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ABSTRACT

Giil T. Investigation of the Effect of microRNA-148a Expression on LDL Cholesterol
Level. Yeditepe University, Health Sciences Institude, Department of Molecular
Medicine. Master Thesis. Istanbul, 2018.

In this thesis study, it is aimed to investigate differences in expression levels of
microRNA-148a relative to the level of LDL cholesterol, which plays an important role
in the pathophysiology of atherosclerosis is the main reason of coronary artery disease.
For this purpose, in total 90 people, who were diagnosed with coronary artery disease and
had no heart disease, were seperated to two groups according to LDL cholesterol levels
(LDL cholesterol > 130 mg/dl (n=45) and LDL cholesterol < 130 mg/dl (n=45)). The
grouping was made by taking as an example the study of Mahley and his colleagues in
1995 and the reference values were taken from Turkish Cardiology Society. The
expression levels of miRNA-148a of the groups were analyzed by real-time polymerase
chain reaction. We didn’t observed any statistical significance between miRNA-148a
expression levels between two groups (p=0,368). However; when the averages of lipid
profiles of groups and LDL cholesterol levels were compared, it is shown that; the group,
have LDL levels more than 130 mg/dl, have significantly higher total cholesterol,
triglycerides and VLDL levels than the other group (p=0,000", p=0,002", p=0,003"). Also
there is a statistical negative correlation, is not very strong, between HDL cholesterol
levels and the expression levels of miRNA-148a in the group has LDL cholesterol levels
lower than 130 mg/dl (control group) (p=0,043*). In addition, no threshold values were
determined to indicate that expression levels of miRNA-148a expressing the resultant
ROC analysis miRNA-148a may constitute a pathological condition in terms of LDL (for
ACrT; p=0,7992, for fold change; p=0,8086).

In conclusion; no statistically significant relationship was found between miRNA-

148a expression levels and LDL cholesterol levels.

Key Words: miRNA-148a, cholesterol metabolism, LDL cholesterol

Xv



OZET
Giil T. MikroRNA-148a ifade Diizeyinin LDL Kolesterol Seviyesi Uzerine Etkisinin

Arastirllmasi. Yeditepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip
Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul, 2018.

Bu tez ¢aligmasinda mikroRNA-148a’nin koroner arter hastaliginin baslica nedeni
olan aterosklerozun patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan LDL kolesterol seviyesine
gore ifade diizeyi farkliliklarinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu amag dogrultusunda,
koroner arter hastalig1 teshisi konulmus ve herhangi bir kalp rahatsizligi bulunmayan
toplam 90 kisi; Mahley ve arkadaslarinin 1995 yilinda yapmis oldugu ¢alisma ve Tirk
Kardiyoloji Dernegi’nin belirtmis oldugu referans degerleri degerlendirilerek LDL
kolesterol seviyesi 130 mg/dl’den diisiik (n=45) ve 130 mg/dl’den yliksek (n=45) olmak
tizere iki gruba ayrilmistir. Her iki gruba ait miRNA-148a ifade diizeyi seviyeleri gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit edilmistir. Iki grup arasinda miRNA-148a
ifade diizeyleri ortalamalar1 arasinda herhangi bir istatistiksel anlamlilik bulunmamigtir
(p=0,368). Ancak gruplarin lipid profilleri ortalamalar1 kiyaslandiginda LDL kolesterol
seviyesi 130 mg/dI’nin iizerinde olan grubun toplam kolesterol, trigliserit, VLDL
seviyeleri anlaml bir sekilde yiiksektir (p=0,000", p=0,002", p=0,003"). miRNA-148a
ifade diizeylerinin lipid seviyeleriyle korelasyonu incelendiginde LDL kolesterol seviyesi
130 mg/dI’nin altinda olan (kontrol) grubun HDL seviyeleriyle miRNA-148a ifade diizeyi
arasinda istatistiksel olarak anlamli, ¢ok gii¢lii olmayan negatif korelasyon goriilmektedir
(p=0,043*). Ayrica yapilan ROC analizleri sonucu miRNA-148a ifade miRNA-148a
ifade diizeylerinin LDL agisindan patolojik durum teskil edebilecegine dair herhangi bir

esik deger tespit edilememistir (ACT i¢in; p=0,7992, kat degisimi i¢in; p=0,8086).

Sonug olarak; miRNA-148a ifade diizeyleri ile LDL kolesterol seviyeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamaistir.

Anahtar Kelimeler: miRNA-148a, kolesterol metabolizmasi, LDL kolesterol

XVi



1. GIRIS VE AMAC

Kalp yasam ig¢in en dnemli organlardan olup kalp hastaliklar1 Diinya’daki en
yaygin Olim nedenlerini olusturmaktadir. Kalp hastaliklarinin; konjenital kalp
hastaliklari, romatizmal kalp hastaliklari, kalbin enfeksiyon hastaliklari, edinsel kapak
hastaliklari, kardiyomiyopatiler, koroner arter hastaliklari, ateroskleroz, miyokart
enfarktiisii, ritim bozukluklari, kalp yetmezligi gibi gesitleri vardir (1). Ulkemizde de
yaygin goriilen koroner arter hastaligit hem hayat kalitesini diisiirmekte hem de kalp
nedenli oliimlerin basinda bulunmaktadir. 2005 yilina kadar yapilmis olan Tirkiye'de
Erigkinlerde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligir Taramasi (TEKHARF) verilerine
gore erkeklerdeki koroner arter kaynakli 6liim yayginligi kadinlara kiyasla oldukga
yiiksektir. 1990-2005 yillar1 aras1 incelendiginde koroner arter kaynakli o6liimlerin
goriilme ihtimali kadinlarda binde 3,9 erkekler de ise binde 5,95’dir (2). 2014’deki
aragtirmaya gore ise erkeklerde goriilme ihtimalinin binde 7,0’a yiikseldigi kadinlarda ise

binde 3,8’¢ geriledigi goriilmektedir (3).

Koroner arter hastaliginin gelismesinde etkili oldugu bilinen ateroskleroz damar
zedelenmesine bagli olarak gerceklesir. Kandaki diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) hasar alan damarda biriken lipidlerin 6ncti molekiilleri oldugu diisiiniilmektedir.
Bu lipidler kopiik hiicreleri olarak adlandirilan lipid molekiilleri kanda fazla miktarda
bulunan ve karacigerce alinamamis LDL’nin makrofajlarca pargalanmasi nedeniyle
olusurlar. Ateroskleroza neden olan LDL’lerin okside oldugu da bilinmektedir (4).
Tiirkiye’de yapilan lipoprotein ¢alismalari yiiksek yogunluklu lipoproteinlerin (HDL)
kalp hastaliklar1 i¢in koruyucu oldugunu géstermistir (5).

mikroRNA’lar (miRNA’lar) yaklagik 22 niikleotidden olusan genellikle tek
zincirli niikleotid dizileridir. Ilk miRNA nin kesfedilmesinden yaklasik 20 y1l sonrasinda
insanda yaklasik 2000 miRNA kesfedilmis ve bu miRNA’larin insan hastalik ve
metabolizmasinda etkili rol oynayan kii¢iik molekiiler yapilar olduklar1 bilinmektedir.
miRNA’lar insan sivilarinda kolay bulunabildiginden biyobelirte¢ olarak giiclii
molekiiller olduklar1 diisliniilmektedir. Bunun yani sira miRNA diizenlenmesinden
kaynaklanan hastaliklarin ¢6ziilmesi i¢in de miRNA’larin terapotik olarak kullanilmasi

da giincel arastirma konular1 arasindadir (6).



Bircok miRNA’nin hem lipid metabolizmasinda hem de ateroskelerozda
diizenleyici rol oynadigr bilinmektedir. Lipid metabolizmasinda rol oynayan
miRNA’larin genellikle apolipoprotein B (ApoB) igeren ¢ok diisiik yogunluklu (VLDL)
ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’lerin insan viicut dongiisiine katilmasinda

diizenleyici gorev aldiklar bilinmektedir (7).

MIRNA-148a ise Goedeke ve arkadaslar tarafindan 2015 yilinda (8) kolesterol
metabolizmasinda 6nemli bir diizenleyici miRNA oldugu kesfedilen miRNA-148/152
ailesine mensup bir miRNA’dir. Literatiir taramasi yapildiginda hakkindaki ilk ¢alisma
2011°de yayimlanmistir. Caligmalar arttikca g¢esitli metabolizma ve hastaliklarda gorev
aldig1 tespit edilmistir ve edilmeye devam edecektir (9). Kolesterol metabolizmasindaki
aktivitesi ise LDL reseptorlerine (LDLR) etki ederek hiicre igerisine LDL aliminin
kontrol edilmesidir. Ayn1 zamanda ATP baglayici kaset transporter’lari olan (ABCA),
ABCAL ve ABCA2 mesajct RNA’lari (MRNA) da hedef mRNA’lar1 arasindadir (8).

miRNA’larin hedef dizileri deneysel olarak bulunabilmekle birlikte bu deney
sonuclarint  baz alarak olusturulmus algoritmalar da tahmini hedef dizileri
belirlemektedir. Bu algoritmalar1 kullanan internet sitelerinden miRNA’larin hedefleri

olan mRNA’lar ve etkili olduklar1 biyolojik yolaklar bulunabilmektedir (10).

Bu tez calismasi i¢in hiicre igerisine LDL aliminda diizenleyici rol oynadig1 yeni
tespit edilen miRNA-148a’nin LDL diizeylerine gore ekspresyon farkliliklarinin
arastirllmas1  amaglanmaktadir. Uzerinde az c¢alistlmis bu miRNA’nin  LDL
metabolizmasi tizerindeki etkisi hem simdiye kadar yayimlanmais literatiirlerden hem de
TargetScan (targetscan.org) ve miRanda (microrna.org) web sitelerinden arastirilmigtir
(10). Konu ile ilgili ¢aligmalar simdiye kadar fareler ve insan hepatosit hiicrelerinin doku
kiltirlerinde  yapilmistir.  Yapilan incelemelere gore miRNA-148a’nin LDL
metabolizmas1 tiizerindeki etkisi ile ilgili insan serumu ile ¢aligma yapilmadig

gorilmistir (9).

Bu calismada ilk etapta miRNA-148a’nin LDL metabolizmasindaki etkisinin
arastirllmas1 amagclanmistir. Ileriki calismalarda ise miRNA-148a’nin serum LDL
seviyesi lizerine etki mekanizmasi bulunduktan sonra konu hakkinda biyobelirte¢ olup

olamayacaginin degerlendirilmesi planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLESTEROL

Kolesterol, sekiz karbonlu yan zincire ve siklopentano-perhidro-fenantren olarak
isimlendirilen halkasal yapiya sahip bir hidrokarbon olup hayvan dokularindaki en 6nemli
steroldiir (11, 12). Halkalarinin agik halde oldugu diisiiniildiigii takdirde 27 karbonlu bir
yag asidi kadar uzun bir apolar govdeye sahiptir (12). Hiicre membranlarinin ve plazma
lipoproteinlerinin yapisinda bulunup hiicre biiylimesi ve hayati i¢in esansiyel bir steroldiir
(13, 14). D vitamini, safra asitleri ve steroid hormonlarin (progesteron, testosteron vb.)
onciil maddesidir (13). Suda ¢oziinebilir bir yap1 olmadigindan kanda lipoproteinler

araciligiyla taginir. Kanda taginan kolesteroliin tigte ikisi esterlesmis sekildedir (11).

Kolesterol disaridan besinle alinmakla birlikte karacigerde de novo olarak
sentezlenir. Karaciger disinda deri, adrenal, beyin ve barsaklar gibi cesitli organlarda da

sentezlenir (11).
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Sekil 2.1-1. Kolesteroliin Yapisi (12).
2.2 KOLESTEROL BiYOSENTEZIi

Kolesterol biyosentezinin en az yirmi bir basamaktan olustugu diisiiniilmekle

birlikte (15) dort temel boliimden olugmaktadir;

a) Mevalonatin asetattan sentezi
b) Mevalonatin iki aktif izoprene gevrilmesi
c) Aktiflesmis alt1 izopren biriminin skualen olusturmak {izere kondenslesmesi

d) Skualenin dort halkali steroit ¢ekirdegine gevrilmesi (12)



2.2.1. Mevalonatin Asetattan Sentezi

Biyosentezin bu asamasinda {i¢ asetat birimi alti karbondan olugan mevalonati
olusturur. Bu tepkime sirasinda ti¢ molekiil koenzim A ve iki molekiil nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADP™) agiga ¢ikar.

KoA-SH S-KoA idroksi
_ _ _ 3-Hidroksi-3-
. 4 » >
Asetil KoA g » Asetoasetil KoA g Metilglutaril (HMG)

Koenzim A (HMG-KoA)

2NADP*
KoA-SH

Mevalonat
Sekil 2.2.1-1. Mevalonatin Asetattan Sentezi Tepkimesi (12).

2.2.2. Mevalonatin Iki Aktif izoprene Cevrilmesi

Kolesterol biyosentezinin ikinci temel asamasi olan bu asamada da birinci
asamada sentezlenmis mevalonat, ii¢ adenozin trifosfattan (ATP) ¢ fosfat grubunun
mevalonata aktarilmasiyla iki aktif izoprene cevrilir (12). Tepkimenin A3-izopentenil-

pirofosfatin sentezinin oldugu asamada bir mol karbondioksit agiga ¢ikar.

ADP ADP
Mevalonat —>* 5 Fosfomevalonat —* ___, 5- Pirofosfomevalonat

t‘ADP

3-Fosfo-5-pirofosfomevalonat

COy, Pi
Dimetilallil Pirofosfat > A%-izopentenil-Pirofosfat

Sekil 2.2.2-1. Mevalonatin Iki Aktif izoprene Cevrilme Tepkimesi (12).

Tepkimeler sonucunda olusan A3-izopentenil-Pirofosfat ve dimetilallil pirofosfat

bes karbonlu aktif izopren olup denge halinde bulunmaktadirlar.



2.2.3. Aktiflesmis Alt1 Izopren Biriminin Skualen Olusturmak Uzere
Kondenslesmesi

Bes karbonlu alt1 adet izoprenin kondenslesmesi sonucu skualen yapisi olugur. Bu
yapi kolesterol biyosentezi sirasinda olusan ilk halkasal yapidir (12). Tepkime sonucunda

toplamda dort mol ionorganik fosfat ve bir mol NADP™ a¢13a ¢ikar.

PPi PPi
A%-Izopentenil-Pirofosfat —#¥ , Geranil Pirofosfat =", Farnezil Pirofosfat

2PPi

NADP*

Skualen

Sekil 2.2.3-1. Aktiflesmis Alt1 Izopren Biriminin Skualen Olusturmak Uzere
Kondenslesme Tepkimesi (12).

2.2.4. Skualenin Dort Halkah Steroit Cekirdegine Cevrilmesi

Tek halkali bir yapidan dort halkali yap1 olusarak kolesterol sentezlenir. Sentez
sirasinda oksidasyon, metil gruplarinin uzaklagmasi ya da yer degistirmesi gibi kimyasal
tepkimeler gergeklesir (12). Bu asamadaki tepkimelerin ilk basamaginda birer mol su ve
NADP* agiga ¢ikar.

H.O NADP*
Skualen ——=X—* , skyalen 2,3-Epoksit — —» Lanosterol — Kolesterol

Sekil 2.2.4-1. Skualenin Dort Halkali Steroit Cekirdegine Cevrilme Tepkimesi (12).



2.3. KOLESTEROL KATABOLIZMASI

Kolesterol viicutta karbondioksit ve suya parcalanmak suretiyle elimine
edilemeyen bir molekiildiir. Kolesteroliin viicuttan atilimi1 sadece karaciger araciliiyla

olmaktadir.
Kolesteroliin atilimi sirasinda iki farkli yol gozlenir;

a) Kolesterol safraya gonderilir ve burada safra asitlerine ¢evrilir. Bu safra asitlerinin
%97’s1 bagirsakta geri emilerek karacigere gonderilir. Burada parcalanarak
yeniden kolesteroliin sentezlenmesinde ve safra asitlerinin diizenlenmesinde rol
oynar. Bu safra asitlerinin %3’ ise barsaklarda emilir ve dolagima doner.

b) Kolesterol direkt barsaga gecer. Buraya gecen kolesterollerin %50°si dolagima

donerken kalan %50’si ise digkiyla atilir.

Kolesteroliin yeniden sentezlenmek ve atilmak iizere viicutta yaptig1 bu dolagima

enterohepatik sirkiilasyon denir (11).
2.4. KOLESTEROLUN TASINMASI

Kolesterol apolar bir molekiil olup suda ¢dziinemez. Bu sebeple kolesterol ihtiyact
olan dokulara plazma aracilif1 ile aktarilirken tek basina tasinamaz. I¢i hidrofobik, dist
hidrofilik 6zellige sahip bir yap1 olan lipoproteinlerce tasinir (15). Lipoproteinlerin dig
kismi polar ve apolar yapiya sahip olan ve hiicre zarimmin da yapisini olusturan
fosfolipitlerden ve serbest kolesterolden olusur. I¢ kisminin hidrofobik olmasini saglayan
molekiiller ise trigliseritler ve kolesterol esterleridir. Tiim bu yapilar disinda apoprotein
olarak adlandirilan protein yapilarina da sahiptirler (16). Apoproteinler lipoproteinlerin
yapisinda hem periferal hem de integral olarak bulunabilirler (17). Bu durum
lipoproteinlerin g¢esitlerine gore degisir.

Periferal Apoprotein

»]S(crbcsl Fosfolipid
olesterol : /
% {j . _~Kolesterol esteri
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Poss Apolar

Lipidler

Intergral — }\ Tek tabaka

Apoprotein amfipatik lipidler

Sekil 2.4-1. Lipoproteinlerin Temel Yapisi (17).



2.4.1. Lipoprotein Cesitleri

Lipoproteinler  biiytikliiklerine ve  kolesterol-protein  igeriklerine  gore
birbirlerinden ayrilirlar ve isimlendirilirler. En biiyiik lipoproteinler silomikronlar olup
trigliseritce zengindirler. Biiyiiklikleri yaklastk 800 — 5000 A olup (18) diger
lipoproteinlerle karsilastirildiklarinda en az miktarda protein, serbest kolesterol ve
esterlesmis kolesterole sahip olup apoprotein olarak yapilarinda Apolipoprotein B48
(ApoB-48) barindirirlar (19). Plazmadaki yar1 Omiirleri 4 - 5 dakikadir (18).

Silomikronlar diyetle alinmis kolesteroliin tasinmasinda gorevlidirler.

Silomikronlardan sonraki en biiyiikk lipoproteinler ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinler (VLDL)’dir. VLDL’ler karacigerde de novo olarak sentezlenmis
kolesteroliin ~ekstrahepatik dokulara tasinmasinda gorevlidirler. Yapisal olarak
trigliseritge zengin olup apoprotein olarak Apolipoprotein B100 (ApoB-100),
Apolipoprotein C-II (ApoC-Il) ve Apolipoprotein E (ApoE) barindirirlar (17, 18).
Biiyiikliikleri 300 - 800 A olup plazmadaki yar1 émiirleri 1 - 3 saattir (18).

VLDL’den sonraki en biiyiik lipoprotein ise orta yogunluklu lipoprotein
(IDL)’dir. VLDL lipoprotein lipaz (LPL) ad1 verilen bir enzimle plazmada pargalanir ve
parcalandikca yogunlugu artarak IDL’nin olusmasimi saglar. IDL yapisal olarak
apolipoprotein B-100 (ApoB-100) igerir (13, 18). IDL’nin yapisinda bulunan ApoB-100
disindaki  apoproteinlerin, trigliseritlerin ve  kolesterol esterlerinin  yapidan
uzaklagtirilmasi ile disiik yogunluklu lipoproteinler (LDL) olusur (16) LDL ayni
zamanda direkt olarak VLDL’lerden de sentezlenmektedir (13, 18).

LDL’ler plazmada ekstrahepatik dokulara kolesterol tasiyan en temel lipoprotein
olup (20) ¢ogunlukla g¢ekirdeginde non-polar yapiya sahip kolesterol esteri tasiyan,
yaklasik 180 — 250 A biiyiikliigiinde olabilen bir lipoproteinlerdir (21). Esas
apoproteinleri 4563 aminoasitten olusan ApoB-100 olup bir LDL molekiiliinde bir adet
bulunur (22).

Reardon ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada normal lipid degerlerine
sahip kisilere radyoiyonize olarak isaretlenmis VLDL’ler enjekte edildiginde
VLDL’lerdeki ApoB proteinlerinin IDL ve LDL’lerin yapisinda bulunan ApoB
proteinlerinin Onciisii oldugu tespit edilmistir (23). Bu c¢alisma LDL molekiillerinin

VLDL molekiillerinden  sentezlendigini  ispat etmektedir. ~ Ancak ailesel



hiperkolesterolemi hastalariyla yapilan baska bir calismada ise *lodin (1%°1) isaretlemesi
sayesinde plazmada hem VLDL kaynakli hem de VLDL ile iliskili olmayan LDL
molekiilleri tespit edilmistir (24). Bu ¢alisma ise LDL’nin hem VLDL’den firetildigini

hem de VLDL’den bagimsiz olarak tiretildigini gostermektedir.

Sekil 2.4.1-1. LDL’nin Ug Boyutlu Yapisi (25).

Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) en kiiciik ¢apa (70 - 120 A) ve en uzun
yar1 omre (5 — 6 giin) sahip lipoproteinlerdir. Yapilarindaki lipit — protein orani esittir.
Baslica apoproteinleri apolipoprotein A’lar (ApoA) olmakla birlikte ¢ok az miktarda
ApoC ve ApoE de igermektedirler. Karacigerde ve az miktarda barsaklarda tiretilirler (11,
13, 18). Yapilarinda bulunan apolipoprotein A-1 (ApoA-l) karaciger ve ince barsakta
tiretilip hiicreden salindiktan sonra hiicresel ABCAL1 ile etkilesir ve lipid igermeyen
HDL’nin yapisina katilir. ABCAL integral bir membran proteini olup kolesterol ve
fosfolipitten fakir olan lipoporoteinlere bu molekiillerin  aktarilmasiyla HDL
sentezlenmesini saglar (19). Ayn1 zamanda IDL tarafindan HDL nin yapisina fosfolipit
ve kolesterol aktarilabilir (18). HDL nin lipit metabolizmasindaki rolii karaciger disi

dokulardaki fazla kolesteroliin karacigere geri tasinmasini saglamaktir.
Kolesterol kaynagina gore iki farkli mekanizmayla karaciger dis1 dokulara taginir;

2.4.2. Ekzojen Lipit Transportu

Ekzojen lipit transportunda amag diyetle alinan kolesteroliin ince bagirsaklardan
dokulara tasinmasidir. Diyetle alinan kolesterol silomikron yapisi igerisinde paketlenir.
Silomikronlar ince bagirsak lenf sistemi yoluyla plazmaya ulasirlar (19) ve adipoz ve kas

dokularinin kilcal damarlarini olustran endotel hiicrelerinin luminal yiizeyine baglanmak



icin LPL enzimi ile kompleks olustururlar. Silomikronlarin yapisindaki ApoC-11 LPL’yi
aktive ederek adipoz ve kas dokularma aktarilmak iizere trigliseritlerden serbest yag
asitlerinin agiga ¢ikmasina katkida bulunur. Yag asitlerini adipoz dokuya veya kasa
aktarmis silomikrondan silomikron kalintis1 olusur. Silomikron kalintis1 yapisinda
kolesterol esteri, ApoB ve ApoE igerir. Silomikronlardan veya kalintilarindan arta kalan
kolesterol ve fosfolipitler HDL yapisina aktarilirlar. Silomikronlar ve kalintilar

karacigere tasinarak karaciger hiicrelerince lizozom aktivasyonuyla pargalanirlar (18).

2.4.3. Endojen Lipit Transportu

Endojen lipit transportunun amaci ise karacigerde de novo olarak iiretilmis
kolesteroliin ekstrahepatik dokulara tasinmasini saglamaktir. Karacigerde tiretilmis olan
kolesterol VLDL yapisi igerisine alinip plazmaya aktarilir. VLDL’nin yapist plazmaya
aktarildig1 andan itibaren degismeye baglar. Yeni sentezlenmis VLDL kolesterol esteri
icermez. Yapisina kolesterol esteri ya HDL’den aktarilir ya da VLDL iizerindeki serbest
kolesterol lesitin-kolesterol agiltransferaz (LCAT) enzimi araciligiyla esterlestirilir (16).
VLDL nin yapisindaki trigliseritler adipoz ve kas dokularinin kilcal damarlarini olusturan
endotel hiicrelerinin luminal yiizeyine baglanmak ig¢in LPL ile hidroliz edilir. LPL,
VLDL’lerden ¢ok silomikronlara duyarhdirlar (18) ve aktivitesi insiilin tarafindan kontrol
edilir (19). Yapilarindaki gliserol ve yag asitleri dokulara aktarildik¢a yogunlugu artar
ve IDL olugsmus olur (16, 18). IDL’ye doniismiis ve VLDL artig1 olarak kalmis VLDL’ler
toplam VLDL miktarinin yarisin1 olusturur. Bunlar karacigerde parcalanarak temizlenir.
Sentezlenmis VLDL’lerin diger yaris1 ise LDL’ye donistiriilir (13). IDL’ler aym
zamanda yapilarindaki kolesterolii ve fosfolipitleri HDL’ye aktarbilirler. LCAT enzimi
araciligtyla HDL’nin yapisindaki serbest kolesterol esterlestirilir ve HDL’den IDL
sentezlenmis olur. IDL yapisindaki trigliseritleri ¢evre dokulara aktarir, yapisindaki
ApoB proteini hari¢ tiim apoproteinlerini kaybederek LDL’ye doniisiir (18). LDL’nin
endojen lipit transportundaki gorevi ise kolesterolii karaciger dis1 dokulara tasimaktir. Bu
islemi karaciger disi dokulardaki hiicrelerin yilizeyinde yer alan LDL reseptorii

aracilifiyla gerceklestirir.



2.4.4. Hepatik ve Ekstrahepatik Dokularda Kolesterol Metabolizmasi

Hepatik ve ekstrahepatik hiicrelere kolesterol alinmasi LDL reseptorii tarafindan
saglanir. Hiicre kolesterol ihtiyaci oldugunda LDL reseptorii iiretir. Hiicre bagina diisen
LDL reseptor sayisi hiicrenin boliinme oranina, yasina ve kolesterol ihtiyacina gore

degismektedir (26). LDL bu reseptore yiiksek afiniteyle baglanir.

Goldstein, Brown ve Anderson’in 1975 yilinda (27) yaptig1 ¢calismada elektronca
yogun ferritinle kompleks olusturulmus LDL’ler incelendiginde bu LDL’lerin reseptore
bagl olarak endositoz ile hiicre igerisine alindig: tespit edilmistir (28). LDL reseptorle
birlikte endositoz sonucu endosom olarak kolesterol ihtiyaci olan hiicreye giris yapmis
olur. Endositoz yoluyla hiicreye giris yapmig LDL hiicre icerisindeki herhangi bir
lizozoma denk geldiginde lizozomla kompleks olusturur. LDL’nin proteinleri lizozom
igerisindeki proteazlarca parcalanir. Lizozomal membranlardan kolesterol esterlesmis
olarak sitoplazmaya gegemez (29), bu sebeple LDL’nin yapisindaki kolesterol esterleri
lizozomal asidik lipaz tarafindan hidroliz edilir (16). Serbest kolesteroller ise lizozomal
membrandan gectikten sonra endoplasmik retikulumda (30) agil-KoA: kolesterol
transferaz (ACAT) enziminin aktivitesiyle esterlestirilir (29). Bu sekilde hiicre icerisinde

depolanmaya veya hiicre digina ¢ikmak igin hazir hale getirilirler (16).
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Sekil 2.4.4-1. LDL nin Hiicre Igerisine Alinmasi (31).

LDL reseptorii kendisine ligand olarak baglanan LDL’yi hiicre igerisine teslim
ettikten sonra hiicre yiizeyine geri doner. Boylece bir LDL reseptorii 20 saatlik omrii
boyunca her 10 dakikada bir hiicre i¢i ve ¢evresinde toplamda yiizlerce tur atmis olur

(32).
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2.4.4.1. LDL Reseptorii

LDL reseptorii hiicrelerin kolesterol ihtiyact olmasi durumunda sentezlenen
glikoprotein yapidaki bir reseptor proteinidir. Bu protein 839 aminoasitten (25) olusup
insan genomunda 19. kromozomda yer almaktadir (33, 34). Yaklasik 95.000 dalton
agirh@indadir (35). LDL reseptorii ligand baglayan bolge, epidermal biiyiime faktorii-
onciil homoloji bolgesi (EGF-precursor homology region), oksijen baglantili glikan
bolgesi, transmembran domain ve sitoplazmada olan sitosolik domain olmak {izere bes

alt birimden olusmaktadir (36).

[ 10522135 Jr [ 11197567
YIPF2 - SHARCA4 LOL R s N2
TINHZ RN75L152P HIRGGEE  SPC24

Sekil 2.4.4.1-1. LDL Reseptoriiniin 19. Kromozomda Bulundugu Bolge (34).

Goldstein ve Brown’un Nobel 0&diilii almalarmi saglayan lipoprotein
metabolizmast ve LDL reseptoriiyle ilgili ¢aligmalar1 insan fibroblast hiicre kiiltiir
calismalariyla baglamistir. Bu calismalarda ilk olarak ekstrahepatik hiicrelere kolesterol
iletimini saglayan lipoproteinin LDL oldugunu tespit etmislerdir (25). Goldstein ve
Brown konuyla ilgili calismalarimi genislettikge ?°I ile isaretlenmis LDL’lerin
gorlintiilenmesiyle LDL’nin bu reseptdr aracilifiyla hiicre igerisine alindigini
kesfetmislerdir. Bu sistemle ayni zamanda +4°C’de hiicre basina diisen LDL reseptorii
sayisinin 7.500 ila 15.000 oldugu ve LDL reseptorlerinin hiicre zarinda bulundugu
bolgelerin ise rastgele dagilmadig: tespit edilmistir (26). LDL molekiiliiniin reseptore
baglanabilmesi i¢in 1ilgili ortamda kalsiyum, mangan gibi divalent bir katyon

bulunmalidir (31).

Sekil 2.4.4.1-2. LDL Reseptériiniin Ug Boyutlu Yapisi (37).
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Ateroskleroz plazmadaki fazla LDL molekiillerinin makrofajlarca pargalanmasi
sonucu olusan koplk hiicrelerinin  hasarli damarlarda birikmesiyle olusan
kardiyovaskiiler bir hastaliktir. LDL reseptorii ile arasindaki baglanti ise yine ayni
kisilerin ailesel hiperkolesterolemi hastalariyla yaptiklari calismada ortaya c¢ikmuistir.
Ailesel hiperkolesterolemi otozomal baskin bir hastaliktir. Goldstein ve Brown’un yaptigi
caligmalarda saglikli bireylerle homozigot ve heterozigot genotipe sahip hastalarin
plazma LDL degerleriyle hiicre ylizeylerindeki reseptér miktarlar1 kiyaslanmis olup
hastalarda ya LDL reseptorii yoktur ya da hastalarin LDL reseptorleri yeterli fonksiyonu
gostermemesine neden olan bir mutasyona ugramislardir (25, 26, 28, 35). Boylelikle
aragtirmacilar LDL reseptoriindeki herhangi bir hata olmas1 ve bu reseptdriin olmamasi
durumunda plazma LDL seviyelerinin arttigin1 ve bunun da kalp hastaliklarina neden

olabilecegini tespit etmislerdir.

LDL reseptorleri adrenal kortex, testis ve over gibi steroid hormonlarin
sentezlendigi hiicrelerde diger ekstrahepatik hiicrelere kiyasla ¢cok fazladir. Bu hiicrelerde
LDL reseptorlerince alinan LDL’den elde edilen kolesterol hiicredeki mitokondriye

iletilir ve burada steroid hormonlar sentezlenir (31).

LDL reseptorleri sadece ekstrahepatik doku hiicrelerinde degil karaciger
hiicrelerinde de bulunur. Buradaki reseptorler ekstrahepatik dokulardakilere kiyasla daha
biiyiik boyutlarda ve ¢ok miktarda olduklari i¢in karaciger ekstrahepatik dokulara gore
daha fazla kolesterol alip degrede eder (25).

ApoE proteinlerinin  ApoB-100 proteinlerine goére karacigerdeki LDL
reseptorlerine olan afinitesi ¢ok daha yiiksektir. Bu sebepten karaciger LDL
molekiillerinden ¢ok IDL molekiillerini alip degrede ettiginden LDL molekiillerinin

plazmadaki yar1 6mrii IDL molekiillerine gére daha uzundur (25).

2.4.5. Ters Kolesterol Tasinmasi

Ters kolesterol tasinmasi ekstrahepatik dokulardaki fazla kolesteroliin karacigere
veya VLDL ve IDL’ye aktarilmasini saglayan mekanizmadir (16). Kolesterol hiicrede
fazla miktarda bulundugunda hiicre igin toksik etki olusturmaktadir. Ters kolesterol
tasinmas1 mekanizmast ise hiicredeki kolesterol dengesinin kurulmasini saglar (19). ilk
kez Glomset bu mekanizmada HDL’nin etkili lipoprotein oldugunu belirtmis ve

mekanizmada Onemli rol oynayan lektin-kolesterol agiltransferaz enzimiyle ilgili
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calismalar yapmustir (38). HDL sadece karacigere kolesterol tasimamakla birlikte steroid
hormonlari iireten adrenal bez, testis ve overlere de tasima yapar (18). Hiicredeki serbest
kolesterol ATP baglayici kaset alt ailesi G eleman1 1 (ABCG1) ve Scavenger-Bl (SR-BI)
proteinleri tarafindan yeni sentezlenmis HDL’ye verilir. Ancak yeni sentezlenmis
HDL’ye kolesterol aktarimi ABCAI1 proteininin gorevidir. ABCA1 olgun HDL’ye
kolesterol veremez (19). Hiicreden gelen serbest kolesteroller diskoidal ve kiiresel

HDL ler ile etkilesime gecen LCAT enzimi aktivitesiyle esterlestirilirler (39).

Ters kolesterol tasinmasina dair iki hipotez vardir; difiizyon temelli ve reseptore
bagli. Diflizyon temelli tasinmada direkt lipoproteinden difiizyon yoluyla ilgili dokuya
kolesterol gegisi oldugu diisiiniiliirken reseptore bagli hipotezde ise HDL’ye yiiksek

affinite gosteren HDL baglayan protein tarafindan kolesterol karacigere alinir (39).

Karacigere alinan kolesterol safra asitlerine c¢evrilerek, tekrardan serbest

kolesterole ¢evrilerek veya lipoprotein sentezinde kullanilarak geri doniistiiriilebilir (39).
2.5. KOLESTEROL KONSANTRASYONUNUN DUZENLENMESI

Kolesterol biyosentezi hiicresel kolesterol konsantrasyonuna bagli olarak
diizenlenir. Karaciger dokularinda ve plazmada kolesterol miktar1 arttig1 zaman kolesterol
biyosentezi inhibe edilerek azalmasi saglanir. Kolesterol konsantrasyonunun fazla oldugu
durumlarda konsantrasyonu azaltmak igin HMG-KoA rediiktaz enziminin geri
beslenmesiyle, katalizledigi tepkime sonucu olusan mevalonatin sentezi engellenerek

kolesterol biyosentezi inhibe edilmis olur.

Bu diizenleme sistemi disinda biyosentez i¢in oldukca dnemli olan HMG-KoA
rediiktaz enziminin parcalanmasinin arttirilmasiyla, mRNA’sinin ve translasyonunun
azaltilmasiyla da enzimin varlig1 azaltilir ve bdylece biyosentezin normalden daha az

olmast1 saglanir.

Ayrica HMG KoA rediiktazin aglik durumda adenin mono fosfat (AMP)

tarafindan aktive edilmis protein kinaz tarafindan fosfatlanmasi ile de inaktive edilir (40).

Viicuttaki kolesteroliin diizenlenmesi ayrica hepatik ve ekstrahepatik hiicrelerdeki
LDL reseptorlerine de baghdir. Ekstrahepatik dokularda hiicre kolesterole ihtiyag
duydugu anda LDL reseptor sentezi ve hiicre igerisine LDL alimi artar (29). LDL

reseptOrlerince hiicreye alinan LDL hiicre i¢i kolesteroliin artmasina neden olacagi i¢in
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hiicredeki HMG-KoA rediiktaz enziminin gen transkripsiyonunu suprese ederek (28)
enzimi inhibe eder ve hiicrenin kendi kolesteroliinii tiretmesini engeller. Bunun disinda
hiicredeki kolesterol artisiyla birlikte kolesteroliin esterlesmesini katalizleyen ACAT
aktive olur ve hiicredeki kolesteroller esterlestirilerek depo haline getirilirler. Yine
kolesterol artig1 nedeniyle LDL reseptor sentezi inhibe edilerek disaridan da kolesterol
alinmasi1 engellenir. Bdylece hiicre i¢i kolesterol dengelenmis olur (25, 31). LDL
molekiiliiniin sterol kontrol edici elemente baglanan proteininin (SREBP) yolagini inhibe
etmesi LDL reseptdr sentezinin inhibe eder. SREBP’ye bagli diizenleme plazma

LDL’sini azaltan statin aktivasyonu i¢in 6nemlidir (28).

Hepatik dokularda ise karacigerin kolesterol ihtiyacina gore LDLR diretimi
diizenlenir. LDLR miktarina bagl olarak karacigere alinacak kolesterol miktar1 belirlenir.
Eger karaciger igerisinde yeterince de novo kolesterol sentezi yapilamiyorsa ve/veya
plazma LDL seviyeleri yiiksekse karaciger LDLR iiretip plazmadaki LDL’leri alir. Ancak
karacigerde yeterince LDL varsa LDLR {iretimini indiikleyerek igerisine kolesterol

alinmamasini saglar (41).

Bu kontrol mekanizmasi sterol kontrol edici elemente baglanan proteinler

(SREBP’ler) ve karaciger X reseptorii (LXR) olarak adlandirilan iki protein ile iliskilidir.

SREBP’ler kolesterol biyosentezindeki HMG-KoA rediiktaz, HMG-Ko0A sentaz
gibi enzimlerin transkripsiyonunu kontrol etmekle birlikte LDL reseptoriiniin de
transkripsiyonunu kontrol eder. SREBP1a, SREBP1c ve SREBP2 olmak iizere ii¢ ¢esit
SREBP vardir. SREBP’lerin hedef genin sentezlenmesini diizenlemeleri i¢in en 6nemli
kisimlar1 N-terminal bolgeleridir. Yapilan ¢alismalarda N-terminal ucu olmayan SREBP
proteinlerinin ilgili gen bolgelerine baglanamadigi tespit edilmistir (42). SREBP-1
proteini sterol diizenleyici element-1’e (SRE-1) baglanarak LDL metabolizmasinin son
asamast olan LDL’nin reseptorii tarafindan hiicre icerisine alinmasi asamasini diizenler
(43). Hiicresel kolesterol miktar1 azaldiginda SREBP1 SRE-1’i aktive eder ve LDLR nin
transkripsiyonu aktif edilir. Bu aktiviteyle birlikte LDL alim1 saglanmis olur.

Karacigerde ise SREBP1 proteininden daha ¢ok olgun SREBP2 proteini bulunur.
SREBP2’nin HMG-KoA rediiktaz, HMG-KoA sentaz ve LDLR mRNA miktarlarini
arttirdig1 tespit edilmistir (42).
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Sekil 2.5.-1. Insanda Bulunan SREBP1a ve SREBP2 Proteinlerinin Domain Yapis1 (42).

LXR ise aktivitesini gosterebilmek i¢in retinoid X reseptoriiyle (RXR)
heterodimer yap1 olusturmak zorunda olan niikleer hormon reseptoridiir. Olusan
heterodimer yapi hedef genlerinin LXR sorumlu elementlerine (LXRE) baglanarak
aktivitesini gosterir. Olusan heterodimer yapiya kolesterol, oksisterol gibi bir ligandin
baglanmasiyla yapiya bagli olan ko-represor yapidan uzaklasir ve ko-aktivator yerlesir.

Boylece yap1 hedef geni aktive eder (44).

LXR, LDLR’nin indiiklenebilir degrede edici molekiilii (Idol) olarak adlandirilan
bir ubikuitin ligazin transkripsiyonunu aktive ederek LDLR ’nin sitoplazmik domaininin
ubikuinasyonunu tetikler. Bu mekanizmanin sonucunda LDLR degrede olur. Sonug

olarak hiicreye kolesterol alinmasi engellenmis olur (45).

Kolesterol biyosentezi ayni zamanda {i¢ ayr1 yolla safra asitleri tarafindan da

kontrol edilir;

a) Safra asitleri kolesteroliin absorpsiyonunu saglayarak biyosentezini inhibe eder.
Safra asitlerinin eksikliginde ise tam tersi mekanizma gercekleserek kolesterol
biyosentezi artar.

b) Safra asitleri kolesterolden sentezlenirler. Viicutta fazla miktarda safra asidi
oldugu durumda safra asidi sentezi inhibe olur. Safra asidlerinin sentezi inhibe
oldugu durumda viicuttaki kolesterol miktar1 artar. Artan kolesterol miktar1 da
kolesterol biyosentezini inhibe eder.

c) Safra asitleri direkt olarak kolesterol biyosentezinin bazi basamaklarini

etkileyerek kontrol ederler (16).
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2.6. KISA RNA’LAR

2000’11 yillarin bagindan beri yapilan hiicre ve transkriptom ¢alismalarinda bilinen
uzun RNA’lar disinda daha kisa niikleotid dizilerinden ve farkli yapilarda olan kisa RNA
dizilerinin oldugu tespit edilmistir. Kisa RNA’lar riboniikleaz IIT (RNase I11) tip enzimleri
tarafindan katalizlenen ¢ift zincirli RNA’larin islenmesi sonucu olusan yaklasik 19-28

niikleotid uzunlugunda olan protein kodlamayan RNA’lardir (46).

Insanda hem hiicre igerisinde bulunup hem de dolasimda bulunan RNA’lar
kesfedilmistir; transfer RNA (tRNA), ribozomal RNA (rRNA), miRNA, yRNA
fragmentleri. Bu RNA’lardan tRNA ve mRNA kisa RNA’lar grubunda yer almamaktadir.
Yukarida belirtilmis kisa RNA’lar disinda insan genomu tarafindan traskripte edilen diger
kisa RNA; kisa miidahale edici RNA (siRNA), piwi ile etkilesen RNA (piRNA), kii¢iik
niikleer RNA’lar (snoRNA ve snaRNA) ve bilinen en uzun kisa RNA’lar olan uzun
kodlama yapmayan RNA’lar (IncRNA)’dir (47).

Kisa RNA’larin kesfedildigi yillarda bu RNA’lar ii¢ ana grupta toplanmis olup
bunlar; siRNA’lar, piRNA’lar ve miRNA’lardir (48).

siRNA’lar miRNA’lardan sonra en ¢ok calisilan kisa RNA grubu olup 20-30
niikleotidden olusurlar. Uzun ¢ift zincirli RNA’lardan sentezlenirler (46). Somatik
hiicrelerde ve germline hiicre hatlarinda bulunurlar. Goérevleri viriis, transpozon ve
transgen gibi genomun stabilitesini tehlikeye sokan yapilardan genomu korumaktir.

Sentezlenmeleri organizmanin bu yapilara maruz kalmasiyla tetiklenir (48).

piRNA’lar ise miRNA ve siRNA’lardan farkli olarak somatik hiicrelerde
bulunmay1p sadece germline hiicre hatlarinda bulunurlar ve tek zincirli RNA yapisina

sahiptirler (48).

snoRNA’lar ise hiicre ¢ekirdeginde bulunup RNA’nin kimyasal modifikasyonu,
telomer kararliligi, preribozomal RNA (pre-rRNA) nin iglenmesi ve mRNA’nin alternatif
kirpilmas1 gibi molekiiler fonksiyonlar1 vardir. snaRNA ise ¢ekirdekte yer alan ve

telomeraz aktivitesinde dnemli role sahip Cajal cisimcigine 6zgii niikkleer RNA’dir (49).

yRNA ise RNA polimeraz III aktivitesiyle transkripte olan yaklagik 83-112
niikleotidden olusan kisa RNA’dir. Hiicrede deoksiboniikleik asit (DNA) replikasyon
kompleksinin olusumunda, hatali katlanan RNA’lara saperonluk yapma, 5S rRNA’larin

kalite kontroliinde gorevli olduklar1 bilinmektedir. Bu RNA’lardan olusan fragmentler

16



insan serum ve plazmasinda goriiliip ekstraselliiler RNA paketlerinde de goriilmiistiir
(50).

mRNA, tRNA ve rRNA’dan sonra bilinen en uzun RNA’lar olan IncRNA’lar 200
niikleotidden fazla niikleotidden olusan RNA’lardir. Insan transkriptomunun en az
anlasilir kismint olustururlar. Kesfedildikleri zaman uzun kodlama yapmayan RNA’lar
olarak adlandirilmis olsalar da kodlama yapabilen RNA’lar olduklar1 bilinmektedir.
Cekirdekte bulunup mRNA’lara kiyasla ekspresyon seviyeleri oldukca diisiiktiir. Dokuya
0zgl olduklart icin kanser i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir

(51).
2.7. MIKRO RNA’LAR

mikroRNA’lar (miRNA) yaklasik 21-25 niikleotidden olusan kodlama yapmayan
(52) tek zincirli niikleotid yapilaridir. Bilinen biyolojik fonksiyonlar1 hedefleri olan
mRNA’larla etkilesip onlarin ekspresyonunu baskilamaktir (53). Birden fazla gesitte
miRNA’nin aynt mRNAya baglanabilmekle birlikte tek bir miRNA ¢esidinin de birden
fazla mRNA’ya baglanabilir (46). Hedefleri olan mRNA’lara 3° gevrilmeyen bolge (3’
UTR= 3’ untranslated region) ucundan baglanirlar. miRNA’nin 5’ ucuyla mRNA’nin 3’

UTR ucu arasindaki tamamlayiciligin orant mRNA’nin gelecegine karar verir (54).

miRNA’lar Lee ve arkadaslarinin 1993°te (52) Caenorhabditis elegans (C. elegans)
ile yaptiklar1 ¢alismayla kesfedilmistir. Bulunan ilk miRNA lin-4 geninin kodladig:
miRNA’dir. Bu gendeki mutasyon ile ilgili yapilan ¢alismalarda genin kopyalanmasi
sonucu 21-22 niikleotid uzunlugunda RNA kodladigi tespit edilmistir. 2000 yilinda
Ruvkun ve arkadaslari tarafindan insanda da boyle bir yapi (let-7) oldugu kesfedilmistir.
Bu kiiclik RNA’lara kisa gecici RNA’lar (stRNA) ad1 verilmistir (55). Daha sonra baska
kiiciik RNA’larin tespitiyle de isimleri miRNA olarak degistirilmistir.

miRNA’larin embriyogenesis (56), hiicre proliferasyonu, apoptoz (57), kanser (58)
ve tip II diyabet, obezite, ateroskleroz gibi metabolik hastaliklarla ve karaciger-yag
metabolizmasiyla (59) iliskili oldugu yapilan calismalarla tespit edilmistir. Ornegin
mMiRNA-1 kalp dokusuna 6zgii bir miRNA olup normal sag ventrikiiler gelisimi ve
septasyonundan sorumlu olan ifade edilmis kalp ve sinirsel krest tiirevleri 2
(HAND2=heart and neural crest derivatives expressed 2) geninin mRNA’sini1 baskilar.

MIRNA-1 disinda miRNA-133 de sag ventrikiiler gelisimi ve septasyonunu diizenler. Bu
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durum biyolojik mekanizmalarin birden fazla miRNA tarafindan kontrol edildigini

gosterir (60).

Hastaliga dair molekiiler ipuclari olan biyolojik yapilara biyobelirte¢ denir.
Hastaliklarla iliskisi belirlenen miRNA’lar iki ayr sekilde degerlendirilmeye
baglanmistir. Bu miRNA’larin varligi ya da yoklugu hastalik varligin1 gosterebilir.
miRNA’larin da insan serum, plazma, idrar gibi biyolojik sivilardaki varlig1 biyobelirte¢
olarak kullanilmalarin1 olanakli kilar (59, 61). Hastaliklar ve miRNA arasindaki iliski
hakkindaki caligmalarin yeni hedefi miRNA’larin hastaliin  kesin tanisinin
konulmasinda kolaylikla yardimci olup olamayacagiin incelenmesidir ve bdylelikle

hastaliklara 6zgii biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek miRNA’larin tespit edilmesidir.

miRNA’larin hastaliklarla iligkisi anlasildiktan sonra terapdtik olarak kullanilip
kullanilmayacag1 da baska bir arastirma konusu olmustur. Ornegin; bircok miRNA nin
hipertrofi, kalp yetmezligi, ateroskleroz gibi ciddi kalp rahatsizliklarin patofizyolojisinde
gorev aldiklar1 bilinmektedir (60, 62). Etkili miRNA ekspresyon diizeylerinin arttirilmasi
ya da azaltilmasi ile hastaliklarin 6niine gecilmesi hedeflenmektedir. Bunun igin ¢esitli
teknolojiler gelistirilmistir.  MIRNA Mimic teknolojisi yeterli sentezlenemeyen
miRNA’nin sentetik sentezine dayanan ve hedefi olan mRNA’ya 3° UTR ucundan
baglanarak miRNA’nin etkisinin gosterilmesini saglar. Bilindigi {izere ayni miRNA
birden fazla mRNA’ya etki edebilir. Bu sebeple gene spesifik olmayan miRNA’larin
sentetik sentezi %100 giivenilir olmaz (63). Bu teknikle yeterli eksprese olmayan
miRNA’lar i¢in bir ¢dziim bulunmus olmakla birlikte fazla miRNA ekspresyonundan
olusan hastaliklarin ¢6ziimii i¢in ise anti-miRNA teknigi gelistirilmistir. Bu teknik
antisense inhibitor oligoniikleotid (AMO) sentezlenmesine dayanir. AMO’larin amaci
karsiliklarina gelen miRNA’y1 bilinmeyen bir mekanizmayla degrede etmektir (63).
AMO teknolojisi diginda 2006 (64) yilinda Orom ve arkadaslar tarafindan gelistirilen
kilitli niikleik asit (LNA= locked nucleic acid) sisteminin amaci ise bir oksometilen
araciligiyla riboz sekerinin 2. ve 4. karbonlarindan konformasyonel olarak degistirilmesi
sonucu anti-miRNA’larin niikleaz aktivitesine karsi dayanikliligimi — arttirmak,
engelleyecekleri miRNA’lara olan baglanma afinitesini arttirmak ve biyolojik

sistemlerde diisiik toksisite olmasin1 saglamaktir.
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2.7.1. miRNA’larin Biyogenezi

Yapilan genomik calismalardan bilindigi iizere genom protein kodlayan ve
kodlamayan bdlgeler olan sirastyla ekson ve intron olarak adlandirilan bolgelere sahiptir.
mRNA transkripsiyonu sirasinda intron bolgelerin den de sentezlenme yapilip alternatif
kirpilma islemiyle mRNA’nin genomik intronlardan sentezlenmis kisimlar1 ¢ikartilir.
Ancak miRNA’lar mRNA’larin intron kisimlarindan kodlanip RNA polimeraz 11
aktivasyonunda transkripte olurlar (64). miRNA’larin sentezlenmesi i¢in dncelikle kendi

promotor bolgelerini de transkripte etmesi gerekir (65).

Sitoplazma
RISC yiiklenme
\ RISC
e W RISC e RISC
Tam eslesme "_g_:} \/TJ{!;/{_ Tam olmayan eslesme
| @ | |
_J
mRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmas:

Sekil 2.7.1-1. miRNA Biyogenezinin ve miRNA’larin mRNA’lar1 Diizenlemesinin
Sematik Ozeti (66).

miRNA biyosentezinin ilk asamasi; mRNA’larin intronlarindan ¢ekirdekte
transkripte olup miRNA’nin Onciil yapist olan primer-miRNA (pri-miRNA)’larin
sentezlenmesidir. pri-miRNA’lar yaklasik 60-80 niikleotid uzunlugunda olup kendi
icerisinde katlanmasi nedeniyle sa¢ tokasi yapisina sahip ¢ift zincirli RNA’lardir (67).

pri-miRNA transkripte olduktan sonra ¢ekirdekte bulunan RNase Il endoniikleaz ailesine
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mensup 130-160 kDa agirhiginda bir enzimdir. N-terminal ucunda prolin, serin ve
arjinince zengin bolgeler barindirmaktadir. Drosha, DiGeorge Sendromu Kritik Kontrol
Geni 8 (DGCR8=DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) ile kompleks olusturarak
sa¢ tokasi yapisina sahip ¢ift zincirli pri-miRNA’y1 keserek prekiirsor miRNA nin (pre-
miRNA’nin) olugmasini saglar. Drosha’nin pri-miRNA’da kestigi bolgeler spesifik olup
secimin nasil yapildigina dair mekanizma agiga kavusmamistir (67). Olusan komplekse
mikroislemci (microprocessor) denir (68). DGCRS8’nin Drosha ile olusturdugu
komplekste RNA baglayict molekiil olarak gorev yaptigi diisiiniilmektedir. DGCRS,
insanda 22. kromozomun ql1 bdlgesinde bulunan DiGeorge sendromu kromozomal
bolgesinde tespit edilmistir. Drosha enziminin iki katalitik bolgesi olup bunlardan RNase
Il domain a (R111Da) pri-miRNA’y1 3’ ucundan keserken RIIIDD ise 5’ ucundan keser.
RIIIDa, RIIIDb’den iki niikleotid daha az kestigi i¢in 3’ bolgesinde fazladan iki niikleotid
olur ve bu bolge eslesmemis bolgedir. Drosha-DGCR8 kompleksi yaklasik 650 kDa olup
yapisinda iki molekiil Drosha, iki ya da daha fazla kopya DGCR bulundugu
diistiniilmektedir (67). Drosha-DGCRS8 kompleksinin biyogenezdeki rolii pri-miRNA
birikmesinin Drosha’nin veya DGCRS8’in knock down’unun sebep olabileceginin

bulunmasiyla anlasilmistir (68).

miRNA biyogenezinin ikinci agsamasi ise mikroiglemci ile kesilme sonucunda
sentezlenmis pre-miRNA’nin sitoplazmaya aktarilmasidir. Sitoplazmaya aktarim islemi
Ras ile iliskili niikleer protein-guanozin trifosfat (Ran-GTP) ve karyoferin ailesine
mensup (69) Exportin 5 ad1 verilen eksport proteini araciligiyla gerceklesir (65). Ran bir
kofaktor olup GTP’ye baghdir. Yi ve arkadaslart Exportin 5’in Ran-GTP olmadan pre-
miRNA’nin taginiminin yapilamadigini ile tagima i¢in 5° ucun olmasi ve 3’ ucunda 5° uca
kiyasla daha fazla niikleotid icermesi gerektigini deneysel olarak kanitlamiglardir (69).
Ayrica Exportin 5 sitoplazmaya tasinan pre-miRNA’nin ¢ekirdekte degrede olmasini
engeller (70). Tasimadaki gorevi Exportin 5’in aktiflesmesini saglamaktir. Exportin 5

ayni zamanda tRNA’nin da ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasindan sorumludur (71).

miRNA biyogenezinin ii¢iincii asamasi ise pre-miRNA’dan olgun miRNA’nin
olugmasinin saglanmasidir. Bu islem Dicer adi verilen temelde iki biiyiik monomerden
olusan homodimer yapili riboniikleaz III ailesine mensup enzim tarafindan yapilir. Dicer
218 kDa’luk bir enzim olup adenozin trifosfataz (ATPaz), helikaz,
Piwi/Argonaute/Zwille (PAZ), iki katalitik RNase III domaini ve ¢ift zincirli RNA

20



baglama domaini (dsRBD) olmak iizere alti fonksiyonel domaini vardir (72). PAZ
domaini pre-miRNA’nin 5’ ucundan fazla 2 niikleotide sahip 3’ ucun taninmasini saglar

(68).

Dicer
monomer 1

Dicer

Sekil 2.7.1-2. pre-miRNA ile Etkilesime Gegmis Dicer Enzimi (72).

Dicer enzimi Drosha gibi spesifik kesim yapamayip rastgele kesim yapar. Kesimi
sonucu iki adet yaklasik 22 niikleoid uzunlugunda olan miRNA’lardan olusan ¢ift zincirli
miRNA:MiRNA" dubleksi olusur. miRNA: miRNA" dubleksi biyogenez sirasinda olusan
gecici bir ara tirtindiir (67, 68).

Biyosentezin dordiincli asamasi ise miRNA’larin hedefleri olan mRNA’larla
etkilesim kurabilmeleri i¢in RNA tarafindan uyarilmis susturma kompleksi (RISC = RNA
induced silencing complex) olarak adlandirilan kompleksin olusmasidir. Biyokimyasal
analizler RISC yapisinda Dicer enzimiyle birlikte RNA baglayict bir molekiil olan
transaktive edici cevabi olusturan RNA baglanan protein (TRBP=Transaktivating
Response RNA Binding Protein) ve Argonaute 2 (Ago2) proteininin oldugunu
gostermektedir. Chendrimada ve arkadaslar1 TRBP’nin knock down edilmelmesi
sonucunda Dicer enziminin destabile oldugunu ve bunun sonucunda da miRNA
biyogenezinin devam etmedigini deneysel olarak ispatlamislardir. Ayrica Ago2, TRBP
ve Dicer’dan olusan yaklasik 500 kDa’luk kompleks yapiy1 da izole etmislerdir. Boylece
RISC yapisini olusturan proteinleri bulup bu yapiin RISC’nin katalitik bélgesi oldugunu
tespit etmislerdir (73). RISC yapisinda ayni zamanda GW 182 adi verilen bir molekiil
bulunur. Bu molekiilin gorevi Ago2 stabilizasyonunu saglamaktir (70). Dicer’in

olusturmus oldugu miRNA:MiRNA® dubleksinden sadece biri hedef mRNA’nin
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ekspresyonunu azaltmak iizere RISC yapisina katilir. RISC yapisina katilan miRNA
zincirinin nasil secildigi olduk¢a dikkat ¢eken bir arastirma konusu olmustur. miRNA
biyogeneziyle ilgisi yapilan ilk calismalarda miRNA:miRNA" dubleksinden sadece
birinin RISC yapisina girdigi digerinin ise degrede oldugu belirtilmektedir (65). Teorik
olarak degrede olmayacak miRNA’nin se¢imi 5’ ucundaki serbest enerji profili hangi
miRNA’nin degrede olacagini belirler. Termodinamik olarak tercih edilmeyen zincir
mMiRNA" olarak gosterilip bu zincirin degrede edildigi diisiiniilmektedir (74). Ancak
giiniimiize daha yakin tarihlerde yapilmis olan ¢alismalar miRNA:miRNA" dubleksinin
iki tek zincirli miRNA’sinin da farkli RISC’lere girerek farkli mRNA hedeflerinde
aktivite gosterdigini belirtmektedir (70). Daha onceki ¢alismalarda miRNA:miRNA”
dubleksindeki mMIiRNA” zincirinin degrede olmasmi kendisinin laboratuvarda
kopyalanamamas1 gerekge gosterilerek aciklanmisti. Ancak Aravin ve arkadaslarinin
meyve sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster larda yaptigi ¢alismada
miRNA:MiRNA" dubleksinin miRNA" dizisinin de varlig1 baska dokularda gériilmiis
olup dubleksi olusturan miRNA’larin farkli dokulardaki mRNA’lar1 etkiledigi

bulunmustur. Ayrica dublekste birbirlerinin tamamlayicist olan miRNA’larin canlinin

farkli gelisim zamanlarinda etkili oldugu da tespit edilmistir (75).

2.7.2. miRNA’larin mRNA’lar1 Diizenlemesi

miRNA’lar RISC kompleksinin igerisine yiiklendikten sonra tek baslarina
mRNA’lan diizenleyemezler. Bu kompleks ile birlikte diizenlenecek olan mRNA’ya
iletilirler. Bu RISC kompleksi mRNA’nin seed adi verilen, yiiksek oranda korunmus ve
6-8 niikleotitden olusan bir bolgesine (seed-site) baglanarak etkilesir (54). mRNA’nin 5’
ucunda yer alan bu bolgede 2-8 niikleotid eslesmesi miRNA’nin mRNA’y1 kontrol etmesi

icin yeterlidir (65).

miRNA’larn iki farkli mekanizmayla mRNA’larin ekspresyonunu negatif yonde
diizenledigi diistiniilmektedir. miRNA 5° ucuyla hedef mRNA’nin 3’ ucu tam anlamiyla

eslesebildigi takdirde mRNA’nin degrede olmasi i¢in komut verilmis olur (65).

MRNA degredasyonu deadenilasyon islemiyle baslar. CCR4-NOT ve poli(A)-
nikkleaz 2-3 (PAN2-PAN3) deanilaz kompleksinin RISC yapisinda yer alan GW182
proteini aracilifyla hedef mRNA’nin 3” ucundaki poli-A kuyrugunu degrede eder. Ikinci
asama ise mRNA islevsel hale getirilirken 5 ucuna eklenmis 7-metil guanozin (m7G)
bagligini degrede etmektir. DEAD-kutusu helikaz 6 (DDX6) ve CCR4-NOT kompleksi
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MRNA dekapaj edici protein 2 (DCP2=decapping mRNA 2) enziminin aktivitesiyle
degrede olur. mRNA degredasyonunun son asamasi ise 5°-3° ekzoriboniikleaz 1

(XRN1=5"-3" exoribonuclease 1) enzimiyle kalan kismin degrede edilmesidir (76).

Ancak bu islem i¢in miikemmel uyumun saglanmis olmasi1 gerekir. TargetScan,
PicTar, EMBL gibi veritabanlart mRNA ve miRNA eslesmelerini daha once deneysel
olarak bulunan eslesmeler referans alinarak algoritmik olarak hesaplayan veri
tabanlaridir. Bu veritabanlarinin yaptig1 hesaplamalara gore bilinen en yiiksek eslesme 7
niikleotidden olugmaktadir. Daha fazla sayida eslesebilen niikleotid sayist mRNA-
miRNA eslesmesinin spesifitesini arttiracaktir (77). Bu sebeple ikinci mekanizma olan
translasyonel baskilamanin insanlarda daha aktif oldugu diisiiniilmektedir. Translasyonel
baskilamanin iki sekilde oldugu tahmin edilmektedir; miRNA translasyonun baslangi¢
asamasindan sonra baskilamay1 yapar veya translasyon gerceklesir ancak yeni

sentezlenen polipeptid degrede edilir (65).

Tristetraprolin (TTP) adenin ve urasilce zengin mRNA’nin ekspresyonunu
kontrol ederek hedef mRNA’nin translayonunun baskilanmasini saglar. Tao ve Gao’nun
yaptig1 calismada TTP’nin bu islemi yapabilmesi i¢in 0karyotik baslatici faktor 4E2
(eIF4E2)’ye ihtiyact oldugu tespit edilmistir (78). Sadece eIF4E2 bu islem i¢in yeterli
olmay1ip degresyonda gorev yapan CCR4-NOT ve PAN2-PAN3 deanilaz kompleksi ile
RISC yapisinda yer alan GWI182 proteininin de olmasi gerekmektedir (79).
Translasyonun baskilanmasi igsleminde degresyonunu ilk asamasi olan deadenilasyon
etkilidir (76).

2.7.3. miRNA’larin Hiicre Disina Cikartilmasi

Mandel ve Métais 1948 (80) yilinda insan plazmasinda ekstraselliiler niikleik
asitlerin varligini kesfetmislerdir. miRNA’larin da kesfedildiklerinden yaklasik 15 sene
sonra serum, plazma, idrar, amniyotik sivi gibi insan Orneklerinde de var oldugu
kesfedilmistir. miRNA’lar sentezlendikleri hiicrelerden eksozom olusturarak veya HDL
gibi hiicreden tagima yapan molekiillere baglanarak ¢ikabilirler. Gibbings ve arkadaslar
miRNA’larin hedefleri olan mRNA’lara tasinmasi iglevinde gorevli RISC kompleksine
ait proteinleri bazi eksozomlarin i¢inde tespit etmis olup bu yapilarla da miRNA’larin

hiicre disina taginabildigini gostermislerdir (81).
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EXOmotif olarak isimlendirilen 6zel bir eksozom-siralama RNA motifi (GGAG)
bazi miRNA’larin 3’ ucunda bulunup onlarin eksozomlara yiiklenmesini saglar. Bu
motife sahip olmayan miRNA’lar ise transkripsiyon sonrasi modifikasyona ugrayarak
eksozoma yiiklenirler. Eksozomlarda genel olarak 3’ ucu uridillenmis miRNA

izoformlarina rastlanir (47).

miRNA’larin  kolaylikla wulasilabilen insan sivilarinda bulunmasi onlarin

biyobelirte¢ olarak kolaylikla kullanilmasina olanak saglar (59, 61).

2.7.4. miRNA-148a

MIiRNA-148a, miRNA148/152 ailesinin bir {iyesi olan olgunlagmis formu 22
niikleotidden olusan ve ilk kez Merkerova ve arkadaslar tarafindan hematopoetik kdk

hiicrelerde bulunan bir miRNA’dir (82).

= e cc - ag
gaggcaaaguucug ag cacu gacu cug u
a

cucuguuucaagac uc guga cuga gau u
a ac — a ag

@
miR-148a 44 - ucagugcacuacagaacuuugu- 65

Sekil 2.7.4.-1. (a) miRNA-148a’nin Sentezlendigi pre-miRNA-148a’nin ve (b) Olgun
MIiRNA-148a’nin Yapisi (83).

mMiRNA-148a insanda 7. kromozomun p15.2 bdlgesinde yer alir (22, 84). miRNA-
148a’nin mensup oldugu miRNA ailesi onkogen ve timor supresor genleri gibi davranir

(83).

[ 25a31 291 e [ 261571357
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Sekil 2.7.4.-2. miRNA-148a’nin 7. Kromozomunda Bulundugu Bolge (84).
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Yapilan ¢esitli ¢galismalarda miRNA-148a’nin ¢esitli hastalik ve metabolizmada
gorev aldig1 tespit edilmistir. Cheng ve arkadaslarmin 2012 (85) yilinda insan
serumlariyla yaptiklar1 ¢alismada miRNA-148a’nin osteoklastojenezi engelleyen V-maf
kas-portoneoziti fibrosarkom onkogen homologu B (MAFB= V-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homolog B) olarak adlandirilan genini inhibe ederek

osteoklastojenezi aktive ettigi tespit edilmistir.

2012 (86) yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise miRNA-148a’nin myoblast
farklilasmasinda inhibitor rol oynayan Protein kinaz ligeren Rho ile iligkili sargili sarmal
(ROCK1= Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1) olarak adlandirilan
kinaz1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi ve bu sayede myoblast

farklilasmasini arttig1 tespit edilmistir.

2013’te (87) Kozlowska ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise miRNA-148a’nin
Huntington hastaligina neden oldugu bilenen Huntingtin (HTT) genini regiile ettigi

bulunmustur.

2013 - 2017 yillar1 arasinda yapilmis ¢esitli calismalarda miRNA-148a’nin kanser

patofizyolojisini de diizenledigi tespit edilmistir.

2013 (88) yilinda Crohn hastalarindan alinan kan 6rnekleriyle yapilan ¢alismada
MIRNA-148a’nin insan 16kosit antijen (HLA) ailesinin bir tiyesi olan HLA-C genini
regiile ettigi ve saglikli kisilerle hasta kisiler kiyaslandiginda da miRNA-148a
diizenlemesinin fazla oldugu hastalarda insan bagisiklik yetmezlik viriistiiniin (HIV)

hastalig1 olusturma riskiyle anlamli bir sekilde ters orantili ¢iktig1 tespit edilmistir.

2015°de Li ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma (89) ile 2016’da Huang’in (90)
kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalariyla ve saglikli oldugu tespit edilmis
kisiler ile yaptig1 ¢alismada gruplar arasindaki miRNA-148a ekspresyonu arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir. Her iki yaymn da calismalar1 sonucunda
mMiRNA-148a’nin saglikli bireylere kiyasla hasta bireylerin serumlarinda daha az
miktarda bulunduklarini tespit ettiklerini agiklamaktadir. Bu ¢alismalara gére miRNA-

148a’nin az ekspresyonu agresif tiimor ile dogru orantilidir.
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MiRNA-148a sadece kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseriyle iligkili
bulunmayip timik epitelyal timorleriyle ve kolorektal tiimorlerle de iligkisinin oldugu

arastirtlmistir (91, 92).

2013’te Willer ve arkadaslar1 (93) miRNA-148a’ya ait bir tek niikleotid
polimorfizmini (SNP) inceleyerek bu miRNA’nin hatali olusmasiyla LDL, trigliserit ve

total kolesterol miktarlarinin etkilendigini tespit etmiglerdir.

Goedeke ve arkadaslar1 2015 (94) yilinda insan hepatosit hiicrelerinde (Huh7) ve
farelerde yaptig1 ¢alismalardan birine gére miRNA-148a’nin inhibe edilmesi anlamli bir
sekilde LDL kolesterol seviyesinin arttirmaktadir. Bununla birlikte ayn1 zamanda ATP
baglayic1 kaset transporter’t olan (ABCA), ABCAT1’in ekspresyonunu regiile ederek

serumdaki HDL kolesterol miktarinin azaltilmasina neden olur.

Goedeke ve arkadaglarmin 2016 (95) yilinda yayimladigi derlemeye gore
mMiRNA-148a promotorunun sterol kontrol edici elemente baglanan protein 1 (SREBP1=
Sterol regulatory element-binding protein 1) olarak adlandirilan proteinin baglanma

bolgelerini degistirerek kendi transkripsiyonunu diizenlendigi bilinmektedir.

En giincel yayinlardan biri olan Laffont ve Rayner’in makalesine gére miRNA-

148a’nin inhibisyonu hepatik LDLR ve ABCAI1 diizeyini arttirmakla birlikte LDL
kolesterol seviyesini azaltmakta ve HDL kolesterol seviyesini arttirmaktadir (96).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Orneklerin Secimi

Calisma, Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma Hastanesi Kalp ve
Damar Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvuran koroner arter hastaligi teshisi konulmus
kisiler ve check-up kontrolii i¢in yine aymi klinige basvuran saglikli kontrollerden
olusturulan iki grup tlizerine kurulmustur. Calismada miRNA-148a ekspresyon diizeyleri
ile LDL kolesterol seviyesi arasindaki iliski inceleneceginden Ornekler Mahley ve
arkadaslarinin 1995 yilinda Tiirkiye’nin lipid profili ile ilgili yaptig1 ¢alisma (97) ve Tiirk
Kardiyoloji Dernegi’nin (98) belirtmis oldugu referans degerleri degerlendirilerek LDL
kolesterol seviyesi 130 mg/dl’den diisiik (n=45) ve 130 mg/dl’den yiiksek (n=45) olarak
ikiye ayrilmistir. ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere iki grup arasindaki koroner arter

hasta sayisi ile kontrol kisi sayisi esit tutulmaya calisilmistir.
3.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

3.2.1. Kullanilan Sarf ve Ayra¢ Malzemeler
Bu tez galismasi sirasinda kullanilan tiim sarf ve ayra¢ malzemeler kullanildiklar
yontemlere gore ayrilip basliklar altinda yazilmistir. Tiim yontemlerde ise otomatik pipet

kullanimi i¢in pipet ucu kullanilmistir.

3.2.1.1. miRNA izolasyonu

mikroRNA Izolasyon Kiti (miRNeasy Serum/Plazma Kit, Qiagen): Trizol
(Quiazol, Qiagen), Kloroform (Sigma Aldrich) %100 Etanol (Sigma Aldrich), miReasy
Spike in kontrol (MiRNA39, Qiagen). Izolasyon ic¢in kullanilan RWT Tamponu
Guanidine tuzu igerir ve islemden hemen 6nce 44 pl ethanol eklenerek hazirlanir. RPE
Tamponu izolasyon sirasinda kolonlarda kalan tuz ve kalintilar1 uzaklastirmak icin

kullanilir ve 30 pul etanol eklerek hazirlanmistir.

Tamamlayict DNA (cDNA=complementary DNA) reverse transkirpsiyon Kiti
(miScript Il Kit, Qiagen): RNase free su, miScript HiFlex Buffer, niikleik asit mix’i,

miScript Reverse Transkripsiyon mix’i.
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3.2.1.2. Flurometre ile miRNA Diizeyi Belirleme

miRNA 06zgii Reagent ve miRNA tamponu ile ¢aligma soliisyonu hazirlandi.
Cihaz kalibrasyonu 10 ng/ul rRNA igeren standart 1 ve 250 pg/ul rRNA standart 2
kullanilarak yapildi. Olgiim yapilirken ¢alisma soliisyonu ve dl¢iimii yapilacak RNA 500
ul’lik Qubit tiiplerine konuldu. (Qubit 3.0 microRNA Assay kit, Invitrogen, Thermo

Fisher Scientific Inc).
3.2.1.3. NanoDrop ile miRNA Saflik Tayini

DNase-RNase free 18m Q su.

3.2.1.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cihazi ile miRNA

Ekspresyon Diizeyi Belirleme

microRNA Universal Primer (Qiagen), miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen),
microRNA Primer Assay (miRNA-148a, Qiagen), microRNA Housekeeping Assay
(SNORDG68, Qiagen), Real Time PCR 96 Well Plate (Thermo Fisher Scientific Inc),
DNase-RNase free 18m Q su, Microamp Clear Adhesive Film.

3.2.2. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij (Centrifuge 22R, Beckman Coulter), NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc), Fluorometre (Quibit 3.0, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc),
Gergek Zamanl PZR (Fast Real Time 7500, Applied Biosystems), +4 °C Buzdolab1
(Haier), —20 °C Buzdolab1 (Haier), -80°C Buzdolab1 (Haier), VVorteks (V.I. Plus Biosan),
Otomatik Pipet Takimi (Thermo Fisher Scientific Inc).

3.3. Yontemler

3.3.1. Serumdan miRNA izolasyonu
miRNA izolasyonu i¢in hasta ve saglikli goniillillerden diiz tiipe alinan kanlar

ornekleri 4500rpm’de 15 dk santrifiij serum elde edilerek ¢alisma yapilana kadar -80 °C
‘de saklandu.

Serum oOrnekleri -80 °C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziinmeye birakildiktan
sonra izolasyon kitinde belirtildigi gibi 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibe edilen serumlardan
200 pl steril ependorflara alindi, iizerlerine 1000 pl liziz ¢dzeltisinden (Qiazol Lysis

Solution) eklendi ve ¢alkalandi. Bu islemden sonra 6rnekler oda sicakliginda 5 dk
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bekletildi ve iizerine stok olarak hazirlanan 3,5 pl “miReasy Spike in kontrol” (1.6 x 10®
kopya/ul) ilave edildi. Orneklere 200 ul kloroform eklendikten sonra &rnekler 5 dk
vorteks cihazi ile ¢alkalandi ve oda 1s1sinda 3 dk bekletildi. Sonrasinda 6rnekler +4 °C’de
12.000g’de 15 dk. santrifiij edildi. Ustte bulunan renksiz stvidan 600 pl alinarak temiz
ependorflara alindi. Ayrilan berrak karistma 900 pl %100 etanol eklendi ve vortexle
karistirildi. Bu karisimdan 700 pl alinarak kolonlarin iistiine konulduktan sonra oda
sicakliginda 15 sn 8000g’de santrifiij edildi ve ayn1 islem tekrarlandi. Kolonlarin iizerine
700 ul RWT tamponu eklendikten sonra 15 sn 8000g’de yapilan santrifiij isleminden
sonra supernatant atildi. Ayni islem 500 pl RPE tamponu eklenerek tekrarlandi. Ayni
kolonlara 500 pl % 80 etanol eklendi, 2 dk 8000g santrifiij edildi, supernatant atildu.
Kolonlar yeni tiiplere yerlestirildi ve kuru olarak 5 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi.
Son olarak tizerine 14 pul RNA free su koyuldu. Ardindan tiiplerin 1 dk en yiiksek hizda
santrifiijlenmesiyle mikroRNA izolatlari elde edildi.

3.3.2. cDNA Eldesi

Elde edilen miRNA izolatlarina ters transkripsiyon islemi (Tablo 3.3.2-1)
uygulanarak (miScript Il Kit, Qiagen) cDNA’ya ¢evrildi (Tablo 3.3.2-2). RNA free su ve
miElde edilen 6rnekler ¢alismaya kadar -20°C ‘de saklandi (99).

Tablo 3.3.2-1. cDNA Sentezi i¢in PZR

5x miScript HiFlex Buffer 4 ul
10x miScript Nucleic Mix 2 ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul
RNA free su 10,5 ul
miRNA 1,5 ul
Toplam: 20 ul
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Tablo 3.3.2-2. ¢cDNA Sentezi i¢in Inkiibasyon Kosullar1

60 dk 37°C
5dk 95 °C
o0 95°C

3.3.3. miRNA Saflik Tayini

NanoDrop2000 cihazi ile DNase-RNase free 18m € su kullanilarak blank
alindiktan sonra tim miRNA’lardan sirayla 1’er pl alindi ve 260-280 nm dalga boylarinda
Olgtimlerinin yapilmasiyla cihaz tarafindan hesaplanmis optik yogunluk (OD260/OD2g0)
orani degerlendirilerek miRNA’larin saflig1 belirlendi. Saflik degeri OD26s0/ OD2go degeri
2’den biiylik olan 6rnekler uygun olarak kabul edildi (100).

3.3.4. miRNA Miktarlarinin Belirlenmesi

miRNA miktarlar1 flurometrik bir cihaz olan Quibit 3.0 (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific Inc) ile olgiilerek belirlendi. Bu islem igin Qubit microRNA Assay
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc) kullanildi. Kite ait miRNA tamponundan 199
ul ve miRNA Reagent ¢dzeltisinden 1 pl alinarak calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Olgiim
yapilmasi i¢in tanitilmasi gereken standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda hazirlanmis
calisma soliisyonundan 190 pl alinip lizerine 10 pl standart soliisyonu 1 eklenerek ilk
standart hazirlanmis olup ikinci standart i¢in 190 pl caligma soliisyonuna 10 pl standart
soliisyonu 2 eklendi. Iki standart ¢dzeltisi oda sicakliginda 2 dk bekletildikten sonra

cihaza tamtilmistir.

Olgiimii yapilacak her miRNA igin farkli Qubit tiiplerine 198 ul calisma ¢ozeltisi
tizerine 2 pul miRNA eklenmistir (101).

3.3.5. Es Zamanh PZR Cihaz ile miRNA Ekspresyon Analizleri

miRNA ekspresyon caligmalari igin Fast Real Time 7500 (Applied Biosystems)
cihaz1 kullanilmistir. miRNA ekspresyon seviyelerini karsilastirmak delta Ct (ACT) ve
kat degisimi farklarin1 hesaplamak igin bir internal kontrol (housekeeping assay,
SNORDG68) kullanilmigtir. Livak formiiliiniin hesaplanmasinda kullanilan AACT
degerinin hesaplanmasi i¢in kontrol grubundaki tiim 6rneklerin ifade diizeyi degerlerinin
ortalamasi alinarak meta kontrol olusturulmustur. Calismada kullanilan tiim bireylerin

ACt degerlerinden meta-kontroliin  ACt degeri c¢ikartilarak AACT degerleri
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hesaplanmistir. miRNA ifade diizeyi belirleme hesaplamalar1 Livak formiilii (274A¢V)

kullanilarak yapilmistir (102). Livak formiiliiniin de In tabaninda logaritmasi (In[2(-

AACT)]) alindiginarak miRNA ifade diizeylerinin kat degisimleri hesaplanmistir.

Syber Green (miScript SYBR Green PCR, Qiagen) ile isaretlenmis cDNA dizisine
analiz edilecek miRNA primeri (miRNA-148a, Qiagen) ve miRNA endojen kontrol
(housekeeping) primeri (SNORDG68, Qiagen) baglanmasi sonucunda cihaz tarafindan

cyber green boyasinin floresan 1s1ma miktari saptanilmasi ile gergeklestirilmistir (103).

Tablo 3.3.5-1. miRNA Ekspresyon Analizleri icin Hazirlanan Igerik

SYBR Green PCR Mix 12,5ul
miScript Universal Primer 2,5 ul
miScript Primer Assay 2,5 ul
RNAase free su 2,5 ul
cDNA 5 ul
Toplam: 25 ul

Tablo 3.3.5-2. miRNA Ekspresyon Analizleri i¢in Gereken Dongii Kosullari

Denatiirasyon 95°C 15 dk

Dongii Evresi 94 °C 15sn
55°C 30sn 40 dongii
70°C 34 sn

Melt Curve Evresi 95°C 30sn

3.3.6. Lipid Profillerinin Olciilmesi

Plazma Kkolesterol, trigliserit, VLDL, LDL ve HDL diizeyleri Marmara

Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Anabilim Dali
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Laboratuvarlarinda bulunan klinik otoanalizatorler ile enzimatik yontemler kullanilarak

Olciilmiistiir.

3.3.7. istatistiksel Analiz

Bu tez ¢alismasinda LDL kolesterolii 130 mg/dl’den diisiik ve yiiksek degerlere
sahip olmak iizere iki ayr1 grup miRNA-148a ifade diizeyinin LDL kolesterol seviyesi
tizerine etkisinin arastirilmasi igin olusturuldu. Bu iki grubun miRNA-148a ifade
diizeylerinin ve lipid seviyelerinin ortalamalarinin kiyaslanmasi igin ikili bagimsiz
orneklem student t testi ve ifade diizeylerinin total kolesterol, trigliserit, VLDL, HDL ve
LDL seviyeleri arasindaki korelasyonlarin belirlenmesi i¢in uygulanan iki degiskenli
Pearson korelasyon testi lisansli SPSS 25.0 paket programinda uygulanmistir. Ayrica
gruplara ait demografik veri analizi i¢in de aym1 programdaki ikili bagimsiz 6rneklem

student t testi, Ki-kare, pearson ve fisher exact testleri kullanilmustir.

Ayrica iki grup arasindaki miRNA-148a ifade diizeyleri Alict Isletim
Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic=ROC) analiziyle de incelenmis olup bu

analiz lisansli MedCalc paket programiyla yapilmistir.

Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak belirlenmis olup p degerinin 0,05’ den kiigiik

oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsmaya Ait Demografik Veriler

Bu tez ¢alismasina goniillii olarak katilmig bireylere ait demografik veriler tablo

4.1.-1°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1.-1: LDL 130 mg/dl Ustii ve LDL 130 mg/dl Alt1 (Kontrol) Gruplarina Ait

Demografik Veriler

LDL<130 mg/dl
>
Grup (Kontrol) LDL (nii%)mg/dl p degeri
(n=45)
L % 71,1 /% 28,9 % 60/ % 30
et (R (n=32)/ (0=13) | (n=27)/ (n=18) 0055
Yas (Yi) 56,47+14,459 61,33+12,008 0,086
Viicut Kitle Indeksi
. 28,5767+5,62237 27,8422+4,362
(VKI) (kg/m?) 8,576745,6223 8 ,36233 0,491
Viicut Yiizey Alani
1,9127+0,18944 1,8549+0,16671
(VYA) (m?) 9 0,189 ,8549+0,166 0,128
kullanan %489 %31.8
(n=22) (n=17)
Sigara 0,288
% 51,1 % 62,2
kullanmayan (n=23) (n=28)
var % 35,6 % 24,4
. (n=16) (n=11)
Diabet 0,250
ok % 64,4 % 75,6
y (n=29) (n=34)
var % 8,9 % 11,1
(n=4) (n=5)
KoAH 0,725
ok % 91,1 % 88,9
y (n=41) (n=40)
% 24,4 % 11,1
, var (n=11) (n=5)
Kolesterol Ilaci % 756 %889 0,098
0 y 0 H
yok (n=34) (n=40)

n=06rnek sayisi, + SD (Ortalama+Standart Sapma), E/K =Erkek / Kadin
* Gruplar aras1 farklilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz orneklem student t-testi ile
incelenmistir.

Yukarida verilmis olan tablo incelendiginde iki grubun demografik verilerinde
istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmemis olup gruplarin demografik 6zelliklerinin

birbirlerine olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. Her iki grubun cinsiyet dagilimi
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(p=0,055); yas (p= 0,086), viicut kitle indeksi (p= 0,491), viicut yiizey alan1 (p=0,128)
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmemektedir. Bu
bilgilerin haricinde her iki grubun sigara kullanma orani (p=0,288), diyabet tanisi
(p=0,250), KoAH tanis1 (p=0,725) ve kolesterol ilac1 kullanma oraninda da (p=0,098)
istatistiksel olarak anlamliliga sahip herhangi bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.1.-1).

Tablo 4.1.-2. Lipit Degerleri Ortalamalarmin LDL 130 mg/dl Ustii ve LDL 130 mg/dl
Alt1 (Kontrol) Gruplar1 Arasinda Kiyaslanmasi

LDL 130 mg/dl iistii LDL 130 mg/dl alt1
p degeri ] %95 Giiven Arahg:
(n=45) (n=45)

Toplam "

232,33+31,292 159,40+38,781 0,000 58,171 - 87,696
Kolesterol

Trigliserit 184,04+81,294 129,60+83,680 0,002" 19,882 - 89,007
VLDL 36,53+15,690 26,22+16,653 0,003" 3,533 - 17,089
HDL 40,60+7,337 40,40£12,540 0,927 -4,104 - 4,504

n=0rnek sayisi, + SD (Ortalama + Standart Sapma)
* Gruplar arasi farklilik ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.

Tablo 4.1.-1.’de gosterilmis demografik veriler haricinde bu tez c¢alismasinda
olugturulmus iki grubun lipit degerleri ortalamalar1 da incelenmistir. Tablo 4.1.-2.’de
gorildigi gibi iki gruba ait toplam kolesterol, trigliserit, VLDL deger ortalamalarinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmektedir (p=0,000", p=0,002%, p=0,003"). LDL
degeri 130 mg/dl olan gruba ait toplam kolesterol, trigliserit, VLDL ortalamalar1 anlaml
derecede yiiksektir. Bununla birlikte HDL deger ortalamalari arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriillmemektedir (p=0,927).
4.2. Calisma Gruplarina Ait miRNA-148a ifade Diizeyi Sonu¢lar

miRNA ifade diizeyi tespit etme calismasinin sonucunda elde edilen Cycle
Threshold (Ct) degerleri orneklerdeki miRNA’larin hangi dongiide ifade edildigini
belirtir. Dongiliye daha gec giren miRNA’larin Ct degerleri daha yiiksek olur, miktar
daha az olur. internal kontrol olan SNORD68’in ve bu tez ¢alismasinda incelenen

MiRNA-148a’nin Ct degerleri birbirlerinden ¢ikartilarak ACtdegeri hesaplanmistir (104,
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105). ACt de kontrol olarak kabul ettigimiz LDL seviyesi 130 mg/dI’nin altinda olan
bireylerin ve patolojik olarak kabul ettigimiz LDL seviyesi 130 mg/dl’nin iistiinde olan
bireylerin miRNA-148a ifade diizeylerini kiyaslamamiza olanak tanimakla birlikte yeterli
degildir. Bu sebeple Livak formiilii (102) kullanilarak (2 *2¢T)) kontrol (LDL 130 mg/dl
alt1) grubunun miRNA-148a degerleri 1°¢ gekilerek referans olusturulmus olup patolojik
olan grupla kiyaslamanin daha kolay yapilmasi hedeflenmistir. Aradaki farki daha iyi
anlayabilmek adina In(2*2D)) formiiliiyle kat degisimi hesaplanmus olup kontrol (LDL
130 mg/dl alt1) grubunun miRNA-148a degerleri 0’a ¢ekilerek referans olusturulmustur.

mMiRNA-148a ifade diizeyleri tim kontrol ile kiyaslandiginda elde edilen kat
degisimi (In[242“D]) sonuglarina gére miRNA-148a ifade diizeylerinin 130 mg/dl’nin
iistiindeki grupta 0,28 kat arttig1 tespit edilmistir. Livak degerine (2A*Y) (102) gore
degerlendirildiginde miRNA-148a ifade diizeylerinin LDL kolesterol seviyesinin 130
mg/d’nin Ustiindeki grupta ise 1,31 kat arttigi tespit edilmistir. miRNA-148a ifade
diizeyleri internal kontrol (SNORDG8) ile kiyaslandiginda elde edilen ACT sonuglarina
gore MIRNA-148a’nin LDL kolesterol seviyesinin; 130 mg/dl’nin altindaki (kontrol)
grupta 0,64 kat, 130 mg/dI’nin istiindeki grupta ise 1,03 kat azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 4.2.-1).
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A)
0,4

0,3

0,2

0,272798085
0,1

-0,1

In[2-22C7] (Kat Degisimi)

-0,2

0.3 miRNA-148a
B)

= =
- N iy

o
00

LDL < 130 mg/dl (Kontrol)

1,313634975
LDL > 130 mg/dl

2-(AACY) (Livak Degeri)
o 2o
H [e)]

o
)

o

mMiRNA-148a

C)

0,30

0,00

-0,30 -0,64 OLDL > 130 mg/dl
-1,03 O LDL < 130 mg/dl (Kontrol)

ACt Degerleri

-0,60

-0,90

-1,20
mMiRNA-148a

Sekil 4.2.-1 miRNA-148a Analizleri. (A):Real Time PCR ile belirlenen plazma miRNA-
148a seviyelerinin kat degisim (In[2022CP]) dagilim grafigi kontrol (sifir) kat degerine
gore ¢izilmistir, (B) 2044CY degerlerinin dagilim grafigi kontrol (1) kat degerine gore

cizilmistir, (C): ACt degerleri dagilim grafigi kontrol (sifir) degerine gore ¢izilmistir.
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Tiim hesaplamalarin sonucunda gizilen grafiklere bakildiginda (Sekil 4.2.-1) LDL
seviyesi 130 mg/dl’den yiiksek oldugu grubun kontrol olarak kabul edilen gruba kiyasla
mMiRNA-148a ekspresyon diizeylerinin daha fazla oldugu goriilmekle birlikte ifade diizeyi
ortalamalarinin kiyaslanmasi i¢in yapilan ikili bagimsiz 6rneklem student t testi
uygulandiginda herhangi bir istatistiksel anlamlilik goriilmemistir [Ct (p=0,397); ACt
(p=0,442); 2-*ACT) (p=0,368); In(2“4T)) (p=0,442)] (Tablo 4.2.-1).

Tablo 4.2.-1. miRNA-148a ifade Diizeylerinin Ortalamalarmin LDL 130 mg/dl Ustii ve

Alt1 Gruplar1 Arasinda Kiyaslanmasi

LDL 130 mg/dl iistii | LDL 130 mg/dl alt1
p degeri %95 Giiven Arahgi
(n=45) (n=45)
mirl48a_Ct 29,77+1,94 29,25+3,54 0,397 -0,68280 - 1,70738
mirl48a_ ACT -1,03+1,84 -0,64+2,89 0,442 -1,40895 - 0,62006
mirl48a_Livak
degeri 3,11+5,87 8,67+40,87 0,443 -17,79677 - 6,66610
[2—(AACT )]
mirl48a_ Kat
degisimi 0,27+1,28 0,0042,00 0,368 -0,43009 - 0,97676
[In(2scm)]

n=0rnek sayisi, = SD (Ortalama+Standart Sapma)
* Gruplar arasi farklilik ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.

4.3. miRNA-148a ifade Diizeylerinin Lipid Seviyeleriyle Korelasyon Analizleri

Bu caligmadaki iki grubun miRNA-148a ifade diizeylerinin ortalamalari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadigindan daha detayli inceleme
yapilmasina karar verildi. Bu amagla iki grubun Ct, ACt, 2*2CT) (Livak) ve In(2-(44€T))
(kat degisimi) degerleri ile total kolesterol, trigliserit, VLDL, HDL ve LDL diizeyleri

arasindaki korelasyonlar1 iki grup i¢in ayr1 ayr1 incelendi.

Lipit metabolizmasinda gorev alan tiim molekiiller metabolizma geregi
birbirlerinden ayr1 diisliniilmesi miimkiin degildir. Bu sebeple tiim lipid degerleriyle

mMiRNA-148a ifade diizeyleri arasindaki iliski incelendi.
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Tablo 4.3.-1: LDL Seviyesi 130 mg/dl’den Diisiik Olan Gruba ait CT , ACT, 2°(44CT)
(Livak) ve In(2ACT)) (kat degisimi) Degerleri ile Total Kolesterol, Trigliserit, VLDL,
HDL ve LDL Diizeyleri Arasindaki Korelasyonlar

Kolesterol | Trigliserit LDL HDL VLDL
Pearson Korelasyonu 0,060 0,017 -0,280 0,257 -0,006
mirl48a_Ct p degeri 0,693 0,912 0,063 0,088 0,967
n 45 45 45 45 45
Pearson Korelasyonu 0,092 0,016 -0,180 0,304 -0,020
mirl48a_ ACT )
p degeri 0,549 0,917 0,237 0,043* | 0,895
n 45 45 45 45 45
mirl48a_Livak| Pearson Korelasyonu 0,080 0,022 0,231 -0,190 0,029
degeri
p degeri 0,603 0,885 0,127 0,210 0,848
[2—(AACT )]
n 45 45 45 45 45
mirl48a_Kat | Pearson Korelasyonu -0,091 -0,016 0,180 -0,303 0,020
degisimi
p degeri 0,550 0,918 0,236 0,043* | 0,894
[in@+c)]
n 45 45 45 45 45

* Pearson korelasyonu; iki deger arasindaki korelasyonun pozitif veya negatif oldugunu
gostermektedir.

Istatistiksel olarak anlamlilik gdsteren korelasyonlarn p degeri kalin yazilarak belirtilmistir.
(p<0,05)

n= Incelenen gruptaki 6rnek sayisi

Her bir 6rnek igin ACt degeri incelenen miRNA-148a’nin Ct degerinden internal
kontrol olan SNORDG68’in Cr degerinin ¢ikartilmasiyla hesaplanmistir. Boylelikle
mMiRNA-148a’nin internal kontrolden olan farki bulunmus ve internal kontrole gore nasil
bir degisiklige sahip oldugu tespit edilmistir. ACt de tipki Ct degeri gibi ifade diizeyini

gosteren matematiksel bir degerdir.

Tablo 4.3.-1 incelendiginde; LDL seviyesi 130 mg/dl’den diisiik olan grupta
mMiRNA-148a ACt degeri ile HDL kolesterol seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli, ¢ok giiclii olmayan pozitif korelasyon goriilmektedir (p=0,043*). Ayrica
mMiRNA-148a’nin ifade diizeyini gosteren kat degisimi [In(2*A°T)] ile HDL kolesterol
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli, ¢ok giiglii olmayan negatif korelasyon
goriilmektedir (p=0,043%).
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Sekil 4.3.-1: LDL Kolesterol Seviyesi 130 mg/dI’nin Altinda Olan Grupta miRNA-

148a’ya ait ACt Degeri ile HDL Kolesterol Seviyeleri Arasindaki Korelasyon Analizi.
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Sekil 4.3.-2: LDL Kolesterol Seviyesi 130 mg/dl’nin Altinda Olan Grupta miRNA-
148a’ya ait Kat Degisimi [In(2®2“T)] Degeri ile HDL Kolesterol Seviyeleri Arasindaki

Korelasyon Analizi.
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Sekil 4.3.-1 ve sekil 4.3.-2°in gosterdigi korelasyonlar degerlendirildiginde iki
korelasyon da ayni durumu ifade etmektedir. Sekil 4.3.-1°de belirtilmis ACt degerleri
mMiRNA-148a ifade diizeyiyle ters orantilidir. ACt‘nin artmasi ifade diizeyinin azaldigini
belirtir. Bunun yani sira sekil 4.3.-2°de gosterilmis kat degisimi degerleri ise miRNA-
148a ifade diizeyinin daha kolay kiyaslanmasi i¢in hesaplanmis bir deger olup kat

degisimi degerleriyle miRNA-148a ifade diizeyleri ise dogru orantilidir.

Sekil 4.3.-1°deki korelasyonda ACtdegerleri ile HDL kolesterol seviyeleri pozitif
korelasyona sahiptir. Bu korelasyona gore ACt degeri arttifinda HDL kolesterol
seviyelerinin de arttigi goriilmektedir. Ancak ACtile miRNA-148a ifade diizeyleri ters
orantilidir. Bu durumda ACt’nin artmasi miRNA-148a ekspresyon diizeyinin az

oldugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak miRNA-148a ifade diizeylerinin artmasinin HDL kolesterol

seviyelerini diislirdiigli anlagilmaktadir.

Kat degisimi ifade diizeyi farkliliklarinin daha kolay yorumlanmasini saglayan
matematiksel bir ifadedir. Ornegin; kat degisimi degerlerinin artmasi miRNA ifade
diizeylerinin de arttigin1 gosterir. Sekil 4.3.-2 incelendiginde de miRNA-148a’ya ait kat
degisimleri ile HDL kolesterol seviyeleri arasinda negatif korelasyon goriilmektedir. Bu
korelasyon oncekini destekler niteliktedir. Buna gore kat degisimi yani miRNA-148a

ifade diizeyi arttikgca HDL kolesterol seviyeleri azalmaktadir.

Her iki sonu¢ da degerlendirildiginde LDL kolesterol seviyeleri 130 mg/dl’nin
altinda olan (kontrol) grupta miRNA-148a ifade diizeyi ile HDL kolesterol seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir sonug¢ bulunmustur. Bu sonuca gére miRNA-148a
ifade diizeyi ile HDL kolesterol seviyeleri ters orantilidir. Yani miRNA-148a’nin ifade
diizeyi arttikca HDL kolesterol seviyesi azalmaktadir.

Ancak bu tez ¢aligmasinin esas amaci olan miRNA-148a ifade diizeyleri ile LDL
kolesterol seviyeleri arasindaki korelasyonlar incelendiginde istatistiksel olarak anlamli

herhangi bir sonuca ulasilamamastir.
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Tablo 4.3.-2: LDL Seviyesi 130 mg/dl’den Yiiksek Gruba ait CT , ACT, 2°42¢T) (Livak)
ve In[2AACT)] (kat degisimi) Degerleri ile Total Kolesterol, Trigliserit, VLDL, HDL ve
LDL Diizeyleri Arasindaki Korelasyonlar

Kolesterol | Trigliserit | LDL HDL | VLDL
-0,197 -0,233 -0,197 | -0,184 | -0,173
Pearson Korelasyonu
0,195 0,124 0,195 0,227 0,257
mirl48a_Ct p degeri
0 45 45 45 45 45
-0,031 -0,195 -0,047 | -0,148 | -0,213
Pearson Korelasyonu
mirl48a_ ACT . 0,840 0,198 0,761 0,331 0,160
p degeri
0 45 45 45 45 45
-0,145 0,099 -0,043 0,120 0,158
mirl48a 2-(4ACT) Pearson Korelasyonu
a .. 0,343 0,518 0,778 0,433 0,300
(Livak degeri) p degeri
N 45 45 45 45 45
0,030 0,195 0,046 0,148 0,213
mirl48a_ In(2-(4aCT)) Pearson Korelasyonu
B . 0,844 0,199 0,766 0,330 0,160
(Kat degisimi) p degeri
0 45 45 45 45 45

* Pearson korelasyonu; iki deger arasindaki korelasyonun pozitif veya negatif oldugunu
gostermektedir.

Istatistiksel olarak anlamlilik gdsteren korelasyonlarin p degeri kalin yazilarak belirtilmistir.
(p<0,05)

n= Incelenen gruptaki 6rnek sayisi

Tablo 4.3.-2 incelendiginde; LDL seviyesi 130 mg/dl’den yiiksek olan grupta
mMiRNA-148a ifade diizeyi ile kolesterol, trigliserit, LDL, HDL ve VLDL degerleri

arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli korelasyona ulasilamamustir.
4.4. miRNA-148a ifade Diizeylerinin ROC Analizleri

miRNA-148a seviyelerinin her iki grupta tani degerini sahip saptamak igin
MedCalc Programi kullanilarak Alict Isletim Karakteristigi (Receiver Operating
Characteristic=ROC) analizi yapilmistir.

Sekil 4.4.-1 degerlendirildiginde miRNA-148a ifade diizeylerinin LDL ag¢isindan
patolojik durum teskil edebilecegine dair herhangi bir esik deger tespit edilemedigi
gorilmektedir. ACt degerlerine gore AUC=0,516 olarak belirlenmistir (p=0,7992). Kat
degisimi degerlerine gore ise MIRNA-148a AUC=0,515 olarak saptanmistir (p=0,8086).
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Sekil 4.4.-1: miRNA-148a Seviyesinin LDL 130 mg/dl Ustii ve LDL 130 mg/dl Alt1
Gruplarma gore ROC Analizi. A) ACt degerlerine gére miRNA-148a seviyesinin

analizleri. B) Kat degisimine [In (2447] gére miRNA-148a seviyesinin analizleri.

42



5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde de yaygin goriilen koroner arter hastalint hem hayat kalitesini
diisiirmekte hem de kalp nedenli 6liimlerin basinda bulunmaktadir. 1990 - 2014 yillar
arasindaki Tiirkiye'de Eriskinlerde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligi Taramasi’na
(TEKHARF) gore erkeklerde koroner arter hastaligi riski binde 5,95’den binde 7’ye
yiikselmistir. Kadinlar da ise bu oran binde 3,9’dan binde 3,8’e gerilemistir (2, 3).

Ateroskleroz yag igeren molekiillerin, kolesterol artiklarmin, kalsiyum vb.
birtakim elementlerin arterde birikmesiyle olusan plaklarin olusumu nedeniyle
gorilmektedir. Aterosklerozun en tehlikeli asamasi arterin yaralanmasidir. Arter
hasarlandig1 zaman tromboz tetiklenir ve trombositler hasari onarmak icin arterde
birikmeye baslarlar. Ancak bu birikim arterin daralmasina ve bu nedenle kan akiginin
engellenmesine neden olur (106). Kandaki fazla LDL kaynakli olusan kopiik hiicreleri de
trombositler gibi hasarli damarda birikmeye baslar ve arterin daralmasina neden olurlar
(4). Kan akisinin normal hizda gergeklesmemesi miyokard enfaktiisii ya da iskemilere

neden olabilir (106).

Ateroskleroz koroner arter hastaliginin baslica nedeni olmakla birlikte tek nedeni
degildir. Ayn1 zamanda diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve sigara kullanim1 da koroner

arter hastaliginin nedenleri arasindadir (107).

Kolesterol, aterosklerozun olusum mekanizmasinda anahtar rol oynayan
molekiildiir (108). Asir1 artmus trigliserit ve LDL seviyeleri ile azalmis HDL seviyelerinin
ateroskleroza bu sebeple de koroner arter hastaligina neden oldugu bilinmektedir (109).
Hiicresel kolesterol miktar1 SREBP’ler ve endoplazmik retikulum tarafindan
transkripsiyonel olarak kontrol edilir. Hiicrede kolesterol miktar1 diisiik oldugunda
SREBP’ler islenmek iizere golgiye iletilirler. Boylelikle aktif hale gegerek HMG-KoA
rediiktaz ve LDLR transkripsiyonunu aktive ederler. HMG-KoA rediiktazin
aktivasyonuyla de novo kolesterol sentezi ve LDLR ’nin aktivasyonuyla hiicre i¢gine LDL
alim1 aktive edilmis olur. Ancak yiiksek kolesterol miktar1 durumunda ise SREBP’ler
sentezlenirlerken endoplazmik retikuluma gidemezler ve hedef genleri olan HMG-KoA
rediiktaz ve LDLR aktive edilemez bu sebeple kolesterol alimi ve sentezi engellenmis
olur (108). Hiicresel kolesterol miktarin1 ayni zamanda LXR de kontrol eder. LXR,
LDLR’nin indiiklenebilir degrede edici molekiilii (Idol) olarak adlandirilan bir ubikuitin

ligazin  transkripsiyonunu aktive ederek LDLR’nin sitoplazmik domaininin
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ubikuinasyonunu tetikler. Bu mekanizmanin sonucunda LDLR degrede olur. Sonug

olarak hiicreye kolesterol alinmasi engellenmis olur (45).

miRNA’lar yaklasik 21-25 niikleotidden olusan kodlama yapmayan (52) tek
zincirli niikleotid yapilaridir. Bilinen biyolojik fonksiyonlar1 hedefleri olan mRNA’larla

etkilesip onlarin ekspresyonunu baskilamaktir (53).

Memeli gelisimi siiresince kalp dokusunda ifade edildigi bilinen miRNA-1-1
kardiyomiyosit progenitdr proliferasyonunun engellenmesinden sorumludur. Bu islemi

de HAND?2 geninin translasyonunun engellemesiyle gergeklestirir (110).

Sadece kalp dokusunda ifade edilen miRNA’lar ateroskleroz ve koroner arter
hastaligina neden olmaz. Bunun disinda serum ve plazmada, trombositlerde,
makrofajlarda, endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yani ateroskleroz olusumunda
gorev alan yapilarda ve aterosklerozun olustugu yapilardaki miRNA’lar olusum

mekanizmasini tetiklemekte veya engellemektedir (111).

Sadece ateroskleroz ile iliskili miRNA’lar1 incelemek patofizyolojiyi anlamak
adina eksik kalacaktir. Ayni zamanda ateroskleroza neden olan molekiillerin sentez
ve/veya yikimindan sorumlu metabolik yolaklarin da incelenmesi ateroskleroz

patofizyolojisinin daha gii¢lii analiz edilmesine yardimci olacaktir.

Xu ve arkadaglarinin 2003 (112) yilinda Drosophila melanogaster ile yaptiklar
caligma miRNA’larin lipit metabolizmasini da etkiledigini gostermektedir. Bu ¢alismada
MiRNA-14’iin olmadigi durumda toplam trigliserit seviyesini iki katina ¢ikarttig1 ancak
aynt miRNA’nin birden ¢ok sayida kopyasinin olmasinin herhangi bir degisime neden

olmadig tespit edilmistir.

Bilindigi tlizere serum HDL seviyelerinin diisiik, LDL seviyelerinin ise yliksek
olmasi ateroskleroz ve dolayisiyla koroner arter hastalifiyla iligkilidir. Dolayisiyla
ateroskleroz i¢in 6nem arz eden bu molekiillerin anabolizma ve katabolizmalarinda etkili
olabilecek miRNA’larin ifade diizeylerinin bu molekiillerle kiyaslanmasi ateroskleroz
olusumunun incelenmesi, anlagilmasi ve ileriki ¢alismalarla desteklenerek buna ¢oziim

bulunmast adina 6nemlidir.

Son 10 yildir yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde c¢esitli miRNA’larin

kolesterol biyosentez ve trafiginde 6nemli gorevlere sahip oldugu goriilmektedir. Bu
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miRNA’lar karacigerde gorev almakla birlikte ¢esitli dokularda da gorev almaktadirlar.
Ornegin; miRNA-122 ve miRNA-185 hepatositlerde kolesterol sentezinde gorev alirken,
miRNA-130b, miRNA-33a/b, miRNA-144 HDL kolesterol seviyelerini etkilemektedir

).

Goedeke ve arkadaslarinin 2015 (94) yilinda yaptig1 ¢alismaya gore miRNA-148a
LDL ve HDL metabolizmasina etki eden miRNA’lardan biridir. Bu ¢alismada Goedeke
ve arkadaglar1 Oncelikle biyoinformatik analizlerle insan hepatik hiicrelerinde yogun
olarak bulunan miRNA’lar1 tespit etmislerdir. insan hepatik hiicre kiiltiirleriyle (Huh7)
yaptiklar1 calismada kiiltiir ortamina konulacak LDL molekiillerini 3,3’dioktadesil-
3,3,3“3"-tetrametil-indokarbosiyanin (Dil) ile isaretlemislerdir. Bu isaretleme sayesinde
Huh7’lerce alinacak LDL molekiillerini kolaylikla tespit etmislerdir. Biyoinformatik
analizlerle tespit ettikleri miRNA’lar ile Dil-LDL’leri Huh7’lerle 8 saat inkiibe
etmislerdir. Kandaki LDL kolesterol seviyelerini diisiirmeyi hedefledikleri i¢in ¢aligmada
LDL almini arttiracak veya azaltacak miRNA’lar {izerine yogunlagmay1 tercih
etmislerdir. Yapilan hiicre kiiltiirlerinin sonucunda anlamlilik arz eden 5 miRNA tespit
etmislerdir. Insan ve fare hepatik hiicrelerinde mMiRNA-148a’nin fazla ifade edildigini ve
yiiksek karaciger aktivitesine neden oldugunu tespit etmislerdir. Calisma ekibi ayni
zamanda yiiksek yag igerikli diyetle beslenen fare ve Rhesus maymunlarinda miRNA-

148a ifade diizeyinin arttigini tespit etmistir.

mMiRNA-148a’nin ifade diizeyinin karacigerde fazla oldugunu ve LDL alimiyla
ilgili oldugunu tespit ettikten sonra LDLR’yi nasil etkiledigini gostermeyi
amaglamislardir. Huh7 hiicreleriyle yaptiklar kiiltiir ¢alismalarinda miRNA-148a’nin
LDLR’nin 3 UTR bolgesine baglanarak bu reseptorii kontrol ettigini saptamislardir.
Huh7 hiicreleri miRNA-148a ile transfekte edildiginde LDLR’ye ait mRNA’larin ve
proteinlerin azaldig1 tespit edilmistir. Yukarida elde edilen sonuca ayni deney baska bir

insan hepatik hiicre hattt (HepG2) kullanilarak uygulandiginda da ulasilmistir (94).

mMiRNA-148a ile transfekte edilen Huh7 hiicrelerinin LDL alim kapasitesi de
incelendiginde hiicresel kolesterol seviyelerinin kontrole kiyasla daha az oldugu
saptanmigtir. Bu sonu¢ miRNA-148a’nin LDL alimindan sorumlu LDLR reseptoriinii

inhibe ettigini gostermektedir (94).

45



Ayrica arastirmacilar miRNA-148a’nin LDLR’yi nasil etkilediginin yani sira
miRNA-148a transkripsiyonunun diizenlenme mekanizmasini aragtirmiglardir. miRNA-
148a’nin transkripsiyonunun diizenlenme mekanizmasinin anlagilmasi da miRNA-148a

ifade diizeyinin nasil kontrol edileceginin anlasilmasina 11k tutacaktir.

Goedeke ve arkadaslarinin (94) ulastig1 sonuglara gore miRNA-148a ifade diizeyi
SREBPIc tarafindan kontrol edilmektedir. Arastirmacilarin yaptigr hiicre kiiltiirii
calismalarinda Huh7 hiicreleri NSREBP1c (niikleer SREBP1¢) barindiran bir vektorle
transfekte edilmektedir. Transfeksiyon islemi yapilmayan kiiltiirle kiyaslandiginda
NSREBP1c vektorii iceren Huh7 hiicrelerinde nSREBPI1c ifade diizeyi artacaktir. Buna
bagli olarak da miRNA-148a’nin hem prekiirsdr hem de olgun formlarinin hiicrede arttig1

tespit edilmistir.

mMIRNA-148a ifade diizeyinin plazma lipit degerlerinde nasil degisiklige sebep
oldugunu anlamak icin arastirmacilar miRNA-148a’nin LNA formunu gelistirerek
hiicredeki miRNA-148a’lar1 inhibe etmislerdir. Bu islemin sonucunda hepatik miRNA-
148a’nin azaldigina ve buna bagli olarak hepatik LDLR diizeyinin arttigina ulagmislardir.
Hepatik LDLR diizeyinin artmasi ise karacigere alinacak LDL kolesteroliin artacagini

yani serumdaki LDL kolesterol seviyesinin diisecegini gostermektedir (94).

Ayni ¢alismada miRNA-148a’nin inhibe edilmesinin HDL kolesterol seviyelerini
de yiikselttigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ degerlendirildiginde miRNA-148a’nin HDL
kolesterol seviyelerinin azalmasina ve boylelikle kalp hastaliklar1 igin risk teskil ettigi
anlagilmaktadir. miRNA-148a HDL seviyelerini hepatik ABCAI1 ifade diizeyini
etkileyerek diizenlemektedir. Ayni calismada miRNA-148a’nin fazla ifade edilmesi
ABCA1 protein ve mRNA’larinin azalmasina ve inhibe edilmesi ise ABCA1 protein ve

mRNA’larimin artmasina neden oldugu tespit edilmistir (94).

Wagschal ve arkadaglarinin 2015 (113) yilinda yaptiklari ¢calisma da Goedeke ve
arkadaslarininkini destekler niteliktedir. Wagschal ve arkadaglar1 bu c¢alismalarinda
ApoE’den yoksun fareler tiretmislerdir. ApoE proteinlerinin ApoB-100 proteinlerine gore
karacigerdeki LDL reseptorlerine olan afinitesi ¢ok daha yiiksektir (25). Bu bilgi
degerlendirildiginde normal kosullarda bu farelerde diigitk HDL ve yiiksek LDL seviyesi
beklenmektedir. ApoE yoksunluguna ragmen arastirmada farelerdeki miRNA-148a
inhibe edildiginde hepatik LDLR seviyesinin arttig1 buna bagl olarak hepatik LDL
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seviyelerinin arttig1 ve sirkiile olan LDL seviyelerinin diistiigii goriilmiistiir. Ayrica
MIRNA-148a’nin inhibisyonu hepatik ABCA1 proteinlerinin de artmasina sebep
olmustur. Buna bagl olarak da sirkiile olan HDL kolesterol seviyelerinin de arttigi

goriilmiistiir (113).

MiRNA-148a’nin lipid metabolizmasina olan etkisi ile ilgili en giincel yaymni
yayimlayan Cheng ve arkadaglari ise ¢aligmalarinda knock-out yontemiyle miRNA-148a
genini genomlarindan ¢ikarttiklar1 fareleri kullanmiglardir. Calismanin amact miRNA-
148a’nin hem hepatokarsinomaya hem de lipid metabolizmasina olan etkisini
aragtirmaktir. Calismanin sonucunda aragtirmacilar miRNA-148a’nin delesyona ugradigi
farelerde serumdaki ve karacigerdeki toplam kolesterol ve trigliserit seviyelerinin yabanil
tip farelere kiyasla daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Buna bagl olarak da yabanil
tip farelere kiyasla delesyona ugrayan farelerde karaciger yaglanmasi goriilmiistiir. Ancak
aragtirmada LDL ve HDL seviyelerine dair bilgi sunulmamis olup miRNA-148a’nin

delesyonunun Kkolesterol biyosentezini arttirdigr belirtilmistir (114).

Bu tez ¢aligmasinda yukaridaki ¢aligmalar degerlendirildiginde miRNA-148a
ifade diizeyinin sirkiile olan LDL kolesterol miktarina olan etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda LDL kolesterol seviyesi 130 mg/dI’nin {istliinde
ve altinda degere sahip olmak iizere 45’er kisiden olusan iki grup olusturulmustur. ki
grubun demografik verileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga

ulagilamamustir (Tablo 4.1.-1).

Iki gruba ait miRNA-148a ifade diizeylerini belirten ACt degerleri internal kontrol
olan SNORDG68 ile inceledigimiz miRNA-148a’nin Cr degerleri arasindaki fark;
ACT = [(Ct(miRNA-148a))-(Ct(SNORD68))] bulunarak hesaplanmistir (104, 105). Iki
grup arasindaki miRNA-148a ifade diizeyleri arasindaki farkin daha iyi anlagilmas1 adina
AACT degeri kullamlarak Livak formiilii (242") ile ifade diizeyi hesaplamasi
yapilmigtir. Elde edilen degerin In tabaninda logaritmasinin alinmasi kat degisimi
degerini vermektedir (102). Kat degisimi hesabiyla kontrol (LDL 130 mg/dI’nin altinda)
grubu 0’a indirgenilerek referans olarak alinmakla birlikte patolojik olan gruba ait ifade
diizeyi miktarlar1 daha belirgin bir sekilde ifade edilmistir. Bu calismada daha iyi
anlasilmasi adina ifade diizeyi farkliliklart hem ACt hem de kat degisim degerleri ile

incelenmistir.
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mMiRNA-148a ifade diizeyleri tiim kontrol ile karsilastirildiginda elde edilen kat
degisimi (In[2C42°D]) sonuglarina gére miRNA-148a ifade diizeylerinin 130 mg/dl’nin
iistiindeki grupta 0,28 kat arttign gozlenmistir. Livak degerine (2°*2Y) (102) gore
degerlendirildiginde miRNA-148a ifade diizeylerinin LDL kolesterol seviyesinin 130
mg/dl’nin Ustiindeki grupta ise 1,31 kat arttigi tespit edilmistir. miRNA-148a ifade
diizeyleri internal kontrol (SNORDG8) ile kiyaslandiginda elde edilen ACT sonuglarina
gore miRNA-148a’nin LDL kolesterol seviyesinin; 130 mg/dlI’nin altindaki (kontrol)
grupta 0,64 kat, 130 mg/dI’nin istiindeki grupta ise 1,03 kat azaldig1 tespit edilmistir.
(Sekil 4.2.-1) Ancak yapilan ikili bagimsiz 6rneklem student t testi sonuglarina gore
LDL’si 130 mg/dl iistiinde ve altinda olan iki grup arasindaki miRNA-148a ifade
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ gériilmemektedir. [Ct (p=0,397);

ACt (p=0,442); 2*2T) (p=0,368); In(2"“*T)) (p=0,442)]

Iki grubun miRNA-148a ifade diizeyleri arasinda herhangi bir anlamlilik
bulunmamakla birlikte miRNA-148a ifade diizeyi ile total kolesterol, trigliserit, VLDL,
HDL ve LDL arasindaki korelasyonlar iki degiskenli korelasyon testiyle incelenmistir.
Arastirmamizdaki iki grup ayr1 ayn incelenmistir. Sadece LDL kolesterol seviyesi 130
mg/dl’nin altinda olan grupta miRNA-148a ifade diizeyi ile HDL kolesterol seviyesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmus olup buna gére miRNA-
148a ifade diizeyi ile HDL seviyesi arasinda ¢ok giiclii olmayan negatif bir korelasyon
bulunmaktadir (p=0,043%*).

Goedeke ve arkadaglarinin 2015 (94) yilinda yaptigi ¢alismanin sonuglart ile bu
tez calismasinin HDL ile ilgili sonuglari uyum gostermektedir. Goedeke ve arkadaslarinin
caligmasi insan hepatik hiicrelerinin hiicre kiiltiirii ¢aligmas1 olup karacigerdeki miRNA-
148a ve sirkiile eden HDL kolesterolii arasindaki iliskidir. Ancak bu tez ¢alismasinda
sirkiile etmekte olan miRNA-148a ifade diizeyi ile sirkiile eden HDL kolesterol
iliskilendirilmistir. Bu sebeple bu tez calismasi 6zgiin bir caligma olup literatiire yeni

bilgiler katmaktadir.

miRNA’lar dokuya 6zgii olabilmekle birlikte insan viicudunda sirkiile eden
yapilardir (110). Bu sebeple miRNA ifade diizeylerinin birgok hastalik ya da metabolizma
bozukluguna neden oldugu bilinmekle birlikte bu hastalik ve metabolik bozukluklarin

gostergesi olabilecegi diisiiniilmektedir (59, 61). Ancak bir miRNA’nin biyobelirteg
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olduguna karar verebilmek i¢in ilgili metabolizma ve hastalikta insanlarda etkin

oldugunun kesin bilinmesi gerekmektedir.

mMIRNA-148a’nin LDL seviyesi ile ilgili biyobelirte¢ olup olamayacagini
anlayabilmek adma lisansh MedCalc paket programiyla Alici Isletim Karakteristigi
(Receiver Operating Characteristic=ROC) analizi yapilmistir. Bu tez c¢alismasinda
analizin sonuglarinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamliliga ulagilamadigindan (ACt
igin; p=0,7992, kat degisimi i¢in; p=0,8086). MiRNA-148a’nin insanda LDL seviyesi igin

biyobelirte¢ olabilecegini sdyleyemeyiz.

Goedeke ve arkadaslarmin (94) yaptigi calismada da miRNA-148a’nin
inhibisyonunun LDL seviyelerini dugiirdiigii belirtilmekle birlikte hiicredeki diger
yolaklar1 nasil etkilediginin tespit edilmedigi belirtilmistir.

Bir miRNAnin terapdtik olarak avantajli olmasi i¢in miRNA nin tek bir hedefinin
olmasi1 gerekmektedir. Birden fazla hedef olmasi durumda beklenmedik metabolik
bozukluklar veya hastaliklar olusabilir. Bununla birlikte eger bir miRNA terapotik olarak
kullanilacaksa hangi yolaklari etkiledigi kesin olarak bilinmelidir (106).

Ateroskleroz i¢in diisiiniilecek olursa; anti-miRNA-148a’nin miRNA-148a’nin
aksine hepatik LDLR seviyesini arttirmasi bu nedenle karacigere alinan LDL miktarinin
artmasina bagli olarak sirkiile olan LDL seviyesini azaltmasi nedeniyle birlikte ABCAL
seviyesini de arttirarak sirkiile eden ve aterosklerozda koruyucu oldugu bilinen HDL
miktarin1 arttirmast (94, 113) anti-miRNA-148a’nin terapotik giictinii arttirmaktadir.
Ancak miRNA-148a ile ilgili literatiir bilgisinin kisitli olmasi ve miRNA-148a’nin kanser
patofizyolojisinde (88 - 92) de etkili olmasi anti-miRNA-148a’nin terapdtik ajan olma
niteligini azaltmaktadir. Cheng ve arkadaslarinin yaptigi caligmanin sonuclart da
degerlendirildiginde miRNA-148a’nin inhibe edilmesi toplam kolesterol ve trigliserit
seviyelerini arttirdig1 ve karaciger yaglanmasina neden olmasi (114) sebebiyle miRNA-

148a’nin terapdtik ajan olabilme kapasitesinin diistiigii gériilmektedir.

Sonug olarak elde ettigimiz sonucglara gére miRNA-148a’nin LDL seviyesi i¢in
kesin bir biyobelirte¢ olmasi s6z konusu olmamakla birlikte terapotik ajan olarak
kullanilmas1 agisindan da daha kapsamli ve daha ¢ok 6rnek igeren ¢aligsmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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HAM VERILER

ROC Analizleri ACt ve Kat Degisimi
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miRNA-148a Kat Degisimi
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1. CALISMANI AD1: mikroBNA-148a Ifade Diizevinin LDL Kolesterol Sevivesi Uzerine
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CALISMAYA ! ARASTIRMAY A DAHIL EDILME KRITERLER]

Deney Grupkan icin:
*  Crindli Olma
+ Ateroskleroz Hastan Oma
#® 15— 85 yag arzhfmda olma
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CALISMAY A ARASTIRMAYA DAHIL EDILMEME KRITERLERI
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KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK BIYOLOJIK MATERYAL
TRANSFER ANLASMASI

Arastrmanin Agik Adi: mikroRNA-148a Ifade Diizeyinin LDL Kolesterol Seviyesi
Uzerine Etkisinin Arastinlmas:

Protokol Numaras)
Aragtrmanm Ozetl

Kokstero plazma zannda buunan yapisal b bldesen olup hicre blyomes) ve hayat: ign esansiyel bir
sierokiQr. O vilamini, safra asilleri ve steroid hormondann 38_ maddesidir. xp\!uooao de ._95
olarak sentazienmis Wpidiar VLDL olarak salinir ve yad asitler d sktanbr. Ard %
(VLDL kalinhisi) ipoproden lipaz (LPL) i tarafindan ara & # ipoproteiniece (IDL) ve n...d;
densiell lipopratainiere (LOL) denistordlor. LOU'ler plazrmadaki 30«@.&&.:: ve kolesterollin %70%i
dokutara tagiyan lipoprotemiardir,
3%2) lar <w§moi 22 nokieotdden olugen ve 1983'%e kesfedilen RNA-kaynakl sessagteme
ksiyle (RNA-Induced siencing complex [RISC]) elkideserek ve mRNATaNn kendisine Kargili
cm.osx a_n_u:..m (genallikie 3 UTR bdlgesing) transkrigsiyon sonresi 08_!_03.» gen ormaiav.osﬁ_c
dozenleyen tek zincwll RANA'larchr. Boyklikle proliferasyon, apop
hemostaz) ghi birgok biyoloik sOrec etkileder Cestii miRNATarn .Sao.no. vaiveya piaklardaki
Ipogroten matabolizmssinds onemii rol aynayan genlerin ifadelenni kontrol ethdi tespit ecdmigtir,
miRNA-128a karacifer, yad dokusu ve makrofajlar gbi infamatuvar hicrelerde faziaca ifade adien ve
inganda 7. kromozomdda xoﬂmaa as.d-:} c... miRNA'dir. miRNA-148a'nmn in vivo ve m vitro
kogullarda b steral do i inin (SREBP-1} aklivasyonu ile aktive
adiklifi tespe edilmistic SREBP-1 .,wEQo!do.c X 3038., vBB_:. {LXR) tgin transkrpsiyonel hadef
olup LXR aktwasyonu miRNA-148a sevivesini arttinr. Aklive olan miRNA-148a hepatik hilcrelerde ve
fare karacennde LDL'nin hilcre icensine Bs:_mm.:_ sadlayan LOL resaptor (LOLR} protein| e lighl
bilgen tasiyan mRNA'nIn 3' UTR b ine badl k LDLR aktwitesini saglar. Bu durumda LDL akemi
xoatrol edilic. Yaollan caksmasarda miRNA-148a'nan fadesindekl amigin LDLR sktivesind nagatif
duzenledigini ve plazmadaki LDL kalesieral miktannin atthrdi@ balirtiimigtic
Bu bilime tezinde TargetScan (targetscan.crg). miRanda {micromes.ong) ve 3__»0»3 (miRBase.org)
da miRNA-148a

voritabanian araciliiyla yapilan biyoinformatik caligmalar ve lite bigiker

ifade dizeynin insan LDL kolesterol seviyesi Czedne etkisinin diger miRNA'lara Kiyasls dehe fazia
oldugu tespit edimis olup MIRNA-148a #ade dizeyinin LDL kolesteral seviyesi Ozerine etkisinn
arsglinimas) amacianmistir

Isbu anlasma ile biyolojik materyali génderen aragtirmac ve kurum “mikroRNA-148a
ifade dlizeyinin LDL kolesterol seviyesi lzerine etkisinin aragtinimasi® isimli
arashrmada kullandmak {zere gonderilecek “5ml ve aragtirma® amaci #e kullaniimas:
zere 26 Agustos Yerleskes! Yeditepe Universitesi Kayisdag / ISTANBUL adrasindeki
Yeditepe Universites! Molek(ler Tip Anabilim Dali'ndaki merkezine gindermeden 6nce
GONDERICI ve ALICI'dan agadidaki kosullan kabul stmesi istenmektedir;

1. Ganderten biyologh materyalar yalmzca ywsanda yazilk amac kin kullamiabir, ALIC! biyoloik
materyallerin shnma amacindan diginda idncll amag ign kullamima isteklenni GONDERICIye
yezil olarak bllgwecestr,

2. Biyolojik materyaller ALICHya gonderimedan once biyolojk materyalin saglandsdr gentliGlere ait

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 triat:
Protocol code
Summary of the clinical trial:

By this agreement, the investigator and the Institution who send the bioclogical material
requires the CONSIGNEE and CONSIGNORto agree on the below terms before sending
_mvan_@ua_om.nia.wﬂzz Queniaao_zaszgﬁﬂ__uocuon for to be dispatched to
the address

1. Delivered biological matenals shall be used only for the above-menticned purposes.
CONSIGNEE shall use thosa materials only for sacondary purposes, which are initially approved
by the CONSIGNOR In written.

2. Pror to tha dispatch of the biolegical matarials to the CONSIGNEE, Turkish Medicines and

Medical Davices Agency and Ethics Conmwnitles sgproved informed congsent forms, which belong

to the perscns for whom the blolegical material is provided, shoud be cblained. This cansent

form should expiain il the purposes of use of the biological samples.

CONSIGNEE cannot provide the bvological material to the third paties withoul prior writlen

approval of the CONSIGNOR.

Biclogical materials shall be dispatched by the CONSIGNOR 1o the CONSIGNEE withoul the

identity or any descriptive information of the Individuals,

CONSIGNEE shall use the biological matedals in sccordance with as the United Nations Human

Genome and Universal Daciaraton of HUman Hgms.

CONSIGNEE acknowledges and agrees that the biciogical materials to be dispatched under this

agreemant shall be utilized for research purposes and have some risks sssociated with their

usage. Appropriate p tve actions should be taken for those risks,

7. CONSIGNOR and CONSIGNEE shall mutually sgree thst the blological matedals cannot be
used as a sowrce for any commercal profit and the rights relsting to a joint publication or a
patent dght thal may arise rnay be the only exception far that, CONSIGNCOR and CONSIGNEE
shall mutually agree on those rights prior to trial mitiation,

8. CONSIGNEE agrees to return or dispose of all materials and to evidence such acis accordingly

L I

n tha avent of termination of the agr ar withd, | of writien 1t of the volunteer
referrad in ltem 2.
9. ._531. nslvo.n i 4 in the event of, termination of the trial, violation on the terms

of I ¥ with agr clauses of aither of the partias.
10. oozm_nﬁm and oozm_mzon shall be responsible from the execution of this Agraemant and
performancas hareunder. In casa af conflict, both countries of the parties’ courts are authorized
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Turkrym llag ve Tibbi Cihaz Kurumu ve Eti Kurul'un onayladsdi tUm kuliansm amaglanna yonelik

ciarak iy bilkg mimig gondlll olur formunun her bir pdnllldden alinrug olmas:
gersimektedin

3 ALICT blyobjik materyal GONDERICInin  yszdi i2ni olmadan Oglncd  kisikurumises
vermeyecekiir.

4. Biyolojik mataryaber GONDERICI taratndan bireyin Kmllk ve tanimisyice bigiled olmakszin
ALIC!ya gondenlecekdir

5. ALICI niyololik maleryalledl Bidesmis Miletler Insan Genomu ve Insan Haklan Evrensel
Beyannamssine wyqun olarsk kufanacakiir

6. Bu anagma ile gonderdecek bhvolofic mataryaln arastirma icin kullaniacak oldudu ve biyoiojik
materyal kullanimena ait nsklesin var Gu ALICI findan kabul edimektedir. Stz konusy
raxigre kKargl uygun onlemierin almmas: garekmektadir

7. GONDERICI ve ALICI gondarilen tiyolopk materyalin gl bir gexikde tican ¢ kaynad

osarak kullanilamayacagd ancak alde adileblecak fikr mulkiyet va patent haklannin bu durumdan
istiena oiduju kabul etmekiedir GONDERICI ve ALICI soz konwsu haklanni aragtirma
bagiangicinda kargilik olarsk belineyecektin

4. ALIC) bu anlagmanin sanlanmas: veya beyalejik materyalin saglandi§) géntiGlers ait ankagmanm
2. maddesinde belitlan ourun gen gekitmes: halinde bUtun materyallert ger vermey veya
onadan xakdirmay! ve hunu belgslemeyi kabul eder

9. Bu anlagma, seaghmanin sonknmasi, iigili mevzuat hikOmlenne uyuwimamas! veya ilgh
taraflann anlagma hikumlenne uymamas! derumlannda son bulacakter

10, By anlasmanin yorutuimesinde ALIC! ve GONDERIC yetkilileri sorurmiudur. Anlagmazik halinde
ihtilafin goztmu igin har i lke mahkemeleri de yetiikdir,

BiYOLOJIK MATERYAL| GONDEREN ARASTIRMACI BiLGISI
Ady Buyadi ve Unvare s Muzaffer Degertekin, Prof. Dr.

Uzmaniik Alani :Kardivoloji

Kurumu :Yeditepe Universitesi

Adresi gerenkdy Mahatlesi Hastane Sokak No: 4,
4/ Arasehir - Istanbul

Telefon 102165784000

Faks ;

Eposta :mdegertekin@yeditepe.edu.tr

BIYOLOJIK MATERYALI ALAN ALICI BILGISI

Adr Soyad ve Unvam
Uzmanlik Alani
Kurumu

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

INFORMATION REGARDING THE INVESTIGATOR SENDING THE BIOLOGICAL MATERIAL

Name Sumame and Title
Specialization
Institution

Address
Telephons
Fax
E-mail

INFORMATION REGARDING THE CONSIGNEE RECEIVING THE BIOLOGICAL MATERIAL

Name Surname and Title
Speciallzation
Institution

Address

Telephone

Fax

E-mall

| read and understood the terms under this agreement. | hereby agree and undertake
that I will act in accordance with the terms of this agreement with respect to the
dispatched materials.

CONSIGNOR CONSIGNEE
Consignor Consignor Chisf! Chief Officar | Cansignese
Investigator | Sponsor Head of the | of the Institution Official
Company Department | Institution!
Déficial Raector or
o Assigned
Legal Person
_Representufve
Name
Sumama
.03 Title
n
2
| Date
Signature

Note: Instead of the signature of the consignee representative, a signed "end use ceificata” Including

a_-c-o-!.._!_et.lgnlt!unt!lawfiiigﬁaav«*ng/
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Adresi
Telafon
Fake
E-posta

Bu anlagmada belirtilen kosulian okudum ve anladim. Gonderilen materyalde bu
anlagmada belirtilen kogullara uyacagim taahh(t ederim,

GONDERICI ALICI
SCandoran Canderen Egitim Hurum Amin | Alior Kurum
Arastimac Desteklayic | Goreviisi ! ] Yetkilisi
Flima Ang Bilim Rakite
Yatkifisi Dals Bagkar | veya
veya Yetkiterdrdg
Yasal Makam
Ternadciai
£l Yazus
)
Adi
Sayadi
Unvani
Tarh
imza

Not: Bu anlagmads yer alan abol kurum yetkiksnin imzas! yarina alici kunsm tarafindan verdecek olan
ve igarik olarak bu anlagmadsakl hukimiers benzer hilkiimles iceren imzah "end use certificate” “son
hulianam senifikas:” de Kabul edilebillc

Biyolojik Materyal Transfer Formu 3
(Biological Material Transfer Form)
01.09,2015 Versiyon 1.0
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Asgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Sayin Hastamiz,

Bu belge bilgilendirilme ve aydinlatilmis onam haklarinizdan yararlanabilmenizi
amaclamaktadir.

Size gerceklestirilebilecek klinik aragtirmalar amagli girisimler konusunda, tiim
secenekler ile bu girisimlerin yarar ve muhtemel =zararlar1 konusunda
anlayabileceginiz sekilde bilgi alma hakkimiz ve bir kopyasim isteme hakkiniz
vardir.

Yasal ve tibbi zorunluluk tasiyan durumlar disinda  bilgilendirmeyi
reddedebilirsiniz. Yazili bildirmek kosulu ile bilgi almama veya yerinize
giivendiginiz bir kimsenin bilgilendirilmesini talep etme hakkina sahipsiniz.

klinik arastirmalara katilim konusunda bilgilendirildikten sonra bunu kabul
edebilirsiniz. Ya da karar verebilmek i¢in uygun zaman talep edebilirsiniz.
Hayatiniz veya hayati organlariniz tehlikede olmadig: siirece onaminizi (yazili talep
etme kosulu ile) dilediginiz zaman geri alabilir ya da 6nceden kabul etmediginiz
herhangi bir tani/tedavi amagh girisimi tekrar talep edebilirsiniz.

Hastanemizde verilen hizmetleri Hastane Tanmitim Brosiiriinden edinebilirsiniz.
Ayrica Hastane personeli hakkinda http://www.yeditepe.edu.tr web sayfasindan daha
detayli bilgilere ulasabilirsiniz.

Burada belirtilenlerden baska sorulariniz varsa bunlar1 yanitlamak gérevimizdir.

TANIMLAMA

1. Arastirmanin Adi: mikroRNA-148a ifade Diizeyinin LDL Kolesterol Seviyesi Uzerine
Etkisinin Arastiriimasi

Arastirmaya Katilimci Sayisi: 200

Bu arastirmanin Amaci:

Kolesterol plazma zarinda bulunan yapisal bir bilesen olup hiicre biiylimesi ve hayati i¢in
esansiyel bir steroldiir. D vitamini, safra asitleri ve steroid hormonlarin onciil maddesidir.
Karacigerde de novo olarak sentezlenmis lipidler VLDL olarak salmir ve yag asitleri dokulara
aktarilir. Ardindan olusan yap1 (VLDL kalintis1) lipoprotein lipaz (LPL) enzimi tarafindan ara
densiteli lipoproteinlere (IDL) ve diisiik densiteli lipoproteinlere (LDL) doniistiiriiliir. LDL’ler
plazmadaki trigliseridlerin ve kolesteroliin %70’ini dokulara tasiyan lipoproteinlerdir.
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miRNA’lar yaklasik 22 niikleotidden olusan ve 1993°te kesfedilen RNA-kaynakli sessizlestirme
kompleksiyle (RNA-Induced silencing complex [RISC]) etkileserek ve mRNA’larin kendisine
karsilik gelecek dizisine (genellikle 3> UTR bolgesine) transkripsiyon sonrasi baglanarak gen
ekspresyonunu diizenleyen tek zincirli RNA’lardir. Boylelikle proliferasyon, apoptoz, lipid
metabolizmasi, glukoz hemostazi gibi bircok biyolojik siireci etkilerler. Cesitli miRNA’larin
karaciger ve/veya plaklardaki lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oynayan genlerin
ifadelerini kontrol ettigi tespit edilmistir.

mMiRNA-148a karaciger, yag dokusu ve makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerde fazlaca ifade
edilen ve insanda 7. kromozomda kodlanan intergenik bir miRNA’dir. miRNA-148a’nin in vivo
ve in vitro kosullarda bir sterol diizenleyici element ve baglanan proteinin (SREBP-1)
aktivasyonu ile aktive edildigi tespit edilmistir. SREBP-1 karacigerdeki X reseptor proteini
(LXR) igin transkripsiyonel hedef olup LXR aktivasyonu miRNA-148a seviyesini arttirir. Aktive
olan miRNA-148a hepatik hiicrelerde ve fare karacigerinde LDL’nin hiicre igerisine alinmasini
saglayan LDL reseptdr (LDLR) proteini ile ilgili bilgiyi tastyan mRNA’nin 3 UTR bolgesine
baglanarak LDLR aktivitesini saglar. Bu durumda LDL alimi kontrol edilir. Yapilan ¢alismalarda
mMiRNA-148a’nin ifadesindeki artisin LDLR aktivesini negatif diizenledigini ve plazmadaki LDL
kolesterol miktarinin arttirdig1 belirtilmistir.

Bu bitirme tezinde TargetScan (targetscan.org), miRanda (microrna.org) ve miRBase
(miRBase.org) veritabanlar1 araciligiyla yapilan biyoinformatik c¢alismalar ve literatiirdeki
bilgiler 1s181nda miRNA-148a ifade diizeyinin insan LDL kolesterol seviyesi tizerine etkisinin
diger miRNA’lara kiyasla daha fazla oldugu tespit edilmis olup miRNA-148a ifade diizeyinin
LDL kolesterol seviyesi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Siiresi: 1 Yil

Izlenecek Yontem/Yontemler:

miRNA analizi i¢in farkli LDL degerlerine sahip goniilliilerden (100 saglkli kisi, 100
ateroskleroz tanis1 konulmus kisi) alman kan orneklerinin 4500 rpm’de 15 dakika boyunca
santrifiijlenerek elde edilen serumlar ¢alismaya kadar -80°C’de saklanacaktir.

iPrep DNA ekstraksiyon robotu ile +4°C’de saklanmis kan 6rneklerinden iPrep kandan genomik
DNA izolasyon kiti (iPrep gDNA Blood kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc)
kullanilarak DNA izolasyonu yapilacaktir.

miRNA izolasyonu, Qiagen serum plazma kiti kullanilarak yapilacaktir. Elde edilen miRNA’larin
saflig1 i¢in ise Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) ve diizeylerinin belirlenmesi igin ise
flurometre (Qubit 3) kullanilacaktir. cDNA sentezi i¢in Qiagen kiti ve miRNA ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi i¢in de PZR (Fast Real Time 7500) kullanilarak ve 2(-Delta Delta C(T))
yontemi ile yapilacaktir.

Arastirma Sonunda Beklenen Fayda

mikroRNA-148a ifade diizeyinin LDL kolesterol seviyesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Bu Calismada Herhangi Bir Alternatif Tedavi ya da Girisimde Bulunulmayacaktir.

Bu Arastirma Goniilliiler I¢in Hicbir Risk Teskil Etmemekte ve Hicbir Rahatsizhga
Sebep olmamaktadir.
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ONAM (RIZA)

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goéniilli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekeeli veya gerekcesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum. Bu
durumda hastanenin ¢alisma diizeni ve hastalara verilen bakimda aksaklik olmayacagi
konusunda bilgilendirildim. Bu arastirmaya katilirken zorlama, maddi ¢ikar ve ast iist
iligskisine dayali herhangi bir bask1 olmaksizin bu ¢aligmaya katildigimi beyan ederim. Bu
bilimsel ¢alismanin devami esnasindaki siirecle ilgili olarak ayrica eklenen caligsma
protokolii ile bilgilendirildim. Tarafimdan alinan kan ve doku 6rneklerinin daha sonra

baska arastirma galigmalarinda kullanilmasinda herhangi bir sakinca yoktur.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum.
Goniilliiniin:
Adi Soyadu:
Imzast:
Tarih:
Actklamalar: Yapan Kisinin:
Ad1 Soyadz:
Imzas:
Tarih:
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin:
Adi1 Soyadz:
Imzas:

Tarih:
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Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin:
Ad1 Soyadi:
Imzast:

Tarih:

Klinik Arastirma Proje Koordinatorii Iletisim Bilgileri:

Adi1 Soyadz:
Uzmanlik alani:
Kurumu:
E-posta adresi:

Telefon numarasi:
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