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ABSTRACT

Yalbir E. Investigation of the Effect of MiRNA-223 Expression on HDL Cholesterol
Level. Yeditepe University Healt Sciences Institude, Department of Molecular
Medicine. Master Thesis. istanbul, 2018.

In this study, it was aimed to investigate the effect of miRNA 223 expression on
HDL cholesterol level. miRNA 223 is thought to be used as a biomarker for coronary
artery diseases, atherosclerosis and cardiovascular diseases by acting on the level of
plasma HDL cholesterol. The study groups were determined according to their HDL
cholesterol levels. 45 subjects were selected with an HDL level higher than 40 mg/dl as
a control group and 45 subjects were selected with an HDL level lower than 40 mg/dl as
a patient group. Expression levels of miRNA 223 between the two groups were
determined by real-time PCR and statistical analysis of the obtained data was
performed. miRNA 223 expression levels of two groups were compared with each other
by using two independent sample student t test but no statistically significant difference
was observed. Furthermore, according to the ROC analysis results, it was concluded
that miRNA 223 expression level could not be evaluated as a threshold value and
miRNA 223 had no effect on HDL cholesterol level and also it was not an effective
biomarker for coronary artery, atherosclerosis and cardiovascular diseases. However,
when the relationship between miRNA 223 expression level and fold change with all
lipid values was analyzed by using the bivariate Pearson correlation test, it was shown
that there were positive and negative correlations between miRNA 223 expression
levels and fold change with plasma cholesterol level, LDL cholesterol level and HDL

cholesterol level.

Key Words: miRNA 223, HDL Cholesterol, Coronary Artery Disease
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OZET

Yalbir E. MiRNA-223 ifade diizeyinin HDL Kkolesterol seviyesi iizerine etKisinin
arastirilmasi. Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip
Anabilim Dal.. Yiiksek Lisans Tezi Istanbul, 2018.

Bu calismada koroner arter hastaliklari, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilen miRNA 223 ifade diizeyinin HDL
kolesterol seviyesi iizerine etkisinin arastirilmast amaclanmistir. Calisma gruplari
bireylerin HDL kolesterol seviyelerine gére HDL seviyesi 40 mg/dI’nin {istiinde
(kontrol) olan 45 kisi ve 40 mg/dl'nin altinda (hasta) olan 45 kisi ile olusturulmustur. Iki
grubun arasindaki miRNA 223 ifade diizeyleri ger¢ek zamanli PZR ile belirlenmis ve
elde edilen verilerin istatistiksel analizi yapilmistir. Yapilan ikili bagimsiz 6rneklem
student t testi ile iki gruba ait miRNA 223 ifade diizeyleri karsilastirilmis ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmemistir. Ayrica yapilan ROC analizi
sonuglarina gore de miRNA 223 ifade diizeyinin esik deger olarak
degerlendirilemeyecegi ve miRNA 223’iin HDL kolesterol seviyesi iizerine etkisinin
olmadig1 ve koroner arter, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in etkin bir
biyobelirte¢ olmadigi kanisina varilmistir. Ancak miRNA 223 ifade diizeyi ve kat
degisimi ile tiim lipid degerleri arasindaki iliski ikili degiskenli Pearson korelasyon testi
kullanilarak analiz edildiginde miRNA 223 ifade diizeyleri ve kat degisimi ile plazma
kolesterol diizeyi, LDL kolesterol diizeyi ve HDL kolesterol diizeyi arasinda pozitif ve

negatif korelasyonlar oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: miRNA 223, HDL Kolesterol, Koroner Arter Hastalig1
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1. GIRiS VE AMAC

Plazma kolesterol konsantrasyonu, bireylerde ve topluluklarda ateroskleroz ve
ozellikle koroner kalp hastaliginin gelisiminde belirgin bir risk gostergesidir (1).
Gelismis lilkelerde ateroskleroz komplikasyonlar ile birlikte dnde gelen koroner kalp
hastaliklar1 morbidite ve mortalite nedenidir. Tiirkiye'de Eriskinlerde Kalp Hastalig1 ve
Risk Faktorleri Siklig1 Taramas1 (TEKHARF) verilerine gore iilkemizde koroner arter
hastalig1 (KAH) goriilme siklig1 45-54 yas grubunda %6, 55-64 yas grubunda yaklasik
%17, 65 yas ve lizerindeki bireylerde ise %28 diizeyine kadar ylikselmektedir (2).

Ateroskleroz kan damarlarinda olusan plaklar nedeniyle damar daralmasina ve
kan akisinin aksamasma neden olan damar sertlesmesi olarak da adlandirilan bir
durumdur. Plak olusumu, lipid ve kolesterol tasinma mekanizmasinda olusabilecek
aksakliklar ve karaciger tarafindan kolesterol homeostazinin dengede tutulamamasi
sonucu gerceklesebilir. Damar endoteline alinan kolesterol ve lipidler zamanla damar
icinde birikerek ateromlar1 olusturur. Zamanla asinan ve yirtilan ateromlardan ¢ikan
kolesterol parcaciklari ise daha dar olan damarlari tikayarak damar tikanmasi gibi hayati
tehlike yaratabilecek kardiyovaskiiler hastaliklara neden olur. HDL plazma
lipoproteinleri ters yonde kolesterol tasima sistemi ile ateroskleroz ve koroner arter
hastaliklarina kars1 koruyucu etki gosterir. HDL parcaciklari damar endotelinden ve
olusan koptik hiicrelerinden aldig1 kolesterolii karacigere geri tagiyarak plak olusumunu
engeller.

mikroRNA’lar (miRNA) yaklasik 19-25 niikleotid uzunlugunda tek zincirli bir
RNA molekiiliidiir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynarlar.
miRNA’lar, DNA’da transkripsiyonu yapilan ancak translasyonu yapilmayan genler
tarafindan kodlanir. miRNA’lar son yillarda yapilan ¢alismalar ile genler ve
transkripsiyon tizerindeki etkilerinin kesfi ile arastirmalarda odak noktasi haline
gelmeye baslamistir (3). miRNA’larin apoptozdan hiicre boliinmesine, hiicre
farklilagsmasina, kanserden kalp hastaliklarina kadar bir¢ok hastaligin biyolojik ve
fizyopatojisinin aydinlatilmasinda ve kisisel tip alaninda epigenetik mekanizmalarin
belirlenmesinde 6nemli bir biyobelirte¢ 6zelligi tastyacaklari diistiniilmektedir (4).

Yapilan c¢aligsmalarda mikroRNA 223’in lipid ve kolesterol mekanizmasinda

etkili genlerin ifade diizeylerinin regiilasyonunda onemli rol oynadigi gosterilmistir.



Ozellikle, kolesteroliin ters tasmnmasini saglayan HDL lipoproteini ve miRNA 223
arasindaki iliski géz Oniine alindiginda, miRNA 223’iin HDL metabolizmasini ne
sekilde etkiledigi ve koroner kalp hastalig1 i¢in bir biyobelirte¢ olup olamayacagi odak
noktas1 haline gelerek bu konuda yapilan calismalar giinlimiizde gittikce artmaya
baslamuistir.

Yapilan literatiir taramalarinda glinimiize kadar yapilmis bir ¢ok g¢aligmanin
hiicre kiltlirii diizeyinde siirdiiriildiigli, in vivo c¢aligmalarin ise fareler iizerinde
yapildigin1 gérmekteyiz. Ancak bugiline kadar ateroskleroz tanisi konmus hastalarda
miRNA 223 ve HDL ifade diizeyine etkisi ile ilgili yapilmis fazla calismaya
rastlanmamustir.

Bu calismada koroner arter tanisi konmusg hastalardan ve saglikli kisilerden
alman Ornekler ile Tiirk Kardiyoloji Derneginin belirlemis oldugu referans HDL plazma
diizeyi olan 40 mg/dl’den diisiik ve yiiksek degerlere sahip kisilerden olusturulan iki
grup kullanilarak, miRNA 223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi iizerine

etkisinin arastirilmasi1 amaclanmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. MikroRNA’lar Hakkinda Genel Bilgiler

1993 yilinda kesfedilen ilk mikroRNA (miRNA) olan Lin-4, Lee ve arkadaslar1
tarafindan Caenorhabditis elegans (C.elegans) organizmasi kullanilarak kesfedilmistir.
2001 yilinda ise C.elegans’tan sonra omurgali canlilarda ilk kez miRNA’lar
kesfedilmistir (5-7). ilk kez 1993'teki kesfinden giiniimiize, gen diizenlemesinde
miRNA’larin 6nemi gittik¢e takdir kazanmis ve giliniimiizde miRNA biyolojisi, miRNA
sentezi ve miRNA’larin gen ekspresyonlarina etkileri biiyiik bir ilgi alanina girmistir
(8,9). Son yillarda yapilan miRNA arastirmalari hizli bir artis gdstermis (Sekil 2.1-1) ve
caligmalar sonucu alinan verilerde miRNA’larin hiicresel proseslerde araci molekiiller

olduklar1 gosterilmistir (10).

Literatlirde miRNA'lar
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Sekil 2.1-1. Yillara Gore Literatiirde miRNA’larin Aranma Sonuglari (10).

Son yillarda yapilan tiim genom calismalarinda, insan genomunun binlerce
kodlanmayan RNA transkribe ettigi ortaya konulmustur. En sik calisilan kodlanmayan
RNA c¢esitleri ise basta mikroRNA (miRNA)’lar olmak iizere, P-element induced
Wimply Testis (PIWI) etkilesen RNA (interacting RNAs: piRNA)’lar, kiiclik miidahale
eden RNA (small interfering RNAs: siRNA)’lar ve diger uzun kodlanmayan RNA (long
noncoding RNA: IncRNA)’lardir (11).



MikroRNA’lar genomun hem intergenik hem de genik bolgelerinden transkribe
edilen, 19-25 niikleotid uzunlugunda, kisa, tek zincirli ve protein kodlamayan bir RNA
cesididir. MiRNA’lar transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel seviyede negatif gen
diizenleyici olarak gorev yaparlar (12,13). miRNA'lar konak¢i gen Oncii bolgeleri
(promoter) ile birlikte transkribe edilebilir ya da kendi spesifik oncii bolgelerine sahip
olabilirler (14).

Son yapilan caligmalar insan genomunun yaklasik %3’{inii olusturan cesitli
miRNA’larin protein kodlayan genlerin yaklasik %60’min diizenlenmesinde goérev
aldigin1 gostermektedir (15,16). miRNA’lar hedef mRNA’larin ¢evrilmeyen (transkribe
olmayan) 3’ ucunda bulunan spesifik baglanma boélgeleriyle esleserek gen
ekspresyonunu diizenler (17). Hedef mRNA’larin 3’UTR bélgesinde bulunan yaklasik
2-8 bazlik kisimlar1 ile miRNA’larin 5’ uglarinda bulunan bazlar eslesme yaparak
baglanirlar. Tek bir miRNA i¢in birden fazla hedef mRNA olabildigi gibi tek bir
mRNA’y1 hedef alan birden fazla miRNA da olabilmektedir (15,18). miRNA’lar
kendilerini kodlayan genlerdeki bazi varyasyonlardan negatif etkilenerek iliskili
olduklar1 protein sentez regiilasyonunu da etkiler ve ¢esitli hastaliklarin da ortaya
cikmasina neden olabilirler (19). Giiniimiizde miRNA’lar ile yapilan tiim bu calismalar
sonucunda miRNA’larin bazi hastaliklarin erken teshisinde biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi tespit edilmis ve tan1 amagli yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir.

miRNA’larin biyogenezi ii¢ basamakta gerceklesmektedir (Sekil 2.1-2). Ilk
basamakta RNA polimeraz II tarafindan miRNA genlerinden genellikle boyut olarak
birbirinden farkli, ¢ift zincirli, uzun primer miRNA (pri-miRNA)’lar sentezlenir (20).
Ikinci basamakta pri-miRNA’lar hiicre cekirdeginde, RNaz III enzim ailesinden bir
endoniikleaz olan ve mikroislemci kompleks olarak da adlandirilan Drosha ve kofaktorii
olan cift zincirli RNA baglama proteini DGCR8 ((DiGeorge Sendromu Kritik bolge
Geni 8 = DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) ile kesilerek 70-100 niikleotid
uzunlugundaki prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’lara doniistiiriiliirler (21). Ugiincii
basamakta ise sitoplazmada olgun miRNA’larin olusumu gergeklesir, ancak bu
basamagin gerceklesebilmesi icin hiicre cekirdeginde olusturulan pre-miRNA’lar bir
niiklear tagima reseptorii olan eksportin 5’e baglanarak sitoplazmaya taginir. Pre-
miRNA’lar sitoplazmada bulunan ve RNaz III enzim ailesinden bir endoniikleaz olan

Dicer ve TRBP (Transaktive edici yamt olusturan RNA baglanma proteini =



Transactivating Response RNA Binding Protein) tarafindan kesilerek 18-24 niikleotid
uzunlugunda c¢ift zincirli olgun miRNA’lara doniistiiriilir (miRNA/miRNA dubleksi)
(22). miRNA dubleksi Dicer tarafindan kesildikten sonra tek zincirli miRNA’lardan
yalnizca biri (kilavuz iplik = guide strand) Argonaute (AGO) igeren RISC (Indiiklenmis
RNA susturma kompleksi = RNA induced silencing complex)’e baglanirken, diger tek
zincirli miRNA (yolcu iplik = passenger strand) ise yikilir. Kilavuz iplik ve RISC’in
etkilesime girmesi ile hedef mRNA’nin susturularak protein sentezinin baskilanmasi ya

da mRNA yikimi baglamis olur. Boylece, hedef mRNA ifadesi posttranskripsiyonel
diizeyde diizenlenir (23-26).
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DGCR8: DiGeorge sendromu kritik blge 8, TRBP: Transaktive edici yanit olusturan
RNA baglanma proteini, AGO: Argonaute, RISC: Indiiklenmis RNA-susturma komp-
leksi.

Sekil 2.1-2. MikroRNA Biyogenezi (27).



2.2. MikroRNA 223 Hakkinda Genel Bilgiler

miRNA'larin fizyolojik ve patolojik durumlarda bir¢cok islevi vardir ve bazi
miRNA’larin da lipid homeostazi iizerinde onemli etkilerinin oldugu gosterilmistir
(28-30). Son birka¢ yilda yapilan caligmalar ile, lipoprotein metabolizmasinin
kontroliinde 6zellikle miRNA33, miRNA122 ve miRNA223’{in 6nemli rol oynadigi
tespit edilmistir (31).

MikroRNA 223 (miRNA 223)’iin, monosit farklilagsmasini kontrol ettigi,
monositlerde ve makrofajlarda cok sayida inflamatuvar geni diizenledigi daha Once
ortaya konulmustur (32,33). Bununla birlikte, biyoinformatik verilerine bakildiginda,
miRNA 223'iin lipid ve kolesterol metabolizmas1 ile iligkili pek c¢ok genin
diizenlenmesinde rol aldig1 ortaya konulmugtur (34).

miRNA 223 X kromozomunun q12 kolunda bulunan (Sekil 2.2-1) ve insanda 22
niikleotid uzunlugunda olan bir miRNA’dir (Sekil 2.2-2).
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Sekil 2.2-1. miRNA 223’iin kromozomal lokasyonu (35).



Human 5’- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA - 3’
Chimpanzee 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC -3’

Gorilla 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC - 3’
Rhesus 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC -3’
Mouse 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA - 3’
Rat 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC - 3’
Dog 5’- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC -3’
Horse 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA - 3’
Chicken 5'- UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC- 3

Sekil 2.2-2. miRNA 223’iin Farkli Canlilardaki Niikleotid Dizisi (35).

Ik olarak yapilan calismalar her ne kadar miRNA 223'iin myeloid hiicrelerle
stnirli oldugu bildirilmig olsa da (36), fonksiyonel miRNA 223 ekspresyonunun
hepatositler de dahil olmak iizere myeloid olmayan hiicre tiplerinde de gergeklestigi
birden fazla grup tarafindan gosterilmistir (37).

Hepatik miRNA 223 diizeyleri iskemik/reperfiizyon hasarinda (119) anlamli
olarak artmig ve hepatoselliiler karsinomda azalma saptanmustir (38).

Kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alan miRNA’larin
sayisinin giderek artmasiyla birlikte miRNA 223’iin kompleks kolesterol metabolizmasi
icin ¢ok yonlii bir merkezi diizenleyici oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir
(39.,40). Vickers ve arkadaslariin yaptigi calismada, miRNA 223 transkripsiyonunun ve
olgunlasan seviyelerin hiicre i¢i kolesterol degisimlerine duyarli oldugu, miRNA 223'lin
kolesterol biyosentezini, alimin1 ve akisimi diizenledigi ve boylece onu kolesterol
metabolizmasimin kritik bir post-transkripsiyonel diizenleyici koordinatorii olarak ortaya
koydugu gosterilmistir (41).

miRNA 223 promotor aktivitesi ve olgun miRNA 223 ekspresyon seviyeleri,
fare makrofajlar1 ve insan hepatom hiicrelerindeki hiicresel kolesterol durumlariyla
baglantilidir (42). insanlarda, miRNA 223’iin SCARBI1 genini direkt baskilayarak HDL
kolesterol alimini diizenledigi ve 3-hidroksi-3-metiltrasit-CoA sentaz 1 (HMGCS1) ve
metilsterol monooksigenaz 1'i (SC-4MOL) hedefleyerek kolesterol sentezini inhibe
ettigi gosterilmistir. Bununla birlikte, miRNA 223 dolayli olarak ABCA1 (ATP
Baglayic1 Kaset Tasiyicilar1 = ATP Binding Casette Transporter) gen ekspresyonunu

Sp3 araciligr ile ylikselterek hiicresel kolesterol akigini arttirir. miRNA223’1lin genetik



olarak kaybinin ise artmis HDL kolesterol diizeyleri ve pargacik boyutunun yani sira
hepatik ve plazma total kolesterol diizeylerinde artisa neden oldugu saptanmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda miRNA223’iin kolesterol biyosentezinde, kolesterol aliminda
ve c¢oklu genlerin dogrudan ve dolayli yoldan diizenlenmesiyle kolesterol
reglilasyonunda aktif rol oynadigi gosterilmistir (43). Bazi miRNA'lar insan
plazmasindan saflastirilmis HDL fraksiyonlarinda bulunmustur (115). Bu miRNA’lar
arasinda miktar1 en yiiksek olani ise miRNA223’tiir. HDL parcaciklarinin hedef alici
hiicrelere miRNA223 tasidigi ve SR-B1 (Scavenger Reseptorii) yoluyla miRNA223
hedef gen ifadesinde 6nemli bir azalmaya aracilik edebildigi gosterilmistir (Sekil 2.2-3).
Ayn1 zamanda, HDL’den tiireyen miRNA223’{in endotel hiicrelerine aktarilabildigi ve
hiicre i¢i adhezyon molekiilii 1’1 (ICAM-1=Intracellular Adhesion Molecule 1) inhibe
edebildigi, boylece monosit yapismasini ve iltthaplanmay azalttigi da saptanmistir (44).
Bu bulgular ile HDL kolesteroliin anti-inflamatuvar etkileri agiklanabilir (45). Ono ve
arkadaslarinin yaptig1 insan kanindan izole edilen HDL'ye baglanmis miRNA'lar1 analiz
eden calismada, HDL’ye baglanan miRNA’lardan konsantrasyonu en yiiksek olanin

miRNA223 oldugu gosterilmistir (46).
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Sekil 2.2-3. Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol (HDL-C)
metabolizmasinda mikroRNA'larin (miRNA) diizenlenme mekanizmalar1 (47).



Dislipidemi ve buna bagli metabolik bozukluklar diinya genelinde endise verici
bir oranda artmaya devam etmekte ve artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile
iligkilendirilmektedir. Yiiksek plazma seviyeli diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol
(LDL-C = Low Density Lipoprotein Cholesterol), koroner arter hastaligi (KAH) i¢in
onemli bir risk faktoriidiir. Birincil ve ikincil klinik miidahale ¢aligmalarina gore,
kolesterol biyosentezini inhibe eden statinlerle [3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
(HMG-CoA) rediiktaz (HMGCR) inhibitorleri] terapi yapilmasmmin LDL kolesterol
seviyelerini etkili bir sekilde azalttig1 ve kanitlandig1 gibi koroner arter hastalig: riskini
onemli Olciide azalttigi gosterilmistir (48,49). Ancak, yiiksek dozda statin ile tedavi
edilen hastalarin hala 6nemli kardiyovaskiiler hastalik riski altinda olduklar1 da

caligmalar sonucu gosterilmistir (50,51).

2.3. Kolesterol Metabolizmasi

Kolesterol hayvansal dokularda bulunan bir steroid alkol yani steroldiir ve
viicutta bir takim temel islevleri yerine getirir. Kolesteroliin temel islevleri arasinda tiim
hiicre membranlarinin yapisal bileseni olmasi1 ve hiicre akiskanligin1 modiile etmesi, ve
0zel dokularda safra asitleri, steroid hormonlar ve D vitamini sentezine onciiliik etmesi
sayilabilir. Bu nedenle viicutta bulunan doku ve hiicrelerin gerekli miktarda kolesterole
sahip olmalar1 gerekmektedir. Viicuttaki kolesterol homeostazinin diizenlenmesi
karaciger tarafindan yapilir. Diyetle alinan kolesteroliin yani sira, viicutta bulunan
ekstrahepatik hiicreler tarafindan de novo olarak sentezlenen kolesterol de karacigerde
bulunan kolesterol havuzuna giris yapar. Kolesterol, safra i¢inde degisiklige ugramadan
karacigerden atilir ya da safra tuzlaria doniistiiriilerek bagirsak liimenine salgilanabilir.
Bunun yaninda kolesterol periferik dokulara gonderilen plazma lipoproteinlerinin bir
pargast olarak da karacigerden ¢ikabilir. Insanlarda, kolesteroliin karacigere alimi ve
karacigerden diger dokulara gonderilmesi arasindaki denge bazi durumlarda
saglanamamakta ve akibeti belli olmayan kolesterol dokularda, o6zellikle kan
damarlarinin endotel tabakasinda kademeli bir sekilde birikerek plak olusumuna neden
olmaktadir. Plak olusumu, kan damarlarinin daralmasina (ateroskleroz) neden olarak
kardiyovaskiiler ve periferik damar hastaliklarinin riskini arttirarak hayati tehlike

olusturan bir durumdur (52).



Kolesterol yapis1 steroid ¢ekirdegi olarak adlandirilan dort hidrokarbon
halkasindan (A,B,C,D) olusan, 27 karbonlu, oldukg¢a hidrofobik bir bilesiktir. D
halkasinda bulunan 17. karbona bagli sekiz karbonlu dalli hidrokarbon zinciri
bulundurur. A halkasinda bulunan 3. karbonda ise biri hidroksil grubu bulunur. B
halkasmin 5. ve 6. karbonu arasinda ise ¢ift zincir bulunduran bir yapidadir (Sekil

2.3-1).

Hidrokarbon zinciri

Sekil 2.3-1. Kolesterol ve Kolesteril Ester Yapis1 (53).

Cogu plazma kolesterolii 3. karbona bagh yag asidi igererek esterlesmis halde
bulunur. Esterlesmis kolesterol ise yapiy1 serbest (esterlesmemis) kolesterolden daha
hidrofobik yapar. Kolesteril esterler hiicre membranlarinda bulunmaz ve ¢ogu hiicrede
diisiik seviyelerde bulunurlar. Kolesterol ve kolesteril esterleri hidrofobiklikleri
sebebiyle, dolasimda bir lipoprotein parcacigi ile taginmalidir ya da safrada bulunan
fosfolipidler ve safra tuzlariyla ¢oziinebilir hale getirilmelidir (52).

Kolesterol, uzun zincirli yag asitlerinin sentezlenmesi gibi asetil-KoA’dan
sentezlenir. Sentez, dort asamada gergeklesir; 1. asamada ti¢ asetat birimi alt1 karbonlu
bir ara iirlin olan mevalonati olusturmak iizere yogunlasir; 2. asamada mevalonat aktif

izopren birimlerine doniistiiriiliir; 3. asamada 30 karbonlu lineer skualen olusturmak
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izere alt1 adet 5 karbonlu izopren birimi polimerlestirilir; 4. asamada ise skualen halka
yapisina gegerek steroid ¢ekirdeginde bulunan dort hidrokarbon halkasini olusturur,
ayrica oksitlenme, metil gruplarinin uzaklastirilmasi veya migrasyonu gibi bir dizi

degisiklik ile kolesterol sentezlenir (54).

1. Asama: Asetattan Mevalonat Sentezlenmesi

Iki molekiil asetil-KoA asetil-KoA asetil transferaz enzimi (tiolaz) yardimiyla
birleserek asetoasetil-KoA’y1 olusturur ve bu molekiile bir molekiil asetil-KoA daha
eklenerek, HMG-Ko0A Sentaz enzimi yardimiyla 6 karbonlu bir bilesik olan B-hidroksi-
B-metilglutaril-KoA (HMG-KoA) olusturulur. ki molekiill NADPH molekiiliiniin her
biri iki elektron vererek, HMG-KoA rediiktaz enzimi ile HMG-KoA’y1 mevalonata
indirger. Bu basamak kolesterol sentezi i¢in kontrol basamagi olarak kabul edilir (Sekil

2.3-2) (54).
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Sekil 2.3-2. Asetil-KoA’dan Mevalonat Sentezlenmesi (54).
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2. Asama: Mevalonatin iki Aktif izoprene Déoniistiiriilmesi

Kolesterol sentezinin bu evresinde iic ATP’den ii¢ fosfat grubu mevalonat
5-fosfotransferaz enzimi ile mevalonata transfer edilir. Olusan 3-fosfo-5-
pirofosfomevalonat ara iiriiniindeki mevalonatin 3. karbonunda bulunan hidroksil
grubuna bagli fosfat iyi ayrilabilen bir gruptur. Sonraki agsamada bu fosfat ve yanindaki

karboksil grubu bes karbonlu A3-izopentil pirofosfat molekiilinde bir ¢ift bag

olusturarak beraber ayrilirlar. Olusan molekiil, kolesterol sentezindeki aktiflestirilmis iki
izopren molekiiliinden biridir. 3-izopentil pirofosfatin izomerlestirilmesiyle olusan

dimetilallil pirofosfat molekiilii ise diger aktif izopren molekiiliidiir (54).
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Sekil 2.3-3. Mevalonatin ki Aktif Izoprene Déniistiiriilmesi (54).
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3. Asama: Aktiflestirilmis Alt1 Izopren Biriminden Skualen Olusturulmasi

[zopentil pirofosfat ve dimetilallil pirofosfat birlesir ve bir pirofosfat grubu

ayrilarak 10 karbonlu geranil pirofosfat olusturulur. Olusan geranil pirofosfat ile

izopentil pirofosfat birleserek 15 karbonlu bir ara iirlin olan farnezil pirofosfati

olusturur. Daha sonra olusan farnezil pirofosfat bagka bir farnezil pirofosfatla bas basa

birleserek, bir pirofosfat ayrilmasiyla, ve skualen sentaz enzimi yardimiyla 30 karbonlu

skualeni olusturur (54).
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Sekil 2.3-4. Aktiflestirilmis Izopren Birimlerinden Skualen Olusturulmasi (54).
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4. Asama: Skualenin Dort Halkali Steroid Cekirdegine Dontstiirilmesi

Skualen monooksigenaz enzimi, bir O, molekiiliinden bir oksijen atomunu bir
epoksit olusturmak iizere skualen molekiiliiniin ucuna ekleyerek skualen-2,3-epoksit
molekiiliinii olusturur. NADPH ise O, molekiiliinlin diger oksijen atomunu H,0O’ya
indirger. Skualen-2,3-epoksit molekiiliinde buluna ¢ift baglar lineer yapida olan skualeni
halkasal yapiya doniistiirebilecek sekilde konumlanmistir. Hayvan hiicrelerinde
gerceklesen bu halkali yapiya gecis siireci steroid ¢ekirdegin dort halkasini bulunduran
lanosterol olusumuyla sonuclanir. Lanosteroliin olugsmasinin ardindan ise bazi metil
gruplarinin yer degistirmesi ve bazi gruplarin ayrilmasinmi igeren yaklasik 20 tepkime

sonucu olusan lanosterol kolesterole ¢evrilmis olur (54).

NADPH +H"
squalene
monooxygenase 02
H,0
NADP*

3 Squalene 2,3-epoxide
O

multistep cyclase multistep
(plants) (animals) (fungi)
HO HO HO

Stigmasterol Ergosterol
cyclase

Ho/g:&)j/l.;;

multistep J

HO Cholesterol

Sekil 2.3-5. Skualenin Dort Halkali Steroid Cekirdegine Doniistiiriilmesi (54).
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Kolesterol ve kolesteril esterleri triagilgliserol ve fosfolipidler gibi suda
¢oziinmeyen molekiillerdir, ancak bu molekiillerin viicut icinde kan dolagimi yardimai ile
sentezlendigi dokulardan diger doku ve hiicrelere tasinmasi gerekmektedir. Bu
molekiillerin taginmalarini kolaylastirmak i¢in plazma lipoproteinleri ve spesifik tasiyici

proteinlerden olugan makromolekiil kompleksleri olan apolipoproteinler kullanilir.

2.4. Plazma Lipoproteinleri

Lipoproteinler, protein ve lipidlerden olusan globiiler yapidaki bilesimlerdir.
Lipoproteinler amfipatik molekiiller olup; i¢ kisminda trigliserid ve esterlesmis
kolesterol gibi hidrofobik molekiiller bulunurken, dis kisminda kolesterol, fosfolipidler,
proteinler ve reseptdr baglayici ve diizenleyici olarak gorev yapan apolipoproteinler gibi
hidrofilik molekiiller yer almaktadir. Lipid molekiillerinin suda ¢oziiniirligi disiiktiir
ve bu yiizden kan dolasimina tek baslarina katilamazlar. Lipoproteinler suda
¢oziiniirliikleri diisiik olan lipid molekiillerini hidrofobik i¢ kisimlarinda tasiyarak kan
dolasimina katilmasini saglarlar. Lipoproteinler yogunluklarina gére en hafiften (en ¢cok
lipid, en az protein) en yogun olana dogru silomikronlar, ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinler (VLDL: Very Low Density Lipoprotein), orta yogunluklu lipoproteinler
(IDL: Intermediate Density Lipoprotein), diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL: Low
Density Lipoprotein), ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL: High Density
Lipoprotein) olmak tizere siralanirlar (Sekil 2.4-1) (55).
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Sekil 2.4-1. Plazma Lipoproteinlerinin Yaklasik Boyut ve Yogunluklar1 (56).

Lipoproteinler boyutlari, lipid kompozisyonlari ve apolipoprotein igerikleri
bakimindan farklilik gosterirler (Sekil 2.4-2) (56). Bu 6zellikler, lipoprotein lipaz (LPL)
(57), hepatik trigliserid lipaz (HTGL) (58), lesitin-kolesterol agciltransferaz (LCAT)
(59,60) ve kolesteril ester transfer proteini (CETP) (61) gibi enzimlerin etkisiyle
degisiklik gosterebilir. Apolipoproteinler bu enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesinde
gorev alirlar ve farkli lipoprotein siniflar1 arasinda gegis yapabilirler. Ayrica
apolipoproteinler lipoproteinlerin dayanikliligini arttirmanimn yani sira lipoprotein
metabolizmasinin diizenlenmesinde etki gdosterirler. Apolipoproteinler, membran

lipoprotein reseptorlerine baglanarak lipoproteinlerin hiicre alimini kontrol eder. Ayrica
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lipoproteinler dokular arasindaki trigliserid (TG) dagilimimi saglayarak metabolizmaya
katkida bulunurlar. Ayrica, hiicre dis1 bir depo ve kolesterol taginmasi i¢in bir arag
olarak kullanilirlar. Lipoprotein metabolizmasindaki anormallikler aterogenez, obezite,

insiilin direnci ve diyabet acisindan 6nemlidir (62).

Silomikronlar:

Silomikronlar 75-1200 nm ¢apl, yapisinda %1-2 oraninda protein ve %98-99
oraninda lipid bulunduran ve ince bagirsak mukoza hiicreleri tarafindan iiretilen
lipoproteinlerdir. Silomikronlar tarafindan tasman baslica apolipoproteinler apoB-48,
apoA-I, apoA-II ve apoA-IV’tiir. Diyetle viicuda alinan trigliseridler, besinsel lipidler,
kolesterol ve kolesterol esterleri silomikronlar tarafindan periferik dokulara tasinirlar.
Periferik dokulara tasinan trigliseridler, bu dokularda bulunan lipoprotein lipaz (LPL)
enzimi tarafindan hidroliz edilerek serbest yag asitlerine doniisiirler. Ortaya ¢ikan yag
asitleri dokular tarafindan emilirken gliserol kana karisir. Ince bagirsaklarda iiretilen
silomikronlar ekzositoz yoluyla ince bagirsak lenf sistemine gecerek plazmaya ulasirlar.
Silomikronlar plazmaya gectikten sonra HDL ile etkileserek apoE ve apoC-II ile
birlesirler. Bu birlesme sonucu, dokulardaki LPL enzimi kofaktorii olan apoC-II
sayesinde aktifleserek trigliserid hidrolizinin baslamasina neden olur. Hidroliz sonucu
olusan yag asitleri dokulara dagitildiktan sonra apoC-II tekrar HDL’ye gecer fakat apoE
silomikronlarda kalir ve apoE igeren bu lipoproteinlere ‘artik silomikron’ denir. Artik
silomikronlar ise apoE ve apoB tarafindan karacigerde tutulur ve pargalanir. Bu sayede

silomikronlar tarafindan taginan kolesterol de karacigere taginmis olur (63).

apolipoprotein

trigliserit

fosfolipit kolesteril ester

kolesterol

Sekil 2.4-2. Plazma Lipoproteinlerinin Sematik Yapisi (64).
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VLDL:

Yogunluklar1 0,95-1,006 g/mL arasinda olan plazma lipoproteinin bir alt
grubudur. VLDL, karacigerde iiretilen ve tek baslarina kan dolasimina katilamayan fazla
trigliserid, fosfolipid, kolesterol ve kolesteril esterleri alarak kan dolasimina katilir.
VLDL tarafindan yapilan bu tasinma ‘endojen lipid tagima sistem’ olarak adlandirilir.
Kan dolasimi yoluyla tasidigi molekiilleri dokulara ileterek LDL’ye doniistirler.
VLDL’de bulunan apoB ve apoE apolipoproteinleri ile saglam bir yapiya sahip olan
VLDL’ler ayn1 zamanda bu apolipoproteinler sayesinde hiicreler tarafindan taninarak
endositoz yoluyla dolasimdan c¢ikarilirlar. Yeni olusan VLDL’de apoB-100 proteini
bulunmaktadir. Yeni olusmus VLDL kan dolasimina katildiktan sonra HDL ile
etkilesime gecerek apoC-II ve apoE proteinlerini edinir ve bdylece olgunlasmis VLDL
olarak adlandirilir. VLDL nin apoC-II proteinini edinmesi ile LPL enzimi aktiflesir ve
tasinan trigliseridlerin yag asitlerine hidrolizi baglamis olur. Olusan yag asitleri ihtiyaca
gore hiicre igine alinip depolanir ya da enerji iiretimi i¢in kullanilir. Hidroliz sonrasi
VLDL tekrar HDL ile etkilesime gegerek apoC-II’yi HDL’ye geri verir ancak apoE
VLDL’de kalir. Ayrica, VLDL’de bulunan trigliserid ile HDL’de bulunan kolesteril
esterleri arasinda, kolesteril ester transfer proteini (CETP: Cholesteryl Ester Transfer
Protein) kullanilarak degis tokus saglanir. Bu degis tokus sonrast VLDL’nin yogunlugu
artarak ILD’yi olusturur (65). Plazmada yiiksek diizeyde VLDL'nin bulunmasi

ateroskleroz riskini arttiran faktorler arasinda gosterilir (66).

Yogunluklar1 1,019-1,063 g/mL arasinda olan ve kanda kolesterol tasinmasini
saglayan lipoproteinlerdir. LDL plazma icginde tasidigi lipidler disinda yapisinda
apoB-100 ve apoE apolipoproteinlerini barindirir. LDL’nin asil gorevi kolesterol ve
trigliserid sentezleyen doku ve hiicrelerden bu molekiilleri alarak ihtiyaci olan doku ve
hiicrelere kan dolasimi yolu ile taginmalarini saglamaktir. Viicuttaki toplam kolesterol
miktarin yaklagik olarak %70’ i LDL’ de bulunmaktadir. Bu yiizden plazmada ytiksek
diizeyde bulunan LDL’nin kalp hastaliklar ile arasinda iligki oldugu gosterilmis ve
‘kotii kolesterol” olarak da anilmaya baslanmistir (67). Ayrica son yillarda yapilan

calismalara gore, LDL’de bulunan kolesteroliin miktarindan ¢ok LDL nin biiytikligii ve
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yogunlugunun ateroskleroz riskini etkileyen bir faktér oldugu gosterilmistir. Cok sayida
bulunan kii¢iik LDL parcaciklariin ateroskleroz, kalp hastaliklar1 ve 6liim riskini daha

cok arttirdig1 saptanmistir (68).

HDL.:

HDL karacigerde iiretilen ve dokulardan aldig1 fazla kolesterolii kan dolagimi
yolu ile karacigere tasiyan yiiksek yogunluklu lipoproteinlerdir. LDL’nin aksine HDL
dokularda ve damarlarda biriken fazla kolesterolii viicuttan atilmak iizere alarak
karacigere tasidigr icin ‘iyi kolesterol’ olarak da anilmaya baslanmisti. HDL
lipoproteinler arasinda boyutlar1 en kii¢iik olanlardir ancak yapilarinda tasidiklar fazla
proteinden dolay1 yiiksek yogunluklu parcaciklardir. HDL parcaciklar1 yapilarinda
apoA-I ve apoA-II apoliproteinlerini bulundururlar. HDL karacigerde yassi bir yapi
olarak sentezlenir ve bu yeni olusmus yasst HDL tanecikleri dokulardaki fazla
kolesterolii alir. Dokulardan alinan kolesterol ise plazmada bulunan Lesitin kolesterol
aciltransferaz (LCAT: Lecithin Cholesterol Acyl Transferase) enzimi ile kolesteril
esterlerine dontstiiriiliir (69). Kolesteril esterleri serbest kolesterole gore daha
hidrofobik yapidadir. Bu ylizden HDL tarafindan alinan kolesteril esterleri yass1 HDL
pargaciklarinin ortasinda birikerek HDL’nin kiiresel bir yapiya doniismesini saglarlar
(Sekil 2.4-3). HDL plazmada dolastig1 siire boyunca farkli dokulardan ve hiicrelerden
fazla kolesterolii almaya devam ederek biiyiir HDL’nin ateroskleroz ve kalp
hastaliklarina karsi koruyucu ozelligi ise tasidig1 kolesterol miktarina degil, ne kadar

bliyiik HDL tanecikleri olduklari ile iligkilendirilmistir (70).

Sekil 2.4-3. Yassi1 ve Kiiresel HDL Taneciklerinin Sematik Yapis1 (71).
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Ters Yonde Kolesterol Tasinmasi:

HDL kolesteroliin ters yonde tasimmasinda 6nemli bir rol oynayarak kopiik
hiicrelerinin olugmasindan kaynaklanan hasar1 azaltir. Kolesterol seviyesi diisiik HDL
parcaciklari, ekstrahepatik dokularda ve kopilik hiicrelerde biriken kolesterolii alarak
karacigere tasir. HDL molekiiliinde bulunan bir apolipoprotein olan apoA-I, kolesterol
bakimindan zengin hiicrelerde kolesteroliin hiicrelerden c¢ikisini diizenleyen iki ATP
baglayici kaset (ABC) tasiyicist olan ABCAL ile etkilesime gecer. ABCA1 ise HDL ile
etkilesime gegtikten sonra hiicre i¢indeki kolesterolii lipid bakimindan zayif olan apoA-
I’e vererek kolesteroliin hiicre disina ¢ikarak karacigere taginmasini saglar. Bir diger
ABC tasiyicist olan ABCGI ise olgunlasmis HDL ile etkileserek kolesteroliin hiicreden
cikarak HDL ye girisini kolaylastirir. Bu sistem kolesteroliin ters yonde tasinmasi olarak
adlandirilir ve ozellikle kardiyovaskiiler hastaligi olan bireylerde, damarlarda olusan
kopiik hiicrelerin plak alanlarinda birikimini 6nlemek i¢in kritik bir dneme sahiptir

(52,54).

2.5. Ateroskleroz

Ateroskleroz, damar sertlesmesi olarak da adlandirilan, arterleri etkileyerek
hayati tehlikesi olan ¢esitli kalp damar hastaliklarinin altinda yatan en temel etkenlerden
biridir. Daha ¢ok orta ve biiyiik boy arterlerde goriilen lezyonlardan yani aterosklerotik
plak ya da ateromlardan olusan yapisal bozukluklardir (72,73). Ateroskleroz ve
aterogenezin olusum mekanizmasi incelendiginde endotel hiicreleri, arterlerin duvarinda
bulunan diiz kas hiicreleri, monositler ve trombositler gibi cesitli hiicrelerin
lipoproteinlerle etkilesimleri ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Aterosklerotik lezyonlarin
olusumunda ii¢ temel faktdor oldugu diisiiniilmektedir. Bu faktorler, lipid
metabolizmasinda ortaya c¢ikan bozukluklar, inflamasyon ve wvaskiiler hiicrelerin
aktivasyonu ve bu faktorlerin birbirleriyle etkilesimleri sonucunda lezyon olusumlarinin
(yagh c¢izgilenme) oldugu gosterilmistir (72,73). Endotel hiicreleri damarlarin
gecirgenligini ve damarlarin homeostazini saglayan dnemli hiicrelerdir. Bu hiicrelerde
goriilebilecek fonksiyon bozukluklari aterosklerozun meydana gelmesinde temel
basamaklardan biridir (74). Aterosklerozun bir diger temel nedeni ise dolasimdaki

kolesterol seviyesi ve kolesterol tasiyan lipoproteinlerden olan LDL’dir. LDL,
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karacigerden sentezlenen kolesterolii hiicrelere tasir ve damarlarda bulunan endotel
hiicrelerine girerek oksitlenir ve damarlarda kolesterol birikmesine, boylece
ateroskleroza neden olur (Sekil 2.5-1) (76). Oksitelenmis LDL’in damar endoteline
girmesiyle monositler ve trombositler de damar duvarina yapisirlar. Monositler daha
sonra farklilagarak makrofajlara doniigiir ve oksitlenmis LDL’yi iclerine alarak kopiik
hiicreleri olustururlar. Kopiik hiicreleri iclerinde ¢ok miktarda lipid ve kolesterol
bulundurur ve zamanla parcalanarak iglerindeki kolesterol ve lipidlerin damar iginde
olusan ateromlarda birikmesine neden olurlar (Sekil 2.5-2) (77). HDL ise kolesterolii
damar duvarindan ters tagima sistemi ile karacigere geri tasiyarak ateroskleroz riskini

azaltir (75).
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Sekil 2.5-1. LDL Oksitlenmesi ve Lipid Birikmesine Bagli Lezyon Olusumu (76).
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Endotel disfonksiyonu

Sekil 2.5-2. Ateroskleroz Gelisimi (77).

Ateromlar damarin i¢ yilizeyinde biriken yumusak, sarimsi yapilardir. Damar
icinde olusan ateromlar zamanla asinabilir ya da yirtilabilir. Bu yirtilma sonucu
ateromlar1 olusturan parcaciklar kan akisi ile dolasima katilarak arterlerden daha dar
olan damarlarn tikayarak tromboza neden olabilirler. Ateromlarin yirtilmasi disinda
olusabilecek bir diger risk ise stenoz yani ateromlarin biiyliyerek damari daraltmasi ve
kan akiginit zorlagtirmasi durumudur. Tromboz ve stenozun yasami tehdit eden ve
genellikle mortalite ya da kalic1 hasarlara yol acan patolojik durumlara neden oldugu

bilinmektedir (72,73).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Ornek Secimi ve Tanimi

Calismada kullanilan drnekler Marmara Universitesi Pendik Arastirma Hastanesi
Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvuran koroner arter hastaligi teshisi
konulmus kisiler ve check-up kontrolii i¢in yine ayni1 klinige bagvuran saglikli kisilerden
olusturulan iki grup olarak belirlenmistir. Calismada miRNA223 ekspresyon diizeyleri
ile HDL kolesterol seviyesi arasinda iligki inceleneceginden o6rnekler Tiirk Kardiyoloji
Dernegi’nin (78) belirtmis oldugu referans degerleri géz ontinde bulundurularak HDL
kolesterol seviyesi 40 mg/dl’ den diislik (n=45) ve 40 mg/dl’den yiiksek (n=45) olarak
ikiye ayrilmistir. Sonraki caligmalarda kullanilmak {izere iki grup arasindaki koroner

arter hasta sayisi ile saglikli kisi sayis1 esit tutulmaya galigiimistir.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

3.2.1. Kullamlan Sarf ve Ayra¢c Malzemeler

mirRNA Izolasyonu:

mikroRNA Izolasyon Kiti (miRNeasy Serum/Plazma Kit, Qiagen): Trizol
(Quiazol, Qiagen), Kloroform (Sigma Aldrich) %100 Etanol (Sigma Aldrich), cDNA
Reverse Transkirpsiyon kiti (miScript 11 Kit, Qiagen): microRNA Universal Primer
(Qiagen), miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen), miReasy Spike in kontrol (mir39,
Qiagen), microRNA Primer Assay (miRNA223, Qiagen), microRNA Housekeeping
Assay (SNORD68, Qiagen), Izolasyon da kullanilan RWT Tamponu Guanidine tuzu
igerir ve izolasyona baslamadan once 44 pl ethanol eklenerek hazirlanir. RPE Tamponu
izolasyon sirasinda kolonlarda kalan tuz ve kalintilar1 uzaklastirmak i¢in kullanilir ve 30

ul etanol eklerek hazirlanir.

Fluorometre ile mikroRNA diizey belirleme:

miRNA'ya 6zgli Reagent, miRNA tamponu ile calisma soliisyonu (working
solution) hazirlanir. miRNA diizeylerini 6l¢gmeden hemen 6nce cihaz kalibrasyonu 10
ng/pl rRNA iceren standart 1 ve 250 pg/pul rRNA standart 2 kullanilarak yapilir. (Qubit
3.0 microRNA Assay kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc).
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Real Time PCR 96 Well Plate (Thermo Fisher Scientific Inc), DNase RNase free

18 m Q su, Microamp Clear Adhesive Film.

3.2.2. Kullanmilan Cihazlar

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), Ger¢ek Zamanli PZR
(Lightcycler 480 II Instrument, Roche Diagnostics), Ger¢ek Zamanli PZR (Fast Real
Time 7500, Applied Biosystems), Fluorometre (Quibit 3.0, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc), Plate Santrifiij (Hettich), Santrifiij (Centrifuge 22R, Beckman Coulter),
+4°C Buzdolab1 (Haier), —20°C Buzdolabi (Haier), Ultra saf su cihaz1 (Purelab option
Q, Elga), Vorteks (V.I. Plus Biosan), Pipet Takimi (Thermo Fisher Scientific Inc).

3.3.Yontemler
3.3.1. Serumdan miRNA izolasyonu

miRNA izolasyonu icin hasta ve saglikli goniilliilerden diiz tiipe alinan kan
ornekleri 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek serum elde edilmistir ve elde edilen
serumlar ¢aligma yapilana kadar -80°C” de saklanmugtir.

miRNA izolasyonuna baslamadan 6nce serum ornekleri -80°C’den ¢ikarilarak
oda sicakliginda ¢oziinmeye birakildiktan sonra 37°C de inkiibe edildi. 200 pl serum
ornegi steril eppendorflara konularak, her bir eppendorfa 1000 pl liziz ¢ozeltisi (Qiazol
Lysis Solution) eklendi ve vorteks ile karistirildi. Bu islemden sonra ornekler oda
sicakliginda 5 dk bekletildi ve her birine daha dnce hazirlanan stok soliisyondan 3,5 pl
“miReasy Spike in kontrol” (1.6 x 10® kopya/ul) eklendi. Ceker ocak altinda drneklere
200 pl kloroform eklendikten sonra 5 dk vorteks ile karistirildi ve oda sicakliginda 3 dk
bekletildi. Hazirlanan karisim +4°C de 12.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Ustte bulunan
renksiz sividan (supernatant) 600 pl alinarak yeni eppendorflara konuldu. Ayrilan
supernatanta 900 pl %100 etanol eklendi ve vorteks ile karistirildi. Bu karisimdan 700
ul alinarak kolonlarin iistiine konulduktan sonra oda sicakliginda 8000 g’de 15 sn
santrifiij edildi ve ayni islem tekrarlanarak tiiplerde biriken sivi atildi. Kolonlarin
tizerine 700 ul RWT tamponu eklendikten sonra 8000 g’de 15 sn yapilan santrifiij
isleminden sonra biriken sivi atildi. Aym islem 500 pul RPE tamponu eklenerek

tekrarlandi. Ayn1 kolonlara 500 pl %80 etanol eklendikten sonra 8000 g’de 2 dk
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santrifiij edildi ve biriken sivi ve koleksiyon tiipleri atildi. Kolonlar yeni tiiplere
yerlestirildi ve kuru olarak en yiiksek hizda 5 dk santrifiij edildi. Son olarak iizerine 14

pul RNA free su eklenerek en yiiksek hizda 1 dk santrifiij edilerek miRNA izolasyonu

tamamlandi.

3.3.2. cDNA Eldesi

Izole edilen miRNA’lara ters transkirpsiyon islemi (Tablo 3.3.2-1) uygulanarak
(miScript 11 Kit, Qiagen) cDNA’ya cevrildi (Tablo 3.3.2-2). Elde edilen cDNA’lar
calisma yapilana kadar -20°C’de saklanmstir (81).

Tablo 3.3.2-1. cDNA Sentezi i¢in PZR Igerigi

5x miScript Hiflex 4ul
Buffer

10x miScript Nucleic 2 ul
mix

miScript Reverse

Transcriptase Mix 2ul
RNA free su 10,5 ul
mikroRNA 1,5 ul
Toplam 20 pl

Tablo 3.3.2-2. cDNA Sentezi i¢in Inkiibasyon Kosullart

60 dk 37°C
5 dk 95°C
0 95°C
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3.3.3. MikroRNA Saflik Tayini

Serumdan izole edilen miRNA orneklerin saflifi Nanodrop2000 cihaz1 ile
Olciildii ve safligt ODjgo/ OD,go orant kullanilarak belirlendi. Saflik degeri OD;g¢/
OD;g0 degeri 2.0’dan biiyiik olan 6rnekler uygun olarak kabul edildi (80).

3.3.4. mikroRNA Diizeylerinin Belirlenmesi

miRNA diizeyleri fluorometrik olarak belirlendi. ilk asamada &rnek basma 199
pul miRNA Tamponu ve 1 pul miRNA Reagent (Qubit microRNA Assay, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific Inc) karistirilarak 200 pl ¢caligsma soliisyonu (working solution)
hazirlandi. 10 pl standart 1 iizerine 190 pl ¢alisma soliisyonu eklenerek 1 numarali
standart ve 10 pl standart 2 tizerine 190 pl ¢alisma soliisyonu eklenerek 2 numarali
standart hazirlanarak sirayla cihaza standartlar tanitildi. Her bir 6rnek ol¢iimii i¢in Qubit
tiiplerine 198 pl ¢alisma ¢ozeltisi ve 2 ul 6rnek eklenerek 200 pl’lik karisim elde edildi.
Elde edilen karisimlarin miRNA diizeyleri Qubit cihazinda okuma yapilarak belirlendi
(82).

3.3.5. Es Zamanh PZR ile miRNA Ekspresyon Analizi

Calisma ¢ergevesinde arastirilmasi planlanan miRNA “mirbase” ve “targetscan”
veri tabanlar1 (http://www.mirbase.org/, http://www.targetscan.org/) kullanilarak
belirlenmistir. Lipoprotein  ve kolesterol mekanizmasi tizerinde farkli etkileri olan
miRNAlar v bu veri tabanlari ile analiz edilmistir. HDL kolesterol seviyesi ilizerine
etkileri olan miRNA223 arastirilmak {izere se¢ilmistir. miRNA ekspresyon seviyelerini
karsilastirmak delta Ct (ACt) ve kat degisimi farklarini hesaplamak i¢in internal kontrol
(housekeeping assay = SNORDG68) kullanilmistir. miRNA diizey belirleme
hesaplamalar1 Livak formiilii (2 delta delta Ct = 2AACT) kullanilarak yapilmistir (83).

miRNA ekspresyon analizi Gergek Zamanli PZR cihazinda (Fast Real Time
7500, Applied Biosystems) gerceklestirilmistir (Tablo 3.3.5-1 ve Tablo 3.3.5-2). SYBR
Green (miScript SYBR Green PCR, Qiagen) ile isaretlenmis cDNA dizisine analiz
edilecek miRNA primeri (miRNA223, Qiagen) ve miRNA endojen kontrol
(housekeeping) primeri (SNORDG68, Qiagen) baglanmasi sonucunda cihaz ile SYBR
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green’in floresan 1s1ma miktar1 saptanarak miRNA223’{in ekspresyon analizi yapilmistir

(84).

Tablo 3.3.5-1. MikroRNA Ekspresyon i¢in Es Zamanli PZR Icerigi

SYBR Green PCR
Mix

miScript Universal
Primer

miScript Primer
Assay

RNAase free su
cDNA

Toplam

12,5ul

2,5 ul

2,5 ul

2,5 ul

Sul

25 pl

Tablo 3.3.5-2. MikroRNA Ekspresyon i¢in Es Zamanli PZR Kosullar1

Denattirasyon

Dongii Evresi

Ergime

95°C

94°C

55°C

70°C

95°C

15 dk

15 sn

30 sn 40 dongi

34 sn

30 sn
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3.3.6. Lipid Profillerinin Olgiilmesi
Plazma kolesterol, TG, VLDL, HDL diizeyleri Marmara Universitesi Pendik

Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda bulunan

klinik otoanalizatorler ile enzimatik yontemler kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.3.7. istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinin istatiksel analizi lisansli SPSS 25.0 ve Alict Isletim
Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic=ROC) analizi i¢in MedCalc paket
programlar1 kullanilarak yapilmstir. Istatiksel anlamlilik kabul edilmesi igin p degeri <
0.05 olarak alinmustir.

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin altinda ve iistiinde olan bireylerden
olusturulan iki gruba ait tim demografik veriler ikili bagimsiz 6rneklem student t testi,
ki kare, Fisher exact ve Pearson testleri uygulanarak karsilastirildi. iki gruba ait tiim
lipid degerleri ikili bagimsiz &rneklem student t testi kullanilarak karsilastirildi. iki
gruba ait miRNA 223 ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi ikili bagimsiz 6rneklem
student t testi kullanilarak yapildi. Iki gruba ait ekspresyon analiz sonuglari ile viicut
kitle indeksi, viicut ylizey alan1 ve tiim lipid degerlerinin korelasyonlar1 ikili degiskenli
Pearson korelasyon testi kullanilarak yapildi. miRNA 223 ekspresyon seviyeleri ROC

analizi ile de tan1 saptamak i¢in karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarina Ait Demografik veriler

Tez projemize katilan plazma HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altinda (HDL<40 mg/
dl) olan 45 kisi ve plazma HDL seviyesi 40 mg/dl’nin iistiinde (HDL>40 mg/dl) olan 45

kisinin demografik verileri karsilastirmali olarak Tablo 4.1-1°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1-1. HDL Kolesterol Seviyesi 40 mg/dI’nin Ustiinde ve Altinda Olan Gruplara
Ait Demografik Veriler

Grup HDL > 40 HDL <40 p degeri
(n=45) (n=45)

s %51,1 / %48,9 %222/ %77,8 -
Cinsiyet (K/E) (n=23) / (n=22) (n=10) / (n=35) 0,004
Yas (Yil) 59,93+13,83 58,73+14,09 0,684
Viicut Kitle indeksi
VKI) (kg/m?) 28,12+5,14 28.60+5,88 0,679
Viicut Yiizey Alam
(VYA) (m?) 1,84+0,17 1.93+0,20 0,024+

Kull % 24,4 %43,3
ullanan (n=11) (n=28)
Sigara 0,000*
% 75,6 % 56,7
kullanmayan (n=34) (n=17)
% 33,3 % 33,3
var (n=15) (n=15)
Diabet 1,000
K % 66,7 % 66,7
yo (n=30) (n=30)
var % 22,2 % 22,2
Kolesterol ila¢ (n=10) (n=10) 1000
Kullanimi % 77.8 % 77.8 )
yok (n=35) (n=35)
% 13,3 % 13,3
var (n=6) (n=6)
KOAH 1,000
K % 86,7 % 86,7
yo (n=39) (n=39)

n=6rnek sayis, X + SD (Ortalama + Standart Sapma), K/E= Kadin / Erkek,
KOAH=Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerler istatistiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05). Gruplar arasi1 farklilik ileri ki-kare testi (X2), ikili bagimsiz
orneklem student t-testi ile incelenmistir.
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Ileri ki kare ve student-t testi analizi ile HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin
iistlinde (kontrol) ve HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olan iki gruba ait
demografik veriler karsilastirilldiginda; HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olup,
patolojik kabul edilen grupta cinsiyet dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gdzlenmistir (p=0,004). Gruplar arasinda viicut kitle indeksi (VKI) anlaml1 bir
farklilik gostermezken, viicut yiizey alaninin (VYA) patolojik olarak kabul edilen
HDL<40 mg/dl grupta anlaml1 derecede yiiksek oldugu gézlenmistir (p=0,024).

Iki grup arasinda yapilan istatistiksel karsilasirmada KOAH, diabet ve
kolesterol ilact kullanimi arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p=1,000; p=1,000;
p=1,000). Ancak gruplar arasinda sigara kullanimi igin istatistiksel karsilagtirma
yapildiginda HDL seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olan grupta sigara kullanan kisi
sayisinin kullanmayan kisi sayisina gore anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir
(p=0,000).

Caligmamizda kullanilan iki gruba ait tiim ortalama lipid degerleri istatistiksel
analiz yapilarak karsilastirilmistir. Gruplara ait tiim ortalama lipid degerleri

Tablo 4.1-2’de 6zetlenmistir.

Olusturulan gruplar HDL kolesterol degerlerine gore 40 mg/dI’nin altinda ve 40
mg/dl’nin {istiinde olarak belirlenmis olup yapilan istatistiksel analizde iki grubun
ortalama HDL kolesterol seviyeleri karsilagtirildiginda beklenildigi gibi anlamli bir
farklilik saptanmistir (p=0,000).

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olan grubun ortalama plazma
kolesterol diizeyi 174,56 + 42,90 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dI’nin
istiinde (kontrol) olan grubun ortalama plazma kolesterol seviyesi 194,67 + 46,18 mg/dl
olarak belirlenmis, ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmugtur
(p=0,035).

Ortalama trigliserid seviyesi HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dI’nin altinda olan
grup icin 149,44 + 83,08 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dI’nin iistiinde olan
grup i¢in 138,29 + 64,32 mg/dl olarak belirlenmis ancak iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.

Ortalama LDL kolesterol seviyesi HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dI’nin altinda

olan grup i¢in 109,44 £+ 39,55 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin {istiinde
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olan grup i¢in 119,00 + 38,21 mg/dl olarak belirlenmis ancak iki grup arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir fark saptanmamustir.

Ortalama VLDL kolesterol seviyesi HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dI’nin altinda
olan grup i¢in 29,51 + 19,75 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dI’nin iistiinde
olan grup i¢in 28,64 + 12,50 mg/dl olarak belirlenmis ancak iki grup arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark gézlenmemistir.

Tablo 4.1-2. HDL Seviyesi 40 mg/dI’nin Ustiinde ve Altinda Olarak Belirlenen Calisma
Gruplarina Ait Lipid Degerleri

HDL>40 HDL<40 p degeri

(n=45) (n=45)

Plazma Kolesterol (mg/ ¢, o1y 194.67+46,18 174,56+ 42,90 0,035+

dI)

Trigliserid (mg/dl) (X +SD) 13829+64,32 149,44 +83,08 0,478
LDL (mg/dl) (X+SD) 119,00+3821 109,44 +39,55 0,247
HDL (mg/dl) (X £SD) 50,49+1034 31,60+ 3,70 0,000%
VLDL (mg/dl) (X+SD) 28,64+12,50 29,51 +19,75 0,782

n=6rnek sayisi, (X = SD) (Ortalama + Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile
isaretlenmis degerler istatistiksel olarak anlamlilik gdstermektedir (p<0,05). Gruplar
arast farklilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz Orneklem student t-testi ile
incelenmistir.

4.2. miRNA 223 Ekspresyon Sonuclari

miRNA 223 ifade diizeyi incelenirken kontrol grubuna ait Ct (Cycle treshold)
degerlerinin ortalamasi1 alinarak olusturulan meta kontrol degeri ile yapilan
hesaplamalar sonucu elde edilen kat degisim (Ln[2"(-AACT)]) degeri Sekil 4.2-1A’da
gosterilmistir. miRNA 223 ifade diizeyi internal kontrol degeri olarak alinan sifir degeri
ile karsilastirilmistir. Internal kontrole gére miRNA 223 ifade diizeyinin 0,0078 kat

azaldig1 belirlenmistir.
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miRNA 223 ifade diizeyi Livak formiiliine (2”*(-AACT)) gore incelendiginde ise
internal kontrol degeri olarak alinan 1 degeri ile karsilastirilmistir. 2°(-AACT) degisimi
Sekil 4.2-1B’de gosterilmistir. Internal kontrole gére miRNA 223 igin 2°(-AACT)
degisiminin 0,992 kat azaldig1 saptanmustir.

miRNA 223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin iistiinde
(kontrol) ve HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olan iki grup igin
karsilagtirilmasi yapilirken, elde edilen Ct degerlerinden internal kontrol (SNORD 68)
Ct degerleri c¢ikarilarak ACt degerleri elde edilmistir. Elde edilen ACt degerleri ile
miRNA 223 ifade diizeyinin internal kontrole gore kontrol grubu i¢in 6,85 kat, HDL
seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olan grubu ig¢in ise 6,84 kat azaldigi Sekil 4.2-1C’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2-1. miRNA 223 Ekspresyon Seviyesi Analizleri.

A. Gergek Zamanli PZR ile belirlenen plazma miRNA 223 seviyesinin kat degisim
(Ln[2"(-AACT)]) grafigi kontrol (0) kat degerine gore cizilmistir, B. 2"(-AACT)
degerinin grafigi kontrol (1) kat degerine gore c¢izilmistir, C. ACt degerleri dagilim
grafigi kontrol (0) degerine gore ¢izilmistir.
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miRNA 223 ifade diizeyi incelenirken elde edilen miRNA 223 Ct degerleri, bu
degerlerden internal kontrol olarak kullanilan SNORD 68 (housekeeping assay) Ct
degerlerinin ¢ikarilmasiyla elde edilen ACt degerleri, Livak formiilii kullanilarak
hesaplanan degerle ve bu degerlerin Ln tabaninda hesaplanmasiyla belirlenen kat
degisimi degerleri Tablo 4.2-1°de gdsterilmistir.

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin istiinde olan grubun Ct ortalamasi
23,48 + 2,07, HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olan grubun Ct ortalamasi
ise 23,85 £ 2,86 olarak hesaplanmis ve iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
fark saptanmamugtir.

miRNA 223 Ct degerlerinden SNORD 68 Ct degerleri ¢ikarilarak elde edilen
ACT degerlerinin ortalamasi ise HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin {istiinde olan grup
icin -6,85 + 1,87, HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olan grup igin
-6,84 + 2,66 olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Hesaplanan ACt degerlerinden meta kontrol ve tiim internal kontrol ACTt
degerleri farki ¢ikartilarak hesaplanan AACT degerleri Livak formiilii kullanilarak
2"(-AACT) hesaplanmistir. Elde edilen sonuclarda iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik gézlenmemistir.

2"(-AACT) degerlerinin Ln tabaninda logaritmasinin hesaplanmasi ile elde edilen
kat degisim degerleri HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin {istiinde olan grup i¢in
0,0007 + 1,29, HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olan grup igin
-0,0078 £ 1,84 olarak hesaplanmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamastir.
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Tablo 4.2-1. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Ustiinde ve Altinda Olan Gruplara ait miRNA
223 Ekspresyon Seviyelerinin Karsilagtirilmasi

X +SD p degeri %95 Giiven Arahgi
HDL > 40 23,48 £2,07
(n=45)
Cr 0,488 -0,67984 - 1,41317
HDL< 40 23,85 +2,86
(n=45) ’ ’
HDL > 40 -6,85 + 1,87
(n=45)
ACT 0,981 -0,95112 - 0,97468
HDL< 40 -6,84 £2,66
(n=45)
HDL > 40 2,37+4,37
(n=45)
27(-AACT) 0,215 -1,59326 - 6,96971
HDL< 40 5,05 +13,78
(n=45) ’ ’
HDL > 40 0,0007 £ 1,29
(n=45)
Ln (2*(-AACT) 0,980 -0,67574 - 0,65885
HDL< 40 -0,0078 + 1,84
(n=45)

n=6rnek sayisi, (X = SD) (Ortalama + Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile
isaretlenmis degerler istatistiksel olarak anlamlilik gdstermektedir (p<0,05). Gruplar
arast farklilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz Orneklem student t-testi ile

incelenmistir.

4.3. miRNA 223 ROC Analiz Sonuc¢lari

HDL seviyesi 40 mg/dI’nin altinda (hasta) ve HDL seviyesi 40 mg/dl’nin
iistiinde (kontrol) gruplarina ait tim plazma miRNA 223 seviyelerini saptamak i¢in
MedCalc Programi kullanilarak Alici Isletim Karakteristigi (Receiver Operating
Characteristic=ROC) analizi yapilmigtir. Sekil 4.3-1°de goriildiigi gibi miRNA 223
ifade diizeyinin hasta grubu olarak kabul edilen HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olan
grup icin bir tami1 olarak degerlendirilebilecegi bir esik deger saptanmamistir. ACt

degerlerine gore AUC (Area Under Curve) = 0,504 olarak gosterilmistir (p=0,9485).
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Kat degisimi degerlerine gore ise AUC = 0,504 olarak saptanmistir (p=0,9453). ROC

analiz sonuglarindan elde edilen p degerlerine gore p < 0,005 degerleri anlamli olarak

kabul edilirse analiz sonucunda elde edilen miRNA 223 ifade diizeyi hasta ve kontrol

grubu arasinda anlamli bir fark olusturmamaktadir.

A. miRNA 223 ROC grafigi (ACT)

Delta Ct

100 [
80 f

60 |

Sensitivity

40 | |

20 |

100-Specificity

B. miRNA 223 ROC grafigi (kat degisimi)

Ln

100 F
80 |-

60 |

Sensitivity

40}

40 60 80

100-Specificity

AUC=0,504
%95 C1=0,397 - 0,611

p=0,9485

AUC=0,504
%95 CI=0,397 - 0,611

p=0,9453

Sekil 4.3-1. Plazma miRNA?223 seviyesinin HDL seviyesi 40 mg/dI’nin iistiinde ve
HDL seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olan gruplara gore ROC Analizi grafikleri.

A. ACT degerlerine gore miRNA 223 seviyesinin analizleri. B. Kat degisimine [Ln (2"(-
AACT)] gore miRNA 223 seviyesinin analizleri. * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis
degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<<0,05).
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4.4. miRNA 223 Ekspresyon Diizeyinin Korelasyon Sonuclari

Calismamizda ger¢ek zamanli PZR sonucu elde edilen miRNA 223 Ct, ACr,
27(-AACT) ve Ln(2"(-AACT) degerleri ile viicut kitle indeksi (VKI), viicut yiizey alani
(VYA) ve tiim lipid degerleri arasindaki korelasyonlarina bakilmistir. Ct degerinin
ylksek olmasi ¢alisilan grupta miRNA seviyesinin ya da ifade diizeyinin diisiik olmasini
ya da tam tersi Ct degerinin diisiik olmast miRNA seviyesinin yiiksek olmasini ifade
eder. ACt ise miRNA Ct degerlerinden internal kontrol Ct degerleri c¢ikartilarak
hesaplanmis ve miRNA ifade diizeyinin internal kontrole gore diisiik ya da yiiksek
oldugu gosterilmistir. Ct degerinde oldugu gibi ACt degerinin yiiksek olmast miRNA
seviyesinin diisiik, ACt degerinin diisiik olmas1t miRNA seviyesinin yiiksek oldugunu
gosterir. Ancak Livak formiilii kullanilarak yapilan hesaplama ve Ln tabaninda yapilan
hesaplama ile miRNA seviyesinin internal kontrole gore upregiile ya da downregiile
olup olmadig1 gosterilir. Elde edilen sonuglarin yiiksek olmasi miRNA seviyesinin de
yiiksek oldugunu, sonuglarin diisiik olmasi ise miRNA seviyesinin diisiik oldugunu
belirtir. ACt ve kat degisimi sonuclarina bakildiginda, ACt degeri negatif olup
ekspresyon seviyesi yiiksek olan miRNA’ya ait kat degisim degerinin pozitif, ACt
degeri pozitif olup ekspresyon seviyesi diisiik olan miRNA’ya ait kat degisim degerinin
ise negatif olmasi beklenmektedir.

HDL seviyesi 40 mg/dI’nin iistiinde olan gruba ait korelasyonlar Tablo 4.4-1’de
verilmistir. HDL seviyesinin 40 mg/dl’nin {istlinde olmasi durumunda, Ct degerleri ve
VKI arasinda ¢ok giiclii olmayan pozitif korelasyon (Pearson korelasyonu = 0,362, p =
0,015), Ct degerleri ile HDL seviyesi arasinda yine ¢ok gii¢lii olmaya pozitif korelasyon
(Pearson korelasyonu = 0,269, p = 0,049) gosterilmistir. ACt ile VYA arasinda pozitif
korelasyon (Pearson korelasyonu = 0,331, p = 0,026) ve ayn1 zamanda kat degisimi ile
VYA arasinda negatif korelasyon (Pearson korelasyonu = -0,330 , p = 0,027)
gosterilmistir. ACT ile LDL seviyesi arasinda negatif korelasyon (Pearson korelasyonu =
-0,309, p = 0,039) ve ayn1 zamanda kat degisimi ile LDL seviyesi arasinda pozitif
korelasyon (Pearson korelasyonu = 0,309 , p = 0,039) gosterilmistir.
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Tablo 4.4-1. HDL Seviyesi 40 mg/dlI’'nin Ustiinde Olan Grup igin miRNA 223
Seviyesinin VKI, VYA ve Lipid Diizeyleri ile Olan Korelasyonlar

VKi VYA Kolesterol | Trigliserid LDL HDL VLDL
Pearson
0,362* 0,287 0,049 0,222 -0,291 0,296* 0,189
Ct korelasyonu
p degeri 0,015* 0,056 0,751 0,142 0,052 0,049+ 0,213
Pearson
0,250 0,331* 0,024 0,064 -0,309* 0,269 0,017
ACT korelasyonu
p degeri 0,098 0,026* 0,875 0,675 0,039* 0,074 0,911
Pearson
-0,112 -0,155 -0,059 -0,032 0,242 -0,100 0,076
27(-AACT) | korelasyonu
p degeri 0,463 0,309 0,700 0,833 0,109 0,515 0,619
Kat Degisimi | Pearson
-0,249 -0,330* -0,024 -0,065 0,309* -0,269 | -0,018
[Ln Q- korelasyonu
AACT)] p degeri 0,099 | 0,027+ 0,874 0,671 0,039 | 0074 | 0,906

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerler istatistiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05).

HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olan gruba ait korelasyonlar Tablo 4.4-2’de
verilmisti. HDL seviyesi 40 mg/dI’nin altinda olmasi durumunda, 2"(-AACT) ile
kolesterol seviyesi arasinda ¢ok giiclii olmayan negatif korelasyon (Pearson korelasyonu
= -0,309 , p = 0,023) ve 2"(-AACT) ile LDL seviyesi arasinda ¢ok giiclii olmayan

negatif korelasyon (Pearson korelasyonu =-0,311 , p = 0,038) saptanmustir.
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Tablo 4.4-2. HDL Seviyesi 40 mg/dI’nin Altinda Olan Grup i¢in miRNA 223
Seviyesinin VKI, VYA ve Lipid Diizeyleri ile Olan Korelasyonlar

VKIi VYA Kolesterol | Trigliserid LDL HDL VLDL
Pearson
0,144 0,162 -0,047 0,004 -0,092 -0,126 0,028
Ct korelasyonu
p degeri 0,344 0,287 0,759 0,981 0,546 0,410 0,853
Pearson
0,023 0,050 0,128 0,045 0,034 0,154 | 0,050
ACT korelasyonu
p degeri 0,883 0,742 0,404 0,768 0,824 0,313 0,743
Pearson
0,228 0,105 -0,339* 0,031 -0,311* 0,127 | -0,023
27(-AACT) korelasyonu
p degeri 0,132 0,491 0,023* 0,838 0,038 0,406 0,882
Kat Degisimi Pearson
0,023 -0,050 -0,127 -0,045 -0,034 0,154 | -0,050
[Ln 2A(- korelasyonu
AACT)] p degeri 0,881 0,743 0,404 0,769 0,825 0,313 0,743

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerler istatistiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05).

Tablo 4.4-1 ve Tablo 4.4-2’de Gzetlenmis olan korelasyon sonuglarina gore
cizilmis istatistiksel olarak anlamlilik gdsteren korelasyon dogru grafikleri p degerleri
ile birlikte Sekil 4.4-1 ve Sekil 4.4-2’de gosterilmistir.

Sekil 4.4-1°de gosterilmis olan korelasyonlar HDL seviyesi 40 mg/dl’nin
{istiinde olan gruba ait Ct, ACT ve kat degisimi grafikleridir. Sekil 4.4-1A’da Ct ve VKI
arasindaki pozitif korelasyon acik¢a goriilmektedir. Sekil 4.4-1B’de ise ACt ile VYA
arasindaki pozitif korelasyon gosterilirken, Sekil 4.4-1C’de kat degisimi ile VYA
arasindaki negatif korelasyon gosterilmistir. Sekil 4.4-1D’de Ct ve HDL arasindaki
pozitif korelasyon, Sekil 4.4-1E’de ACt ve LDL arasindaki negatif korelasyon ve
Sekil 4.4-1F’de kat degisimi ile LDL arasindaki pozitif korelasyon gosterilmistir.
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Sekil 4.4-1. HDL Seviyesi 40 mg/dI’nin Ustiinde Olan Grup icin miRNA 223
Seviyesinin Korelasyon Grafik Analizleri.

A. Viicut Kitle Indeksi (VKI) degerlerine gore plazma miRNA223 Ct, B. HDL
degerlerine gore plazma miRNA 223 Cr, C. Viicut Yiizey Alan1 (VYA) degerlerine gore
plazma miRNA223 ACt, D. Viicut Yiizey Alan1 (VYA) degerlerine gore plazma
miRNA223 kat degisimi, E. LDL degerlerine gore plazm miRNA 223 ACt, F. LDL
degerlerine gore miRNA 223 kat degisim seviyelerinin analizi.
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Sekil 4.4-2°de gosterilmis olan korelasyonlar HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altinda
olan gruba ait 2*(-AACrT) grafikleridir. Sekil 4.4-2A’da 2"(-AACT) ve kolesterol seviyesi
arasindaki negatif korelasyon, Sekil 4.4-2B’de ise 2"(-AACt) ve LDL seviyesi

arasindaki negatif korelasyon gosterilmistir.
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Sekil 4.4-2. HDL Seviyesi 40 mg/dI’nin Altinda Olan Grup icin miRNA 223
Seviyesinin Korelasyon Grafik Analizleri.

A. Kolesterol degerlerine goére plazma miRNA223 2*(-AACt), B. LDL degerlerine
gore plazma miRNA 223 2*(-AACT) seviyelerinin analizi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Plazma kolestrol konsantrasyonu, bireylerde ve topluluklarda ateroskleroz ve
Ozellikle koroner kalp hastaliginin gelisiminde belirgin bir risk gostergesidir (1).
Gelismis lilkelerde ateroskleroz komplikasyonlar ile birlikte 6dnde gelen koroner kalp
hastaliklar1 morbidite ve mortalite nedenidir. Tiirkiye'de Erigkinlerde Kalp Hastalig1 ve
Risk Faktorleri Siklig1 Taramast (TEKHARF) verilerine gore lilkemizde koroner arter
hastalig1 (KAH) yayginlig1 45-54 yas grubunda %6, 55-64 yas grubunda yaklasik %17,
65 yas ve lizerindeki bireylerde ise %28 diizeyine kadar yiikselmektedir (2).

Bu calismada koroner arter tanisi konmus hastalardan ve saglikli kisilerden
alman Ornekler ile Tiirk Kardiyoloji Derneginin belirlemis oldugu referans HDL plazma
diizeyi olan 40 mg/dl’den diislik ve yliksek degerlere sahip kisilerden olusturulan iki
grup kullanilarak, miRNA 223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi iizerine
etkisinin arastirilmasi1 amaclanmistur.

Yapmis oldugumuz bu tez caligmasinda oncelikle HDL plazma diizeyi 40 mg/
dI’nin istiinde (HDL>40) olup kontrol grubu olarak kabul edilen ve HDL plazma
diizeyi 40 mg/dI’nin altinda (HDL<40) olup patolojik durum kabul edilen gruplarin tim
demografik verileri ile iki grubun 6zellikleri tanmimlanmustir. Tki grup arasinda yapilan
istatistiksel analizler sonucunda cinsiyet, viicut ylizey alan1 (VYA) ve sigara kullanma
durumu i¢in anlamli bir fark gdsterilmistir (p=0,004; p=0,024; p=0,000). Iki grup
arasinda cinsiyet karsilagtirmasi yapildiginda HDL diizeyi 40 mg/dI’nin altinda olan
erkek sayisinin kadin sayisina gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. Viicut
ylizey alaninin ise HDL diizeyi 40 mg/d]’nin altinda olan bireylerde daha ytiksek oldugu
gozlenmistir. Patolojik durum olarak kabul edilen HDL diizeyinin 40 mg/dl’nin altinda
olmasit durumunda sigara i¢en bireylerin igmeyenlere gore daha yiliksek oldugu da
yapilan istatistiksel analizler ile gosterilmistir (85).

Elde ettigimiz bulgular Forey ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada (2013)
(85) gosterdikleri gibi sigara igcen bireylerin HDL kolesterol konsantrasyonlarinin sigara
igmeyen bireylere gore daha diisiik (86,87) oldugu bulgular ile ortiismektedir. Yapilan
calismada HDL kolesterol konsantrasyonunun, dnceden sigara ig¢ip birakmis olan

bireylerde halen sigara i¢mekte olan bireylere gore daha yiiksek oldugu
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kanitlanmistir (88). Ayrica, daha 6nce Maeda ve arkadaglar1 tarafindan (2003) (89)
yapilmis caligmada sigarayr birakan kadinlarda erkeklere gore daha fazla HDL
kolesterol artis1 oldugu gosterilmistir.

Tez ¢alismamizda yer alan tiim bireylerin lipid degerleri 1999 yilinda 9000
katilimci ile R.W. Mabhley tarafindan yapilmis olan (90) tiim Tiirkiye’yi kapsayan Tiirk
kalp ¢alismasi ile belirlenmis olan sinir degerler dikkate alinarak belirlenmistir. Mahley
tarafindan verilen lipid degerleri su sekildedir: Plazma kolesterol seviyesinin 200 mg/
dI’den diistik olmas1 normal, 200-240 mg/dl arasinda olmasi sinirda yiiksek ve 240 mg/
dl’den fazla olmasi yiiksek olarak kabul edilmistir. Trigliserid seviyesinin 200 mg/
dl’den diisiik olmas1 normal, 200-240 mg/dl arasinda olmasi sinirda yiiksek ve 240 mg/
dl’nin {iistiinde olmasi yliksek olarak kabul edilmistir. LDL kolesterol seviyesinin 130
mg/dl’nin altinda olmas1 normal, 130-159 mg/dl arasinda olmasi sinirida ytiksek ve 160
mg/dl’nin istiinden olmasi yliksek olarak belirlenmigtir. HDL kolesterol seviyesinin ise
35 mg/dI’nin altinda olmasi diisiik, 35-44 mg/dl arasinda olmas1 normal ve 45 mg/dl’nin
istiinde olmasi yiiksek olarak kabul edilmistir. Yaptigimiz bu ¢alismada HDL kolesterol
seviyeleri 40 mg/dl’nin altinda 45 kisi ve 40 mg/dI’nin iistiinde 45 kisi rastgele segilerek
iki grup olusturulmustur. Olusturulan iki grubun tiim lipid degerlerinin ortalamasi
istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise plazma kolesterol seviyeleri arasinda da
anlaml bir fark oldugu saptanmistir (p=0,035). HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’den
yiiksek olan grubun ortalama plazma kolesterol seviyesinin 194,67 + 46,18 mg/dl ve
HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’den diisiik olan grupta ise 174,56 + 42,90 mg/dl
oldugu saptanmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde lipid diizeyleri 6nemli
bir yere sahiptir. Yiiksek total kolesterol ve LDL kolesterol seviyesinin yiiksek
olmasinin, Castelli ve arkadaslar1 tarafindan 1983’te yapilan c¢alismalar (91) ile
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde onemli bir role sahip oldugu gosterilmistir.
Bunun yaninda diisiik HDL kolesterol seviyesinin de kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimiyle yakindan ilgili oldugu ve yiiksek HDL kolesterol seviyesinin ise
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in koruyucu etkisinin oldugu daha dnce yapilan ¢aligmalar
ile gosterilmistir (92).

miRNA’lar kisa bir siire 6nce kesfedilmis, gen ekspresyonunu olumsuz sekilde

kontrol eden kodlanmamis kisa RNA’lar olarak tanimlanmistir (93). Son yillarda
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miRNA’lar iizerinde oldukca ¢ok c¢alisma yapilmis ve halen yapilmaktadir. Yakin
zamanda yapilan ¢aligmalar hiicre canliliginda, insan malignitelerinin baglamasinda ve
ilerlemesinde miRNA’larin roliinii desteklemektedir. Son bes yildaki bulgular, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, gelisim, farklilasma ve metabolizma gibi 6nemli siireclerin
diizenlenmesinde miRNA'larin roliinii gostermektedir. Son zamanlarda ise miRNA
ekspresyonu ve miRNA’lar ile ilgili islev bozukluklar1 o6zellikle kanser ile
iliskilendirilmistir (94-99).

Tez calismasinda kullanilan iki gruba ait miRNA 223 ekspresyon diizeyilerini
karsilastirmak iizere delta Ct (ACTt) ve kat degisim farklarin1 gdstermek i¢in bir internal
kontrol (housekeeping assay = SNORD 68) kullanilmisti. miRNA ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan hesaplamalar Livak formiilii (2 delta delta
Ct=2AACT) (83) kullanilarak yapilmistir. Livak formiiliine gére hesaplama yapilirken
hedef miRNA’nin Ct degerinden internal kontroliin Ct degeri ¢ikarilarak
(hedef Ct - internal kontrol Ct) ACt hesaplanmis, daha sonra hedef miRNA ve internal
kontrol i¢in hesaplanan ACT degerlerinden meta kontrol i¢in hesaplanan
ACt ve tiim internal kontrol i¢in hesaplanan ACTt farki c¢ikarilarak
(ACT hedef-ACt internal kontrol)-( ACt meta kontrol-ACTt internal kontrol) AACt
degeri hesaplanmistir. Hesaplanan AACT degeri logaritma 2 tabaninda (2°(-AACT))
hesaplanmis ve bulunan deger Ln tabaninda logaritmasi alinarak (Ln2*(-AACT)) kat
degisim degeri bulunmustur (83). Daha oOnce yapilan DNA, mRNA ve miRNA
ekspresyon seviyelerinin saptanmasinda kullanilan Livak formiilii hesaplamalar1 doku
ve hiicre kiiltiirii caligmalarinda uygulanmistir. Bu yilizden daha 6nce yapilan doku
calismalarinda saglam doku ve hiicre kiiltiirinde saglam hiicre hatlarinin
karsilagtirilmas1 ile Livak formiiliiniin uygulanabilirligi bu c¢aligmaya gore daha
elveriglidir. Bu ¢alismada Livak formiiliinii uygulayabilmek i¢in yapilmasi gereken
miRNA ekspresyon seviyesi incelenecek grubun hem meta kontrol grubu hem de tim
internal kontrol grubuna ait ACt degerlerinin karsilastirilmasidir.

Caligmamizda ger¢ek zamanli PZR sonucu elde ettigimiz Ct degerleri ile yapilan
hesaplamalar sonucu miRNA 223 ifade diizeyi ACt, 2*(-AACT) ve Ln 2”(-AACT)
degerleri cinsinden elde edildi. miRNA 223 ekspresyon seviyesi HDL kolesterol

seviyesi 40 mg/dI’nin istiinde ve altinda olan iki grup arasinda istatistiksel analizler
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yapilarak karsilastirildi. Yapilan student t test analiz sonucuna gore ¢calismada ele alinan
iki grup arasinda miRNA 223 ifade diizeyinde herhangi bir anlamlilik goériilmemistir.
Student t test sonucu herhangi bir anlamlilik bulunmamasina ragmen yapilan Alict
Isletim Karakteristigi (ROC) analizi ile hasta ve kontrol olarak kabul edilen iki grup i¢in
miRNA 223’iin biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi analiz edilmistir.
Student t test analizinde iki grup arasinda karsilagtirma yapilirken ortalama degerler ile
analiz yapilirken ROC analizinde tiim degerler birbiriyle kiyaslanir ve boylece ortalama
deger icinde gbze batmayan yanlis negatif ya da yanlis pozitif degerlerin de
degerlendirmesi yapilmis olur. Bu nedenle ROC analizinin yapilmasi laboratuvar test
sonuglarinin kalitesini ve gergekligini arttirmaktadir. ROC egrisinde x ekseni ile
‘duyarlilik’ (yanlis negatif) ve y ekseni ile ‘secicilik’ (yanlik pozitif) gosterilmektedir.
Yapilan testte elde edilen ROC egrisi ne kadar yukarida ve sola dogru ise tani testinin o
kadar iyi oldugu sOylenebilir. ROC egrisi ¢izildikten sonra egrinin altinda kalan alan
(AUC = Area Under Curve) degeri ne kadar yiiksek ise (ne kadar 1’e yakin ise) tani
testinin o kadar basarili oldugu kabul edilir. ROC analizi 6zellikle tip alaninda yanlis
pozitif ve yanlis negatiflikleri ortaya koydugu icin, ve biyobelirte¢ belirlemek iizere
oldukga 6nem tasiyan istatistiksel bir analiz olarak kabul edilir (100).

Caligmamizda yapilan miRNA 223 ACtr ROC egrisinde AUC 0,504 olarak
hesaplanmis ve istatistiksel bir anlamlilik goériilmemistir. miRNA kat degisim ROC
egrisinde ise AUC yine 0,504 olarak hesaplanmis ve istatistiksel bir anlamlilik
saptanmamustir. ROC analizi sonucunda miRNA 223’tin HDL seviyesi 40 mg/dl’nin
altinda olup patolojik durum olarak kabul edilen grup ve HDL seviyesi 40 mg/dl’nin
iistinde olup kontrol olarak kabul edilen grup i¢in uygun bir biyobelirte¢ olmadigi
gosterilmistir.

Biyobelirteg olarak kullanilan kavram hastaliklarin erken teshis ve bazi
hastaliklar i¢in tedavi yontemi olarak kullanilabilecek rehberler olarak tanimlanmaktadir
(101). Bir molekiiliin ideal bir biyobelirteg olarak kabul edilebilmesi i¢in 3 temel kosulu
saglamasi gerekmektedir. ilk olarak analiz edilecek drnegin serum, plazma ya da idrar
gibi invaziv olmayan ydntemlerle alinmasi gerekmektedir. Ikinci kosul analiz edilecek
molekiiliin yarilanma émriiniin uzun olmasi gerektigidir. Uciincii ve son kosul ise analiz

yonteminin giivenilirliginin yiiksek olmas1 ve kisa siirede sonug verebilecek bir yontem
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olmasidir (101). Biyobelirte¢ olarak kullanilan molekiillerden en yaygin olanlar
proteinler ve polipeptidler olmakla birlikte 6zellikle son yillarda miRNA’larin da bir ¢ok
hastalik icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmeye baslanmis ve miRNA’lar
ile yapilan ¢alismalar 6nemli derecede artmistir. miRNA’larin basta kanser olmak tizere,
koroner arter hastaliklari, ateroskleroz ve diger ¢esitli hastaliklarin tanisinda ve
tedavisinde kullanilabilecek biyobelirtecler olabilecegi goriisii giin gegtikte artmaktadir
(102).

Diinya geneline bakildiginda 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda ilk siralarda
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) bulunmaktadir. Ateroskleroza neden olan en 6nemli
risk faktorleri ise plazmada bulunan LDL ve HDL kolesterol seviyeleridir (103,104).
Son yillarda yapilan ¢aligmalar dogrultusunda miRNA’larin dolagimda bulunan lipidleri
diizenledigi ve kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini etkileyerek KVH icin biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (105-110). Plazma kolesterol seviyelerini
diizenleyen miRNA’larin sayisi, miRNA 223 de dahil olmak {izere giin gegtikce
artmaktadir.

HDL molekiilii dokulardan ve hiicrelerden aldig1 kolesterolii karacigere
tastyarak ters kolesterol tasinmasini karacigerde bulunan Scavenger reseptorii (SRB1)
yoluyla gerceklestirir. Vickers ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2014) (111)
miRNA223’{in kolesterol biyosentezini gerceklestiren genleri (HMGS1, SC4MOL)
baskilayarak kolesterol sentezini durdurdugu ve SRBI1 genini baskilayarak karacigere
HDL alimim diisiirdiigii gosterilmistir. Aryal ve arkadaglarinin yaptigi ¢alisma (2017)
(106) ile de Vickers ve arkadaslarinin yaptig1 calismay1 destekleyen sonuclar ile SRB1
reseptoriiniin miRNA 223 ve bazi miRNA’lar tarafindan diizenlendigi gosterilmistir.
Ozellikle miRNA 223 ve SRBI reseptoriiniin diizenlenmesinde gérev alan miRNA’larin
asir1 ekspresyonunun karaciger hiicrelerinde SRB1 reseptdriiniin ekspresyon seviyesini
azaltarak HDL alimimi distirdiigii saptanmistir. Fareler {izerinde yapilan miRNA 223
geninin susturulmasi ile hepatik SRB1 reseptoriiniin ekspresyon seviyesinin ve farelerin
plazma HDL seviyelerinin arttig1 gézlemlenmistir (112,113).

Vegter ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada (2017) (114) ise dolasimda
bulunan miRNA 223’iin kalp yetmezligi ve ateroskleroz hastalarindaki seviyesi ile

saglikli bireylerdeki seviyesi karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu ise
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kalp yetmezligi bulunan bireylerde saglikli bireylere kiyasla dolasimdaki miRNA 223
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu gosterilmistir. Buna
ek olarak dolasimdaki miRNA 223 seviyesi ateroskleroz ile iliskilendirildiginde,
miRNA 223 seviyesinin aterosklerozun ilerleme derecesine gore degistigi ve
ateroskleroz derecesi ilerledikce azaldigi rapor edilmistir. Ayrica daha dnce yapilmis
Vegter ve arkadaslarinin yaptig1 calismalar1 destekler nitelikte olan bir ¢cok ¢alisma ile,
miRNA 223 ifade diizeyinin obezite, insiilin direnci, Tip 2 diabet, ateroskleroz ve
inflamatuar bozukluklar gibi birgok kardiyometabolik hastalikta degisebiledegi savi ileri
strilmistiir (115-117).

Schulte ve arkadaglarinin 2015°te (118) biiyiik bir koroner arter hasta toplulugu
ile yaptig1 calismada, miRNA 223 ve miRNA 197°nin miktarinin ve ekspresyon
seviyesinin kardiyovaskiiler oliimlerin ongoriilmesinde ve ileride karsilasilabilecek
kardiyovaskiiler hastaliklarda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.
Buna ek olarak, akut koroner sendrom hastalar1 i¢in alt grup analizi yapilarak
yukseltilmis miRNA 223 ve miRNA 197 seviyeleri ile gelecekteki kardiyovaskiiler
oliim arasinda kuvvetli bir iliski ortaya koyulmustur.

Calismamizda amacglanan miRNA 223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi
lizerine etkisinin arastirilmas: ve HDL’ye bagli metabolik bozukluklarda miRNA 223’iin
biyobelirteg olarak kullanilip kullanilamayacagi olmakla birlikte, kolesterol ve lipid
metabolizmasi bir biitiin olarak diisiiniilmelidir. Bu goriis dogrultusunda ¢alismamizda,
elde edilen miRNA 223 ifade diizeylerinin tiim lipid degerleriyle ve buna ek olarak
viicut kitle indeksi ve viicut yiizey alani ile olan korelasyonlarina Pearson korelasyon
testi ile bakilmis ve korelasyonlarin pozitif ya da negatif oldugu korelasyon dogru
grafikleri ile gdsterilmistir.

HDL tasiyan miRNA’larin ilk kez 2013 yilinda bagimsiz dogrulama ydntemi
kullanilarak Wagner ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarla gdsterilmistir (45).
Bu calismada kullanilan kantitatif PZR ile (qQPCR) insan HDL’sinde miRNA 223
bulundugunu dogrulanmistir. Bu yoOntem ile insan HDL’sinin 1 pg’inda 10,000
kopyadan fazla miRNA 223 oldugu saptanmistir. Ayrica, HDL-miRNA 223 seviyesinin
total plazma miRNA’larinin yaklasik 8%’ini olusturdugu bildirilmistir. Wagner ve

arkadaglar1 ayni ¢alismay1 insan LDL’sini kullanarak da yapmislardir, ve sonug olarak
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miRNA 223’{in LDL’de bulunan diger miRNA’lara gore daha fazla miktarda oldugunu
bildirmislerdir. Ancak, LDL’de bulunan miRNA 223 1 pg’da yaklasik 1500 kopya
olarak HDL’de bulunan miktarina gore oldukga diisiik seviyede saptanmaistir (45).

Bu calismada miRNA 223 ekspresyon seviyesinin plazma kolesterol, trigliserid,
LDL, HDL ve VLDL ile olan korelasyonlarma bakildiginda da daha once yapilan
calismalar1 destekler nitelikte tim lipid degerleri ile iligkili oldugu Pearson korelasyon
testi ile gosterilmistir.

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dI’nin iistiinde olup kontrol olarak kabul edilen
bireylerde miRNA 223 Ct degerleri ile HDL kolesterol seviyesi arasinda pozitif
korelasyon goriilmiistiir. Ct degerinin yiiksek olmasi miRNA 223 ekspresyon
seviyesinin diisiik oldugunu ifade etmektedir. Ct degeri ve HDL seviyesi arasindaki
pozitif iligki, miRNA ekspresyon seviyesinin diisiik olmasinin plazma HDL kolesterol
seviyesinin artisina neden oldugunu gostermektedir. Daha 6nce bir ka¢ grubun yapmis
oldugu calisma ile gosterilen, farelerde miRNA 223 geninin susturulmasi ile hepatik
SRB1 ve plazma HDL seviyesinin artis1 (112,113) calismamizi destekler niteliktedir.
miRNA 223 ACrt degerleri ile LDL kolesterol seviyesi arasinda da negatif korelasyon,
kat degisimi ile LDL seviyesi arasinda ise pozitif korelasyon saptanmustir.

Ayrica miRNA 223’iin obezite ile de iligkili oldugu ve ifade diizeyinin obeziteye
baglt oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda miRNA 223 ekspresyon
seviyesinin obezite tanisinda dikkat edilen viicut kitle indeksi ve viicut yiizey alani ile
iligkisine bakildiginda da Ct ve ACt degerleri ile korelasyonlarinin oldugu istatistiksel
analizler ile gosterilmistir.

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olup hasta olarak kabul edilen
bireylerde miRNA 223’iin Livak formiiliine (2"(-AACTt)) gore hesaplanan kat degisimi
ile plazma kolesterol ve LDL arasinda negatif korelasyon saptanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, 2"(-AACT) hesabina gére miRNA 223 ekspresyon seviyesinin yiiksek

olmasi plazma kolesterol ve LDL seviyesinin diismesine neden olmaktadir.
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SONUC OLARAK DIYEBILIRIZ Ki;

Bu tez calismasi sonucu elde ettigimiz verilere gére miRNA 223 ifade diizeyi
HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altinda olan ve hasta olarak kabul edilen grup igin
ateroskleroz, koroner arter hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in ayirt edici bir
biyobelirteg olarak kullanilmamakla birlikte, miRNA 223 ifade diizeyi ile plazma
kolesterol diizeyi, LDL kolesterol diizeyi ve HDL kolesterol diizeyi arasinda pozitif ya

da negatif korelasyonlar oldugu gdsterilmistir.

Yapilan calismanin hasta ve kontrol olarak kabul edilen gruplardaki birey
sayisinin arttirilarak yapilmasi, miRNA 223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesine

etkisinin arastirilmasi tizerine daha etkili olacagi diistiniilmektedir.
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sgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

U
e

QP iR} 7 PO O—
Sayun Hastamiz,

Bu belge bilgilendirilme ve aydinlatilmig onam haklarinizdan yararlanabilmenizi
amaglamaltadir.

Size gerceklestirilebilecek klinik aragtirmalar amagch girigimler konusunda, tiim segenekler
ile bu girisimlerin yarar ve muhtemel zararlari konusunda anlayabileceginiz sekilde hilgi
alma hakkimz ve bir kopyasm isteme haklanz vardir.

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

Idinik aragtirmalara katilim konusunda bilgilendirildikten sonra bunu kabul edebilirsiniz.
Yada karar verebilmek icin uygun zaman talep edebilirsiniz.

Hayatiniz veya hayati organlariniz tehlikede olmadigi siirece onaminizi (yazili talep etme
kosulu ile) dilediginiz zaman geri alabilir ya da 6nceden kabul etmediginiz herhangi bir
tani/tedavi amagh girigimi tekrar talep edebilirsiniz.

Hastanemizde verilen hizmetleri Hastane Tanitum Brogiiriinden edinebilirsiniz. Ayrica

Hastane personeli hakkinda http:/www.yeditepe.edu.tr web sayfasindan daha detayli

bilgilere ulagabilirsiniz.

Burada belirtilenlerden bagka sorularmiz varsa bunlari yanitlamak gorevimizdir.

TANIMLAMA

1. Aragtirmanin Adi: MIRNA-223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi iizerine etkisinin

aragtirilmasi

Arastirmaya Kattlimer Sayisi: 200

Bu aragtirmanin Amaci:

MikroRNA (miRNA, miR) yaklagik 18-25 niikleotid uzunlugunda, tek zincirli, protein
kodlamayan RNA molekiilii tiirtidiir ve neredeyse her organizmada bulunur. MiRNA'lar,
spesifik mRNA'larin dizilerinin tamamlayicilifma gore 3' ¢evrilmemis bolgeye (UTR)
baglanir ve translasyonu engeller veya mRNA pargalanmasini tegvik eder [1]. Insanlarda
protein kodlayan genlerin %60'1ndan fazlasi, miRINA'lara eslik etmeyi siirdiirmek i¢in secici
bir bask: altindadir. Bugiine kadar, insanlarda yaklagik 2.500 miRNA tespit edilmistir.
MiRNA"larn fizyolojik ve patolojik durumlarda birgok islevi vardir ve bazt miRNA'larin
lipid homeostazi tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu gosterilmistir. MiR-223"in daha 6nce
monosit farklilagmasini kontrol ettigi ve birden fazla enflamatuar geni diizenledigi
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bulunmustur. Bununla birlikte monositlerde ve makrofajlarda miR-223"in ayrica kolesterol
homeostazi ile iliskili birgok geni diizenledigi de gosterilmistir [2]. MiRNA’lann plazma
kolestero! seviyelerine olan etkileri yapilan caligmalarla gésterilmigtir. Vitksek yogunluklu
lipoproteinler (HDL) yaklagik olarak %30 fosfolipidlerden, %25 kolesterolden ve %5
trigliseridden olugur. Daha bityik sferik yapidaki HDL partikiilleri kolesterol ester (CE) ve
trigliseridin  hidrofobik ¢ekirdegini igerirken, disk gseklindeki HDL partikiilleri ise
apolipoproteinA-I (apoA-I), fosfolipid ve serbest kolesterolden olugur [3]. Yapilan
calismalarda ve TargetScan (targetscan.org) ve miRanda (microrna.org) gibi
biyoinformatik ¢aligmalarin yer aldify veritabanlan aracilifn ile MiRNA-223%iin HDL
metabolizmasina etki ettigi gosterilmigtir. Elde edilen bilgiler igiginda bu bu tez
cahismasinda miRNA-223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi iizerine olan etkisinin
aragtirilmasi hedeflenmistir.

Siiresi: 1 Yil
Izlenecek Yontem/Yontemler:

Hasta (n=100) ve kontrol (n=100) grubu olmak iizere iki gruptan olugmasi planlanmugtr.

miRNA izolasyonu:
miRNA izolasyonu igin hasta ve kontrol grubundan alinan kanlar 4500 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edilecek ve elde edilen serumlar galigma yapilana kadar -
80°de saklanacaktir, miRNA. izolasyonu igin Qiagen serum plazma kiti kullanilacaktir,
Qiagen kiti kullamlarak cDNA sentezi yapilacaktir. miRNA ekspresyon seviyesi 7500
gergek zamanli PZR kullanilarak élgiilecektir

Aragtirma Sonunda Beklenen Fayda
MiRNA-223 ifade diizeyinin HDL kolesterol seviyesi iizerine etkisinin belirlenmesi
Bu Cahiymada Herhangi Bir Alternatif Tedavi yada Girisimde Bulunulmayacalctir.

Bu Aragtirma Géniilliller I¢in Highir Risk Tegkil Etmemekte ve Higbir Rahatsizhga
Sebep olmamaktadir.

ONAM (RIZA)

Bilgilendirilmig Géniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama agagida adi belirtilen hekim
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tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedifim zaman gerekgeli veya
gerekcesiz olarak aragtiomadan aynlabilecegimi ve kendi istegime balilmaksizin aragtinmact
tarafindan aragtirma digt birakilabilecegimi biliyorum. Bu durumda hastanenin ¢aligma diizeni
ve hastalara verilen bakimda aksaklik olmayacagl konusunda bilgilendirildim. Bu araghrmaya
katilirken zorlama, maddi cikar ve ast {ist iligkisine dayalt herhangi bir baski olmaksizin bu
¢alismaya katildigimi beyan ederim. Bu bilimsel ¢aligmanin devami esnasindaki siiregle ilgili
olarak ayrica eklenen caligma protokolii ile bilgilendirildim. Tarafimdan alinan kan ve doku
orneklerinin daha sonra bagka aragtirma caligmalarinda kullamlmasinda herhangi bir sakinca

yoktur.

S6z konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi nzamla katlmay: kabul

ediyorum.
Gondilliiniin:
Ad1 Soyadt:
[mzas:
Tarih:
Actklamalart Yapan Kiginin:
Adi Soyadi:
Imzasi:
Tarih:
Gerekiyorsa Olur Islemine Tantk Olan Kisinin:
Adi Soyadi:
Imzas1:
Tarih:
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin :
Adi Soyadi:
Imzas::

Tarih:
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Klinik Aragtirma Proje Koordinatori [letigim Bilgileri:

Adi Soyadu:
Uzmanlik alan:
Kurumu:
E-posta adresi:

Telefon numarast:
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