 033 0,05-23
>0,21 93,10 77,2-99,0 13,16 45-281 107 05-24 0,52 0,1-2,0
>0,22 89,66 72,6-97,7 13,16 45-281 1,03 05-24 0,79 0,3-23
>0,23 89,66 72,6 -97,7 15,79 6,1-313 106 05-22 0,66 02-19
>0,25 89,66 72,6-97,7 18,42 78-343 110 06-22 0,56 0,2-1,7
>0,26 89,66 72,6 -97,7 21,05 96-373 114 06-21° 049 02-15
>0,27 89,66 72,6 -97,7 23,68 11,5-40,2 1,17  0,7-21 044 0,1-13
>0,39 89,66 72,6 -97,7 26,32 13,4-431 122 0,7-21 0,39 0,1-12
>0,45 86,21 68,3 - 96,0 26,32 13,4-431 117  0,7-20 0,52 02-13
>0,46 79,31 60,3 -92,0 26,32 13,4-431 1,08 06-19 0,79 04-16
>0,49 75,86 56,5 - 89,7 31,58 17,6-487 111 0,7-18 0,76 04-15
>0,51 75,86 56,5 - 89,7 34,21 196-514 115 0,7-19 0,71 04-14
>0,59 72,41 52,8 - 87,2 36,84 218-540 115 0,7-18 0,75 04-14
>0,62 68,97 49,2 -84,7 36,84 21,8-540 109 07-18 0,84 05-15
>0,63 68,97 49,2 - 84,7 39,47 241-566 @ 114 07-18 0,79 04-14
>0,72 65,52 45,7 -82,0 39,47 241-566 1,08 0,7-1,7 0,87 05-1,5
>0,73 65,52 45,7 -82,0 42,11 263-592 113 0,7-18 0,82 05-14
>0,76 62,07 42,3-79,3 44,74 286-617 @ 112 07-18 0,85 05-15
>0,8 58,62 38,9 -76,5 50,00 334-666 1,17 @ 08-18 0,83 05-14
>0,88 58,62 38,9-76,5 52,63 358-690 124 08-19 0,79 05-14
>0,95 55,17 35,7-73,5 52,63 358-690 1,16 0,7-18 0,85 05-14
>0,96 55,17 35,7-73,5 55,26 383-71,4 123 08-19 0,81 05-14
>1,1 55,17 35,7-73,5 57,89 40,8-73,7 ° 131 09-20 0,77 04-13
>1,2 55,17 35,7-73,5 63,16 46,0-782 150 1,0-23 0,71 04-13
>1,26 55,17 35,7-73,5 65,79 48,6-80,4 1,61 1,1-24 0,68 0,4-12
>1,27 51,72 32,5-70,5 65,79 48,6-80,4 1,51 1,0-23 0,73 04-13
>1,3 51,72 32,56-70,5 68,42 51,3-825 164 11-25 0,71 04-13
>1,36 * 51,72 32,5-70,5 71,05 54,1-846 179 @ 12-27 0,68 04-13
>1,46 48,28 29,5-67,5 71,05 541-846 167 1,1-26 0,73 04-13
>1,48 44,83 26,5 - 64,3 71,05 54,1-846 155 ' 10-24 0,78 04-14
>1,5 41,38 23,5-61,1 71,05 541-846 143 09-23 0,83 0,5-1,5
>1,83 37,93 20,7 -57,7 71,05 54,1-846 131 08-22 0,87 05-16
>1,98 34,48 18,0 -54,3 71,05 54,1-846 119  0,7-20 0,92 05-16

67



FORMLAR

YEDITEPE UNIVERSITESI
OLGU RAPOR FORMU

1. CALISMANI ADI: miRNA-33a ifade Diizeyinin Trigliserid seviyesi {izerine etkisinin
arastinimasi

CALISMAYA / ARASTIRMAYA DAHIL EDILME KRITERLERI

Deney Gruplari icin;
L]

Goniilli Olma

Ateroskleroz Hastas1 Olma

18 — 85 yas araliginda olma

Yukarida belirtilenler haricinde bir hastaliga sahip olmama

Kontrol Grubu igin ;

* Gonulli olma

Saglikli olma (yukarida belirtilenlerde dahil olmak iizere higbir hastaliga sahip olmama)
* 18 — 85 yas araliginda olma

CALISMAYA /ARASTIRMAYA DAHIL EDILMEME KRITERLERI

Goniillii olmama
. 18 — 85 yas aralig1 disinda olma
. Yukarida belirtilenler diginda bir hastaliga sahip olma

Sorumlu Aragtirmaci
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OLGU RAPOR FORMU

Ad1 Soyadi
Yag
Cinsiyet
Boy

Kilo
Sikayeti
Tanist
ASA

Randomizasyon Sayisi:

VAS Skoru
Gelig
Rediiksiyon

Sedasyon Derinligi

o Sedasyon yok, anksiysz

o Uyamik ,sakin-konuguyor

o Iyi sedatize, konusmasi peltek

Ek Sedasyon gereksinimi oldu mu ? Evet / Hayr
' Evet ise ne kadar (ng) uyguland1?

Sédasyon Baslama Siiresi

Derlenme Siiresi
Taburculuk Siiresi

Hipoksi (Sat 02<%95) gelisti mi ?

o EVET Kag saniye/dk : Oksijen verildi mi: Evet / Hayrr
o HAYIR Entiibasyon yapildimi:  Evet / Hayir
Yan etkiler:

o Bulanti / Kusma / Halusinasyon / Solunum depresyonu / Aritmi / Diger
Hasta memnuniyeti: Cok iyi / Iyi / Orta / Kotii / Cok kotii

Uygulayier memnuniyeti: Cok iyi / Iyi / Orta / Kotii / Cok kétii

TA Nabiz(vr/dk) |End - | O2 Sat
(mmHg) Tidal (%)
Cco2

Gelis
0. dk

10.dk
30.dk
60.dk
90.dk
120.dk




KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK BiYOLOJIK MATERYAL
TRANSFER ANLASMASI

Arastirmanin Agik Adi: miRNA-33a ifade Diizeyinin Trigliserid seviyesi iizerine
etkisinin aragtinlmasi

Protokol Numarasi

Arastirmanin Ozeti

Trigliseridler ya§ hucrelerinde wmmmmm-wwaemm
trigliseritieri mﬁb-mwm TG seviyeleri aterojenik lipoproteinler icin beliteclerdir.

spesi boigesine baglanip, u:nsluyonu engeller veya
mRNA dagvadasyomna mm bulunuriar. Aym: Mikro RNAlar, lipoprotein
ve

azaltir. Kolesterol agisindan zengin kosullarda, miR33a scwyolan azalir, bu da ABCAT'in baski altina
almmasm- nodon olur. Tom vicut seviyesinde, miR-33a, yag asiti sentezi pahasina kolesterol

gore, MiR-33 hastalik riskini etkilemek
igin HOL, VLDL TG ve hepatik proteinleri miR-33'0n
inhibisyonu, sirasiyla ABCA1 ve NSF'nin baskilamasindan 6tari VLDL-TG'nin ve diger hepatik
proteinlerin artmis HDL sentezi ve hepatik ulnmmmu yol acar. Makrofajlarda, miR-33, ABCA1 /
ABCGﬁWIIIl Artan VLDL-TG (KVH) olumsuz sekilde
i ters kolestrol

MiR-33'Gn tesvik eder ve bu da
KVH'ye karsi
TargetScan ve miRBase atik

(microma.org), ve (miRBase.org) biyoinform:
veritabanlan araciligiyla arastinian miRNA-33a ifade dizeyinin insanlarda rigliserid seviyesi ile flikisi
oldugu anlasiidigi icin, bu mikroRNA ile galigiimaya karar verilmistir.

I;bu anlasma ile biyolojik mmryall gdndefen arastirmaci ve kurum “miRNA-33a ifade
isimli
‘5ml ‘amaci i (zere26 Agustos
Yarlqkzsn Yodlhpo Dnmnlml Kayisdag / lSTANBULndreslndekl Yeditepe
Dali “ ndaki merkezine géndermeden &nce
GONDERICI ve ALICI'danagagldakl kosullan kabul etmesi istenmektedir;

1. Gonderilen biyolojik materyaller yalnizca yukanda yazili amag igin kullanilabilir. ALICI biyolojik
materyallerin alinma amacindan diginda ikincil amag igin kullaniima isteklerini GONDERICI'ye
yazih olarak bildirecektir.

2. Biyolojik materyaller ALICI'ya génderilmeden dnce biyolojik materyalin saglandig: gondlidlere ait
Tarkiye llag ve Tibbi Cihaz Kurumu ve Etik Kurul'un onayladigi tim kullanm amaglanina yonelik

Biyolojik Materyal Transfer Formu 1
(Biological Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0

AGREEMENT FOR TRANSFER OF BIOLOGICAL MATERIAL TO BE USED IN

CLINICAL TRIALS
Full name of the clinical trial:
Protocol code
Summary of the clinical trial :
Click here on enter text
By this and the i who send the biological material

requires the CONSIGNEE and.CONSIGNORtO agree on the below terms before sending
(Specify biological malerial type and amount) which shall be used for to be dispatched to
the address of

1. Delivered biological materials shall be used only for the above-mentioned purposes.
CONSIGNEE shall use those materials only for secondary purposes, which are initially approved
by the CONSIGNOR in written.

. Prior to the dispatch of the biological materials to the CONSIGNEE, Turkish Medicines and
Medical Devices Agency and Ethics Committee approved informed consent forms, which belong
to the persons for whom the biological material is provided, should be obtained. This consent
form should explain all the purposes of use of the biological samples.

. CONSIGNEE cannot provide the biological material to the third parties without prior written
approval of the CONSIGNOR.

4. Biological materials shall be dlspalched by me CONSIGNOR to the CONSIGNEE without the

identity or any of the i

5. CONSIGNEE shall use the biological materials in accordance with as the United Nations Human
Genome and Universal Declaration of Human Rights.

6. CONSIGNEE acknowledges and agrees that the biological materials to be dispatched under this
agreement shall be utilized for research purposes and have some risks associated with their
usage. Appropriate preventive actions should be taken for those risks.

7. CONSIGNOR and CONSIGNEE shall mutually agree that the biological materials cannot be
used as a source for any commercial profit and the rights relating to 2 joint “publication or a
patent right that may arise may be the only exception for that. CONSIGNOR and CONSIGNEE
shall mutually agree on those rights prior to trial initiation.

. CONSIGNEE agrees to return or dispose of all mmmals and to evidence such acts accordingly

»

w

in the event of of the or of written consent of the volunteer
referred in Item 2.

9. This shall be in the event of, of the trial, violation on the terms
of related ions or i with clauses of either of the parties.

. CONSIGNEE and CONSIGNOR shall be responsible from the execution of this Agreement and
performances hereunder. In case of conflict, both countries of the parties’ courts are authorized

/Q/

Biyolojik Materyal Transfer Formu 2
(Biological Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0

oclarak duzenlenmiy biglendirimiy 9SNGE0 olur formunun her b GOAGNICEn sknmiy Oimas: THE TOR THE BIOLOGICAL MATERIAL
gerekmektedi
3. ALICI biyolojik materyal GONDERICTsn yazd ol oimadan OgOncd kighurumisra Name Surname and Title
vermeyecekte. Specialization
4. Biyolopk materyalier GONDERICI tarafindan bireyin kimik ve bigled
Address
ALICTya gonderieceksy. N
5. ALICI biyolojik materyaled Biregmiy Milletier Insan Gemomu ve lnsan Makian Evrensel ‘:""""
6. Bu anlagma e oiyologik aragbema gin oiduju ve biyolojk Eme
materyal kulanming R riskderia var oldudu ALIC! taratindan kabul edimekieds. S0z konusy
liess Segs sy T™HE THE BIOLOGICAL MATERIAL
) ve ALICH Diyolojk W&m&umm
ancak eide Name Surname and Title
m olduju kabul etmektedr. GONDERIC! ve AUCH m konusy haklann: aragtema Specialization
Kargilikh olarak Institution
8. ALICIdu veya biyolojk Address
zmmmmwmmwmwm Telephone
ontadan ve Fax
9. Bu aniagma, lol mevauat veya ighi Emait
taraflann aniagma hokGmienne Uy mamas! Surumiannca Son Dulacaklr
10. 8w ALCH yetdiier halinde | read and understood the terms under this agreement. | hereby agree and undertake
tlatn g20mO icin her ki Oke mahkemeleri de yetiilior mlﬁlmlnmmmmmdmnmommmmp«nnuu
CONSIGNEE
BIYOLOJIK MATERYALI GONDEREN ARASTIRMACI BiLGISI : '
Ads Soyadi ve Unvans  :Muzaffer Degertekin, Prof. Dr.
Uzmaniik Alan: :Kardiyoloji
Kurumu :Yeditepe Universitesi I
Adresi :Igerenkdy Mahallesi Hastane Sokak No: 4,
4/1 Atagehir - Istanbul
Telefon 02165784000 |
Faks : ; — —
Sposn :mdegertekin@yeditepe.edu.tr [
BIYOLOJIK MATERYALI ALAN ALICI BILGISI S
Note: Instead of the sgnature of the Consignee representative. 3 sipned “end use certficate” ncludng
Adh Soyacs ve Unvans Clauses simiar 10 this agreement’s 10 be 55ued by the CONSGNEe INSEULON May IS0 be accepied
Uzmaniik Alans
Kurumu
Adresi X

e’

/
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Biyolojik Materyal Transfer Formu 3
(Biclogical Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 10
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Asgari Bilgilendirilmiy Goniilli Olur Formu

Sayin Hastamiz,

Bu belge bilgilendirilme ve aydinlatlmis onam haklarnimzdan yararlanabilmenizi
amaglamaktadir,

Size gergeklestirilebilecek klinik aragtirmalar amagh gingimler konusunda, tum
segenckler ile bu gingimlerin yarar ve muhtemel zararlart konusunda anlayabileceginiz
sekilde bilgi alma hakkiniz ve bir kopyasini isteme hakkimz vardir.

Yasal ve ubbi zorunluluk tastyan durumlar diginda bilgilendirmeyi reddedebilirsiniz.
Yazih bildirmek kogulu ile bilgl almama veya yerimize givendiginiz bir kimsenin
bilgilendirilmesini talep etme hakkina sahipsimz.

klintk aragtirmalara katihm konusunda bilgilendinldikten sonra bunu kabul edebilirsiniz.
Ya da karar verebilmek igin uygun zaman talep edebilirsiniz.

Hayatimz veya hayatt organlarimz tehlikede olmadifn stirece onamimiza (yazilhi talep etme
kogulu 1le) dilediginiz zaman geri alabilir ya da onceden kabul etmediginiz herhangi bir
tam/tedavi amagh girnigim: tekrar talep edebilirsiniz.

Hastanemizde verilen hizmetleri Hastane Tamtim Brogiiriinden edinebilirsiniz. Aynica
Hastane personelt hakkinda http:/www.yeditepe.edutr web sayfasindan daha detayh
bilgilere ulagabilirsiniz,

Burada belirtilenlerden bagka sorularimz varsa bunlan yanitlamak gérevimizdir,

TANIMLAMA

. Aragtirmamin Adi: miRNA-33a Ifade Diizeyinin Trigliserid seviyesi Uzerine etkisinin

aragtinimas

Aragtirmaya Kattlime: Sayisi: 200

Bu aragtirmamin Amaci:

Trighiseridler yag hiicrelerinde saklanir. Daha sonra, hormonlar yemekler arasinda enerji igin

trigliseritlen serbest birakir.Yiiksek TG seviyelert aterojenik lipoproteinler i¢in belirteglerdir.

MikroRNA'lar, spesifik mRNA'nin 3° gevrilmemiyg bolgesine baglamp, translasyonu engeller
veya mRNA degradasyonuna katida bulunurlar. Aynca Mikro RNA'lar, lipoprotein
metabolizmasim yéneten transkripsiyon faktorlen, enzimler ve reseptorlenin ekspresyonunu
ve iglevini modille eder. miR33a, SREBF2'nin intron bolgesinde enkodlanir. SREBP'ler
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(Sterol Diizenleyici Element Baglayan Protein), karacigerdeki lipid metabolizmasina katilan
genlerin ekspresyonunu diizenler. SREBP2, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz
(HMGR) ve diigiik yogunluklu lipoprotein reseptérii (LDLR) gibi kolestrol homeostazinin
kontroliinde rol oynayan genlerin ckspresyonunu diizenler. MiR33'G antagonize etmek,
plazma HDL'yi yiikseltmek igin cazip bir strateji olarak geligebilir ve ateroskleroza karsidir,
dikkatli olunmaldir ¢linkii miR33'iin uzun vadeli terapdtik susturulmas: dolagimdaki
trigliserit seviyelerini artirabilir. Hiicre diizeyinde, mir-33'ler ABCA1'i (ATP baglayic: kaset
tagiyict) hedef alir ve kolesterol tikkenmis kosullar altinda hiicre i¢i kolesterol diizeylerini
korumak igin kolesterol salimmm azaltir. Kolesterol agisindan zengin kosullarda, miR33a
seviyeleri azalr, bu da ABCA1'in bask altina alinmasina neden olur. Tiim viicut seviyesinde,
miR-33a, yag asiti sentezi pahasina kolesterol diizeylerini korur. Bir galigmaya gore, MiR-33
inhibisyonu, kardiyovaskiiler hastalik riskini etkilemek i¢in HDL, VLDL-TG ve hepatik
salgilanmig proteinleri etkileyebilir. Hepatositlerde miR-33'lin inhibisyonu, sirasiyla ABCA1
ve NSF'nin baskilamasindan 6tiiri VLDL-TG'nin ve diger hepatik proteinlerin artmug HDL
sentezi ve hepatik salimmina yol agar. Makrofajlarda, miR-33, ABCA1 / ABCG1'i hedef ahr.
Artan VLDL-TG sekresyonu, Kardiyovaskiiler Hastahgm (KVH) olumsuz gekilde
etkileyebilir. MiR-33'lin engellenmesi, makrofajlardaki ters kolestrol taginmasim tegvik eder
ve bu da KVH'ye kars1 koruma saglayabilir.

TargetScan (targetscan.org), miRanda (microma.org), ve miRBase (miRBase.org)
biyoinformatik veritabanlan aracihityla arastinlan miRNA-33a ifade diizeyinin insanlarda
trigliserid seviyesi ile iliskisi oldugu anlagildig: igin, bu mikroRNA ile ¢aligilmaya karar
verilmistir.

Siiresi: 1Yl
Izlenecek Yontem/Yontemler:
Hasta (n~100) ve kontrol (n~100) grubu olmak {izere iki gruptan olugmast planlanmigtr.

RNA izol .
miRNA izolasyonu igin hasta ve kontrol grubundan alinan kanlar 4500 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edilecek ve elde edilen serumlar ¢aligma yapilana kadar
-80°de saklanacaktir. miRNA izolasyonu igin Qiagen serum plazma kiti
kullanilacakur. Qiagen kiti kullanilarak cDNA sentezi yapilacaktir. miRNA
ekspresyon seviyesi 7500 gergek zamanl PZR kullamlarak olgiilecektir

Aragtirma Sonunda Beklenen Fayda

miRNA-33a Ifade Diizeyinin Trigliserid seviyesi lizerine etkisinin belirlenmesi
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Bu Cahymada Herhangi Bir Alternatif Tedavi yada Girisimde Bulunulmayacaktir.

Bu Arastirma Ganiilliiler igin Hicbir Risk Teskil Etmemekte ve Higbir Rahatsizhiga
Sebep olmamaktadir.

ONAM (RIZA)

Bilgilendirilmig Gonilli Olur Formundaki tiim agiklamalar okudum. Bana, yukanda konusu
ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazih ve sozli agiklama agagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Aragrmaya goniilli olarak katildigim, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak aragtirmadan aynlabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin aragtirmaci
tarafindan aragtirma disi birakilabilecegimi biliyorum. Bu durumda hastanenin ¢galigma diizeni
ve hastalara verilen bakimda aksaklik olmayacag konusunda bilgilendirildim. Bu aragtirmaya
katilirken zorlama, maddi gikar ve ast st iligkisine dayah herhangi bir baski olmaksizin bu
galigmaya katildigimi beyan ederim. Bu bilimsel ¢alhiymanin devamu esnasindaki stiregle ilgili
olarak ayrica eklenen ¢aligma protokolii ile bilgilendirildim. Tarafimdan alinan kan ve doku
omeklerinin daha sonra bagka aragtirma ¢aliymalarinda kullamilmasinda herhangi bir sakinca
yoktur.

Soz konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi nzamla katilmay: kabul

ediyorum.

Goniilliiniin:

Ad: Soyad:

[mzast:

Tarih:

Agiklamalan Yapan Kiginin:
Ad: Soyad:

Imzas:
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Tarih:

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kiginin:
Adi Soyad:

mzas::

Tarih:

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin :

Ad: Soyad:

[mzas::

Tarih:

Klinik Aragtirma Proje Koordinatorii Iletisim Bilgileri:
Ad Soyad:

Uzmanlik alam:

Kurumu:

E-posta adresi:

Telefon numarasi:
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